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Resumo

Lima, D. S. (2019). Implicagbes da exposi¢cdo ao Zika Virus durante a gestagdo para o
desenvolvimento da fun¢do visual (Dissertacdo de Mestrado). Instituto de Psicologia,

Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo.

A Sindrome Congénita do Zika (CZS) ¢ uma condi¢do que afeta o desenvolvimento infantil
quando o Virus Zika (ZIKV) infecta uma mae gestante. Esta condi¢cdo ¢ caracterizada pela
microcefalia e por uma série de outras manifestagdes neuroldgicas e oftalmologicas. Atrofias
coriorretinianas, manchas focais pigmentadas, estrabismo e infec¢do em estruturas do sistema
nervoso central relacionadas a visdo sdo todos achados ja identificados em pacientes com CZS
ou verificados em modelos experimentais. Devido a multiplicidade de formas pelas quais o
ZIKV pode prejudicar a fungdo visual no inicio da vida, nos propusemos a estudar esta
condi¢do pela avaliagdo da acuidade visual (AV) longitudinalmente em uma amostra de
criangas infectadas, independente da presenca de manifestagcdes clinicas da sindrome. O
presente trabalho objetiva avaliar o desenvolvimento da AV de criangas infectadas por ZIKV
durante a gestacao e relacionar as potenciais manifestacdes da CZS a quaisquer perdas de AV
identificadas. Criangas em um Grupo Controle (N=27), um grupo cuja confirmacdo de
exposicdo ao ZIKV veio por uma amostra da mae (ZE; N=22), e um grupo cuja confirmacao
de exposi¢cdo ao ZIKV veio por uma amostra da crianga (ZI; N=11) tiveram sua AV medida
pelo método dos Cartdes de Acuidade de Teller (TAC) de 2 a 4 vezes durante os primeiros 30
meses de vida. A AV se desenvolveu normalmente em pacientes que ndo apresentaram
sintomas clinicos da CZS, com raras exce¢des. Em uma subamostra do grupo ZI que
apresentou sintomas clinicos consistentes com a CZS, a AV estava dentro dos valores
normativos, com exce¢ao de uma crianga na qual foram identificadas atrofias coriorretinianas.
A presenca de sintomas oftalmologicos parece ser preditiva de perdas visuais de alta
magnitude. Em casos de criangas infectadas pelo ZIKV em que sintomas clinicos estdo
ausentes ou se apresentam de forma sutil, a AV parece estar se desenvolvendo normalmente,

mas acompanhamento mais completo a longo prazo ¢ sugerido para estes casos.

Palavras-chave: Zika Virus. Desenvolvimento perceptivo. Acuidade visual.



Abstract

Lima, D. S. (2019). Implications of Zika Virus exposure during pregnancy for visual function
development (Master’s Thesis). Instituto de Psicologia, Universidade de Sao Paulo, Sao

Paulo.

Congenital Zika Syndrome (CZS) is a developmental condition resulting from Zika Virus
(ZIKV) maternal infection during pregnancy. This condition is characterized by microcephaly
and a series of other neurological and ophthalmological outcomes. Chorioretinal atrophies,
focal pigmentary mottling, strabismus and infection in vision-related central nervous system
structures have all been identified in CZS patients or verified in experimental models. Due to
the multiple ways in which ZIKV might impair visual function in early life, we studied this
condition through the assessment of visual acuity (VA) longitudinally in a sample of infected
children, irrespective of the presence of CZS symptoms. The present work aims to follow up
the VA development of children infected by ZIKV during pregnancy and relate the potential
CZS symptoms to any identified losses. Children in a Control Group (N=27), in a group in
which confirmation of exposure came from a sample from the mother (ZE; N=22) and a
group in which confirmation of exposure came from a sample from the child (ZI; N=11) had
their VA measured via the Teller Acuity Cards (TAC) method on 2 to 4 occasions during the
first 30 months of life. VA developed normally in patients that did not present CZS outcomes,
with rare exceptions. In a sub-sample of the ZI group which presented clinical symptoms
consistent with CZS, VA was within normative values, with the exception of one child that
presented chorioretinal atrophies. The presence of ophthalmological outcomes seems to be
predictive of visual function losses of high magnitude. In cases of ZIKV-infected children
without symptoms or presenting only mild symptoms, VA seems to be developing normally. A

more long-term follow up is suggested for such cases.

Keywords: Zika Virus. Perceptual development. Visual acuity.
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1. Introducao

1.1. Virus zika: historia epidemiologica recente

O virus zika (ZIKV) ¢ conhecido desde 1947, quando foi identificado em um ciclo
silvatico de transmissdo (de primata ndo-humano para mosquito para outro primata nao-
humano) na floresta de Zika, situada na Uganda (Dick, Kitchen, & Haddow, 1952). O virus
foi isolado inicialmente a partir do soro de um macaco-rhesus posicionado como sentinela
durante um estudo de campo sobre a febre amarela. O mesmo trabalho descreve um segundo
isolamento, feito em 1948, a partir de um mosquito Aedes africanus na mesma localidade.
Verificou-se a identidade entre essas duas cepas ao observar que respostas imunoldgicas que
primatas desenvolviam para uma cepa neutralizavam respostas para a segunda cepa. O mesmo
trabalho verificou através de testes de neutralizagdo cruzada que os anticorpos desenvolvidos
durante essas respostas eram distintos dos anticorpos produzidos como resposta a outros
flavivirus como o virus da febre amarela (YFV) ou da dengue (DENV).

A capacidade do virus de infectar humanos foi identificada logo em seguida, a partir
da constatacdo de que parcela da populacio da Uganda e Nigéria possuiam anticorpos
neutralizantes contra ZIKV, e a partir do isolamento do ZIKV do plasma de pacientes
apresentando um quadro clinico semelhante ao da febre amarela (MacNamara, 1954). Nos
anos seguintes, anticorpos neutralizantes contra ZIKV foram identificados em outras ocasides
nas populagdes destes e de outros paises na Africa ¢ Asia como o Egito, India, Malasia,
Bornéu, Filipinas e Vietnd (Smithburn, Kerr, & Gatne, 1954; Smithburn, Taylor, Rizk, &
Kader, 1954; Pond, 1963; A. J. Haddow, Williams, Woodall, Simpson, & Goma, 1964;
Marchette, Garcia, & Rudnick, 1969; D. L. Moore et al., 1975; Fagbami, 1979; Hayes, 2009).
Descrigdes dos sintomas causados pela infec¢do no mesmo periodo, entretanto, sdo mais
escassas. Dois estudos de caso isolados descrevem a infec¢do como levando a sintomas como
dor de cabeca frontal, exantemas, febre e mal-estar (Simpson, 1964), e ainda dores retro-
orbitais, suor, calafrios e dores nas articulagdes (Filipe, Martins, & Rocha, 1973), persistentes
por um periodo de cinco dias a uma semana.

O ZIKV foi relacionado a uma epidemia de febre durante uma investigacao na Ilha de
Java, Indonésia, entre 1977 e 1978 (Olson, Ksiazek, Suhandiman, & Triwibowo, 1981). De
uma amostra de 219 participantes, 60 (27%) tiveram confirmacdo de infec¢ao por flavivirus.

Testes subsequentes de neutralizagdo cruzada apontaram anticorpos contra ZIKV de forma
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exclusiva em 7 pacientes, e ZIKV em conjunto com outros flavivirus, como o DENV, em
outros 10 pacientes. Esses pacientes mostraram sintomas como febre, calafrios, suor e
artralgia, similar aos casos isolados que haviam sido descritos anteriormente. Mosquitos A.
aegypti ¢ A. albopictus populavam densamente a regido onde o estudo foi realizado, e ja eram
reconhecidos como vetores do DENV na regido. Previamente a este estudo, o ZIKV havia
sido isolado a partir de mosquitos A. aegypti em uma regido proxima, na Malasia,
estabelecendo esta espécie como vetor do ZIKV (Marchette et al., 1969).

Entre abril e maio de 2007, o ZIKV foi responsavel por uma epidemia na Ilha de Yap,
nos Estados Federados da Micronésia. O virus foi identificado por meio de diagndstico
sorologico e molecular via técnica de PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) em 49
pessoas (de um total de 185 investigadas), enquanto que outras 59 foram consideradas casos
provaveis (Duffy et al., 2009). Os pacientes com diagnéstico confirmado que apresentaram
sintomas (38%) descreveram a presenca de febre, exantemas, artralgia, mialgia e conjuntivite.
Um estudo de soroprevaléncia com 557 residentes da ilha (que possuia na ocasido uma
populacao total de pouco menos de 7000 habitantes) estimou que 74% de toda a populagdo
tenha entrado em contato com o virus, apesar de a maioria dos casos serem assintomaticos.
Durante esta epidemia, foram estabelecidos parametros importantes para o diagndstico
sorologico e molecular da infec¢do por ZIKV (Lanciotti et al., 2008). Foi documentada, por
exemplo, o alto grau de reatividade cruzada entre ZIKV e DENV quando o diagnostico ¢ feito
por meio de sorologia IgM, especialmente quando os pacientes ja estdo imunizados contra
DENV.

Uma epidemia similar, mas em escala maior, foi observada sete anos depois, na
Polinésia Francesa (Cao-Lormeau et al., 2014). Foram registrados 5895 casos suspeitos,
apresentando os mesmos sintomas descritos na epidemia de Yap. 584 amostras de sangue
passaram por testagem via RT-PCR, e infec¢do foi confirmada em 294 deles. Estima-se que
um total de 19.000 pessoas (aproximadamente 7% da popula¢do) tenham sido infectadas.
Analises filogenéticas dessas amostras demonstraram alto grau de homologia com o virus
identificado na ilha de Yap.

O ZIKV foi identificado nas Américas pela primeira vez em marco de 2015, no
Nordeste brasileiro, por dois grupos independentes de pesquisadores. No primeiro trabalho
(Zanluca et al., 2015) foi encontrado RNA viral consistente com ZIKV em oito de um
conjunto de 21 amostras coletadas em pacientes apresentando sintomas andlogos aos da

dengue na cidade de Natal-RN. Posteriormente, Campos, Bandeira & Sardi (2015)
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descreveram uma série de casos de 24 pacientes do municipio de Camacari-BA, sete dos quais
testaram positivo para ZIKV. Supde-se que o virus tenha sido introduzido no pais durante o
ano de 2014, quando houve aumento de turistas viajando a partir da Polinésia Francesa para
participar de eventos esportivos (Salvador & Fujita, 2016). Como um dos vetores
responsaveis pela transmissao do virus (4. Aegypti) ¢ endémico no pais e existe em populagao
abundante, principalmente no periodo de chuvas (entre novembro e margo) (Vissoci et al.,
2018), o ZIKV se alastrou pelo pais em alta velocidade. Entre o inicio de 2015 e o final de
2016, ja haviam sido registrados aproximadamente 300.000 casos suspeitos de ZIKV no pais
(Oliveira et al., 2017) No inicio de margo de 2016, o virus havia se espalhado do pais para,
pelo menos, outros 33 paises da América do Sul e Central (Hennessey, 2016; Petersen,
Jamieson, Powers, & Honein, 2016).

Apesar de epidemias em larga escala de ZIKV terem sido documentadas apenas
recentemente, casos de infec¢ao por ZIKV podem ter sido historicamente sub-reportados. Os
agentes virais DENV e Virus Chikungunya (CHIKV), também transmitidos por mosquitos,
estdo frequentemente presentes nas mesmas regides de incidéncia do ZIKV, sdo responsaveis
por sintomatologia similar a causada pelo ZIKV. O DENV possui alto grau de reatividade
cruzada com ZIKV em exames sorologicos, portanto casos ocorrendo fora dessas epidemias
podem ter sido erroneamente atribuidos a esse ou outros agentes (A. D. Haddow et al., 2012).
Além disso, a infec¢do por ZIKV ¢ assintomatica em aproximadamente 80% dos casos, e
quando estdo presentes, na maioria dos casos evoluem para remissdo espontdnea em um curto
espacgo de tempo apos a infecgao (Petersen et al., 2016), portanto infec¢des pelo virus podem
ter sido consideradas como de importincia reduzida quando comparadas a quadros como o da
febres causada por DENV, que pode levar a morte em casos mais severos (Martina, Koraka, &

Osterhaus, 2009).

1.2. Virus Zika: caracterizac¢ao

O ZIKV ¢ um flavivirus, (familia flaviviridae) que tem por protétipo o YFV. O termo
flavus (traduzido do latim como amarelo) ¢ uma referéncia ao sintoma de ictericia causada
pelo YFV durante o periodo infeccioso (Chambers, Hahn, Galler, & Rice, 1990). Os virus
dessa familia s3o em sua maioria dependentes de vetores artropodes hematdfagos (como
mosquitos) para sua transmissdo, portanto sdo adicionalmente caracterizados como arbovirus
(Chambers et al., 1990). Além do YFV e ZIKV, sdao exemplos de flavivirus de relevancia
epidemiologica para a populacdo humana os virus da dengue (DENV), o virus do Oeste do

Nilo (WNYV) e o virus da encefalite japonesa (JEV).
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O sequenciamento genético completo do ZIKV foi realizado em 2007 (Kuno &
Chang, 2007), demonstrando que o virus segue a mesma organizagdo genética dos demais
flavivirus: uma molécula de RNA de fita tnica, de aproximadamente 10.7 mil nucleotideos,
com uma regido codificante central flanqueada por duas regides nao-codificantes (Chambers
et al., 1990; Kuno & Chang, 2007). A regido codificante ¢ responsavel por sintetizar uma
unica poliproteina que ¢ subsequentemente clivada para compor trés proteinas estruturais
(capsideo, proteina envelope, e precursora de membrana) e outras sete proteinas ndo
estruturais.

Os flavivirus infectam a célula hospedeira por um mecanismo de endocitose mediada
por receptor. Apos infec¢do, sdo sintetizadas novas particulas de RNA virais e poliproteinas
explorando o reticulo endoplasmatico da célula. Particulas virais maduras sao
subsequentemente transportadas pelo complexo trans-Golgi para fora da célula por exocitose,
renovando o ciclo de infeccdo (Mukhopadhyay, Kuhn, & Rossmann, 2005; S. Singh &
Kumar, 2018). A literatura ainda ¢ inconclusiva sobre quais receptores da célula hospedeira
propiciam a entrada do ZIKV. O receptor AXL, da familia TAM de receptores (cujos
componentes sdo os receptores Tyro3, AXL e Mertk, todos relacionados a respostas
imunologicas) tem sido levantado como um forte candidato, devido ao seu elevado nivel de
expressdao em células onde o ZIKV possui alto grau de tropismo, como células da pele, células
neurais progenitoras e células gliais (Nowakowski et al., 2016). Entretanto, o papel desse
receptor como propiciador da infecgdo (ou pelo menos como propiciador exclusivo) tem sido
contestado por trabalhos que demonstram infec¢do por ZIKV mesmo em modelos
experimentais nos quais este receptor ¢ bloqueado (Hastings et al., 2017). Outro receptor
apontado ¢ o TLR-3 da familia TLR de receptores (também relacionados a respostas
imunoldgicas) cuja expressao se correlaciona com a infecgdo em células neurais progenitoras
(Dang et al., 2016). Vacinas para ZIKV ainda ndo estdo disponiveis, mas estdo em rapido
processo de desenvolvimento. Vacinas de DNA em particular tém mostrado forte potencial em
modelos experimentais (Larocca et al., 2016).

O virus ¢ tradicionalmente dividido em duas linhagens principais: uma Africana
(subdividida em oriental, que foi inicialmente identificada na Uganda, e outra ocidental,
identificada posteriormente na Nigéria), e outra asiatica, reconhecida como a responsavel
pelas epidemias na Micronésia, Polinésia Francesa e Brasil (A. D. Haddow et al., 2012; Faye
et al., 2014). Estudos tém sugerido que a linhagem asidtica tenha ainda se diferenciado um

pouco antes das epidemias de larga escala na Polinésia Francesa e Brasil (Gubler, Vasilakis, &
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Musso, 2017; Rossi, Ebel, Shan, Shi, & Vasilakis, 2018), entretanto o papel dessa
diferenciagdo no quadro sintomatologico apresentado (se existente) ainda ndo esta claro
(Rossi et al., 2018).

A picada de mosquitos do género Aedes, endémico em todos os continentes,
principalmente em regides de clima tropical, ¢ a principal forma de transmissao do ZIKV, o
que explica a ampla disseminac¢do recente do virus (Petersen et al., 2016). Alguns trabalhos
demonstraram que o virus pode ser transmitido ainda por contato sexual (Hills, 2016; Didier
Musso et al., 2015), ou por transfusdes de sangue (D. Musso et al., 2014), assim como pelo
leite materno (Blohm et al., 2018; Colt et al., 2017) achados que possuem importantes
implicagdes para fins de elaboracdo de politicas de prevengao.

O diagnostico da infec¢@o por ZIKV nao pode se basear apenas no quadro clinico do
paciente devido a ndo-especificade dos sintomas, que se confundem com os causados, por
exemplo, por DENV e CHIKV (Gourinat, O’Connor, Calvez, Goarant, & Dupont-Rouzeyrol,
2015). Exames sorologicos de ZIKV estdo disponiveis comercialmente, mas tendem a
apresentar alto grau de reatividade cruzada com outros flavivirus, principalmente com DENV
e YFV (Lanciotti et al., 2008; Safronetz et al., 2017). A infec¢ao por ZIKV pode ser detectada
de forma mais segura através de diagnostico molecular realizado préoximo a fase de viremia,
por meio de técnica de RT-qPCR, utilizando primers especificos para o virus. Estima-se que o
RNA permaneca no sangue por um periodo de aproximadamente 6 dias apos a fase de viremia
aguda, e por um periodo maior de até 15 dias e em volume maior em amostras de urina

(Gourinat et al., 2015).

1.3. A Sindrome Congénita do Zika

1.3.1. Descoberta da Sindrome

Apesar de ser conhecido desde 1947 (Dick et al., 1952), apenas a partir de 2015 o
ZIKV foi relacionado a quadros de infeccdo congénita. Até entdo, o virus vinha sendo
associado quase exclusivamente a sintomas como febre baixa, exantemas, dores de cabeca e
dores no corpo, semelhante a outros flavivirus como DENV e YFV. Os primeiros relatos de
malformagdes relacionadas a infecgao por ZIKV surgiram apos a epidemia de larga escala no
Brasil entre 2015-2016 (Petersen et al., 2016), ocasido na qual foi notado um aumento
expressivo na quantidade de criancgas nascidas com microcefalia no pais. Enquanto nos anos

anteriores havia sido registrada uma média de 0,5 casos de microcefalia por 10.000
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nascimentos, na segunda metade de 2015 foram registrados cerca de 20 casos por 10.000
nascimentos (Schuler-Faccini, 2016).

Os primeiros casos surgiram na Regido Nordeste do pais em setembro de 2015
(Schuler-Faccini, 2016), que compreendia a semana epidemioldgica 45 do ZIKV (Ministério
da Saude, 2018b; Oliveira et al., 2017, 2017), intervalo préximo do periodo de gestagao
médio de 38-40 semanas. A forte associagdo temporal entre o inicio da epidemia e os
primeiros casos microcefalia em regides com alta incidéncia de ZIKV seria o primeiro fator
sugestivo do surgimento de uma nova sindrome congénita, entretanto tal associacao por si s6
seria insuficiente para estabelecer o virus como mecanismo causal por trds das novas
manifestagdes clinicas. Outras hipoteses para esse aumento dos casos de microcefalia haviam
sido levantadas na época, como maior sensibilidade para detec¢do e registro desses casos,
motivados pela percepcao publica da potencial ameaga. Tal percepgdo veio acompanhada da
criacdo de um protocolo especial de notificagdo em um contexto nacional de sub-notificacao
de casos de microcefalia (Victora et al., 2016; Schuler-Faccini, 2016).

O diagnostico molecular de infeccdo por ZIKV realizado durante o periodo de
gestacdo em maes afetadas foi fundamental para que a associagdo entre ZIKV e os casos de
microcefalia passasse de presumida para confirmada. Calvet et al. (2016) descrevem dois
casos nos quais a microcefalia foi diagnosticada no feto por ultrassom. As pacientes
tiveram o liquido amnidtico coletado na 10* e 18* semanas de gestacdo. Todos os testes para
os principais agentes conhecidos por causarem infec¢des congénitas (toxoplasmose, rubéola,
citomegalovirus e herpes simplex, ou TORCH) levaram a resultados negativos. Particulas de
RNA de ZIKV foram encontradas na amostra, e analises filogenéticas do material encontrado
apontaram alto grau de homologia com a cepa do virus circulante na Polinésia Francesa em
2013. Melo et al. (2016) discutem outros dois casos de microcefalia diagnosticada por
ultrassom, em que ambas as maes tiveram confirmag¢ao de infecgao por PCR. Um dos fetos
estava com perimetro cefalico (PC) 2.6 desvios-padrao abaixo do esperado para a idade, e
podiam ser identificadas atrofias cerebrais e calcificagdes dispersas pelo tecido nervoso. No
segundo caso, o PC estava 3.1 desvio-padrao abaixo do esperado, havia assimetrias cerebrais,
ventriculomegalia unilateral, afinamento do parénquima e malformagao do talamo, e presenca
de calcificagdes. A autora compara os dois casos a outras infec¢des congénitas conhecidas,
notando que a presenga de calcificagdes ¢ indicativa de infec¢ao viral.

Autopsias realizadas a partir de gestagdes interrompidas formaram outra linha de

evidéncia importante para estabelecer a causalidade. Em um caso (Mlakar et al., 2016) foram
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notados restri¢ao de crescimento via ultrassom, perimetro cefalico abaixo do terceiro percentil
para a idade, e a presenga de varias calcificacdes distribuidas por todo o cérebro. Andlises
histologicas apos a interrup¢do da gravidez mostrou reducdo das estruturas encefélicas do
feto, presenca de calcificagdes no cortex e substancia branca subcortical, e presenca de
particulas virais detectdveis por microscopia eletronica. Amostras de tecido neural testaram
positivo em teste de RT-qPCR para a presenca de ZIKV. Andlises filogenéticas apontaram
homologia com as cepas identificadas na Polinésia Francesa e outra isolada no Brasil
recentemente. Achados semelhantes foram descritos por Martines et al. (2016) em uma série
de 5 casos (dois de abortos espontaneos e trés de Obitos proximos ao nascimento): foram
identificadas microcefalia, lisensefalia, hipoplasia cerebelar e ventriculomegalia, artrogripose,
microcalcificagdes, nddulos microgliais, degeneracdo celular e necrose, acompanhados da
presenga de antigenos de ZIKV no citoplasma de neurdnios e células gliais em estado de

degeneracgao.
1.3.2. Quadro clinico e epidemiologia

Virias séries de casos viriam a ser publicadas entre 2015 e 2016 relatando de forma
detalhada um conjunto de caracteristicas morfoldgicas e prejuizos funcionais em criangas
afetadas que passariam a ser denominadas Sindrome Congénita do Zika, ou CZS (Chan, Choi,
Yip, Cheng, & Yuen, 2016; Miranda-Filho et al., 2016; C. A. Moore et al., 2017).
Caracteristicas detectaveis por exame fisico neonatal incluiam a microcefalia, colapso
craniano (incluindo desproporcao craniofacial, depressdo biparietal e occipito proeminente), e
pele do escalpo em excesso, caracteristicas secundarias resultantes de um descompasso entre
o crescimento do sistema nervoso central e as estruturas derivadas do ectoderma como 0sso e
pele (Miranda-Filho et al., 2016; C. A. Moore et al., 2017).

Dentre os achados detectaveis em exames de neuroimagem, destaca-se a presenga de
calcificagdes cerebrais, encontradas principalmente na zona periventricular, parenquimal, nos
nlcleos da base e nas juncdes da substidncia branca com a substincia cinzenta cortical
(Aragao et al., 2016; Schuler-Faccini, 2016). Tais calcificacdes sdo uma manifestagdo comum
no sistema nervoso em outras infeccdes congénitas como em casos de toxoplasmose ou de
infeccdo por citomegalovirus (Miranda-Filho et al., 2016). O cortex cerebral pode apresentar
uma série de malformagdes como lisencefalia (auséncia de padrdo de giros natural desta
estrutura), padrao de girificagdo alterado (se presentes, sulcos e giros podem encontrar-se em
posigdes ndo-usuais) e ventriculomegalia (alargamento dos ventriculos cerebrais secundario a

atrofia cerebral) (Aragao et al.,, 2016; Moura da Silva et al.,, 2016; Soares de Oliveira-



21

Szejnfeld et al., 2016). Outros achados descritos incluem hipoplasia do corpo caloso, do
tronco encefalico e do cerebelo (Aragao et al., 2016; Moura da Silva et al., 2016; Schuler-
Faccini, 2016; Soares de Oliveira-Szejnfeld et al., 2016).

A presenca de tais danos globais reflete-se em prejuizos motores imediatamente
detectaveis. Artrogriose (contraturas congénitas), hipertonia, espasticidade, disfagia
(dificuldades com os reflexos de degluticdo) e convulsdes epilépticas sdo frequentemente
reportadas (van der Linden et al., 2016). Pacientes podem apresentam ainda perda do controle
voluntario das maos e de reflexos de agarrar, ou dificuldades para sustentar a cabeca e hiper-
reflexia (Moura da Silva et al., 2016; van der Linden et al., 2016). Prejuizos auditivos tanto de
natureza condutiva quanto de natureza neurossensorial tém sido reportadas em alguns casos
(Leal, 2016) assim como perdas visuais (Ver sessdoes 1.4 e 1.6). Tal quadro de prejuizos
globais implica atrasos significativos do desenvolvimento cognitivo de pacientes
diagnosticados com a sindrome (Franca et al., 2016; Lopes Moreira et al., 2018).

A microcefalia viria a se tornar o principal critério classificatorio para a sindrome, o
que na pratica impos alguns desafios diante da existéncia de multiplos critérios. No inicio da
epidemia da sindrome, o Ministério da Saude Brasileiro sugeriu o diagnostico baseado em um
critério universal de PC de -2 desvios-padrdo (33 cm) abaixo da média para ambos os sexos e
independente de idade gestacional, o que na pratica levou a uma alta taxa de falsos positivos
(Victora et al., 2016). Esse critério foi posteriormente revisado para um critério mais
conservador que considera sexo ¢ idade gestacional, baseado no padrdo InterGrowth da
Organizagdo Mundial da Saude (aproximadamente 32 cm para meninos ¢ 31.6 cm para
meninas). Critérios ainda mais conservadores de 3 desvios-padrdo chegaram a ser propostos,
mas ndo foram universalmente adotados (Victora et al., 2016).

Apesar de uma das manifestagdes mais frequentes, a microcefalia ndo ¢ observada em
todos os casos, sendo possivel que criancas apresentem sinais de CZS mesmo com um PC
dentro dos valores normativos (Rice et al., 2018; Soares de Oliveira-Szejnfeld et al., 2016; C.
V. Ventura, Maia, Dias, Ventura, & Belfort, 2016). Moore et al. (2017) elencaram, além da
microcefalia acompanhada de colapso craniano (1° critério), outras quatro caracteristicas
prevalentes em casos de CZS e que poderiam ser utilizadas para diagnoéstico diferencial da
sindrome: (2) estreitamento do cortex cerebral com calcificagdes subcorticais; (3) presenca de
cicatrizes maculares e manchas focais pigmentadas na retina (ver sessdo 1.4); (4) contraturas

congénitas; e (5) hipertonia e sindrome motora extrapiramidal.
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Entretanto, a exposi¢do ao virus durante a gestacdo ndo implica automaticamente no
desenvolvimento da sindrome. Utilizando dados de incidéncia do estado da Bahia, Johansson
et al. (2016) estimaram que apenas 1% a 13% das infecgdes em gestantes resultem na
sindrome. Analises epidemioldgicas tém demonstrado que tal risco ¢é distribuido
geograficamente de forma heterogénea, com estimativas de risco variando de 0,16% em
estados do Sul do pais como Santa Catarina (que registrou apenas casos raros), passando por
3,61% no Rio de Janeiro, até valores mais elevados no Nordeste brasileiro, como 12,57% no
Pernambuco e 17,11% na Paraiba (Jaenisch et al., 2017). Tal risco, entretanto, ¢ dificil de ser
estimado, pois depende de dinamicas epidemioldgicas como aumento da prevaléncia da
populagdo imunizada. Enquanto no ano de 2015 os casos foram concentrados principalmente
na regido Nordeste, em 2016 novas regides passaram a apresentar alta incidéncia, como o
estado do Rio de Janeiro e a Regido Centro-Oeste (Oliveira et al., 2017; Vissoci et al., 2018).
Entre os anos de 2017 e 2018, a incidéncia reduziu-se drasticamente em todo o territorio
nacional (Ministério da Satde, 2018b).

A presenga de sintomas de infeccdo na mae e a ocorréncia desses sintomas no primeiro
trimestre de gestacao t€m sido apontados como fatores de vulnerabilidade para a ocorréncia
da sindrome. Revendo o conjunto total de casos de microcefalia presumivelmente
relacionados a ZIKV registrados no Brasil até o inicio de 2016 (N=1501), Franca et al. (2016)
encontraram que o a presenca de exantemas durante o primeiro trimestre de gestagdo ¢
altamente preditiva de microcefalia severa (PC médio menor que -3 unidades de Escore Z), e
que a presenca desses sintomas posteriormente levava a quadros com um PC médio maior
(entre-3 e-2 escores Z). Maes que ndo se recordavam de apresentar sintomas tinham como
resultado criangas com PC médio maior que -2 (sugerindo que nem todas as criancas nascidas
destes casos seriam classificadas como tendo microcefalia). Analises de risco chegaram a
apontar que o risco de contrair a sindrome apds o segundo trimestre de gestacdo ¢ minimo

(Johansson et al., 2016).
1.3.3. Mecanismos fisiopatologicos

Apesar do inesperado potencial neurotropico do ZIKV, esta ndo € a primeira ocasido
em que um flavivirus ¢ relacionado a infec¢des sintomadticas no sistema nervoso central. Os
virus do Oeste do Nilo (WNV) e da encefalite japonesa (JNV), apesar de ndo estarem
relacionados a infec¢des congénitas, podem atravessar a barreira hematoencefalica, infectar
neurdnios e células gliais, levando, em casos mais severos, a meningite, encefalite, paralisia e

morte (Sips, Wilschut, & Smit, 2012; Winkelmann, Luo, & Wang, 2016). O proprio ZIKV
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havia sido relacionado, durante a epidemia na Polinésia Francesa, a um caso isolado em
adulto da Sindrome de Guillain-Barré (caracterizada por paralisia parcial, que pode ou ndo
perdurar apds o periodo infeccioso) (Oehler et al., 2014), um achado que parece ter sido
reproduzido em raras ocasides durante a epidemia no Brasil (Brasil et al., 2016; Araujo et al.,
2016). Suspeita-se que a capacidade do virus de infectar o sistema nervoso central tenha por
origem mutagdes recentes, ocorridas um pouco antes da epidemia na Polinésia Francesa (Yuan
et al., 2017; Zhang et al., 2017).

O ZIKV foi, entretanto, o primeiro flavivirus apontado como tendo potencial
teratogeno. Hipotetiza-se que tal potencial anteriormente desconhecido em flaviviridae deva-
se, entre outros fatores, a uma capacidade particular deste agente de iniciar um processo
infeccioso intermediario entre a infec¢do materna e fetal, acontecendo nas células endoteliais
fetais e trofoblastos (células que compdem a barreira placentaria). Tais células expressam o
receptor AXL (candidato como responsavel pelo processo infeccioso por ZIKV) em alta
quantidade, e portanto apresentam alta permissibilidade para o ZIKV mas ndo para outros
flavivirus como WNV e DENV (Mysorekar & Diamond, 2016; Richard et al., 2017).

Modelos experimentais in vitro empregando organoides cerebrais t€ém demonstrado o
ZIKV infectando seletivamente células neurais progenitoras, células gliais e neurdnios em
estagio inicial de desenvolvimento, levando a disrup¢do dos processos de proliferacao
(divisdo de células neurais progenitoras) diferenciacdo (transformacdo de células neurais
progenitoras em neurdnios e células gliais maduras) e migracao celular (movimento celular da
zona periventricular, rica em células neurais progenitoras, para outras regioes mais externas,
que comporao as regides do cortex cerebral e dos nucleos da base) (Caires-Junior et al., 2018;
Cugola et al., 2016; Dang et al., 2016; Garcez et al., 2016; Li et al., 2016; Tang et al., 2016;
van den Pol, Mao, Yang, Ornaghi, & Davis, 2017). O principal mecanismo por tras da
sindrome parece ser uma deplecdo do conjunto inicial de células neurais progenitoras
ocorrendo ainda na fase de proliferacdo, que limita o nimero de células disponiveis para os
processos de migracdo e diferenciagcdo (Dang et al., 2016; Li et al., 2016). Camundongos em
estagio inicial de desenvolvimento, quando inoculados com o virus, apresentam perdas de
tecido cortical e subcortical analogas ao que acontece em casos de CZS (Cugola et al., 2016;
van den Pol et al., 2017).

O forte potencial neurotropico do ZIKV demonstrado em laboratério de certa forma
contrasta com o moderado risco de ocorréncia da sindrome quando infecta gestantes

(Johansson et al., 2016; Jaenisch et al., 2017). Um niimero de hipoteses tém sido levantadas
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sobre os mecanismos por tras da vulnerabilidade a CZS. Mais recentemente, evidéncia
experimental tem sido acumulada de que um processo de aprimoramento dependente de
anticorpo (ADE) pode ocorrer de forma cruzada entre o DENV e o ZIKV (Dejnirattisai et al.,
2016; Priyamvada et al., 2016). Tal mecanismo, conhecido por atuar entre diferentes sorotipos
de DENYV, promove a producao’de maior viremia e sintomas mais severos em uma segunda
infeccdo com um novo sorotipo, em comparacdo com a primeira infeccdo (Mahalingam,
Teixeira, & Halstead, 2017). Da mesma forma, uma infec¢do prévia por DENV poderia
potencializar uma infec¢ao por ZIKV adquirida durante o periodo gestacional, aumentando a
chance de infecgdo de células da barreira placentaria (Castanha et al., 2017) e consequente
acesso e proliferacao do virus em tecido nervoso do feto (Brown et al., 2019).

Existe também forte evidéncia de que caracteristicas genéticas do hospedeiro sejam
importantes para determinar o quadro. Caires-Junior et al. (2018) verificaram através de
estudo in-vitro que células neurais progenitoras induzidas a partir de amostras de sangue de
gémeos dizigbdticos discordantes (isto €, gémeos dizigoticos, um deles tendo desenvolvido
SCZ e o outro ndo) apresentam resposta diferenciada ao virus. Células induzidas a partir de
amostras do gémeo afetado apresentam maior suscetibilidade a infec¢do pelo virus do que
células induzidas a partir de amostras do gémeo nao afetado. A partir de analise de expressao
de RNA, os autores verificaram 64 genes expressos diferencialmente entre gémeos afetados e
ndo afetados, todos relacionados a regionalizacdo e desenvolvimento. Hipotetiza-se que a
associagdo entre a exposicao ao virus e uma certa disposi¢do genética interajam para que essa

condicao ocorra.

1.4. Manifestacoes oftalmoldgicas da SCZ

Danos na retina resultantes da infec¢do congénita por ZIKV s3o prevalentes em
pacientes com CZS. As primeiras manifestagdes oftalmoldgicas associadas com a sindrome
foram descritas por C. V. Ventura, Maia, Bravo-Filho, Gois, & Belfort (2016), que destacam
trés casos de criangas com microcefalia e calcificagdes cerebrais supostamente infectadas por
ZIKV durante a gestacdo. Os autores identificaram manchas focais pigmentadas na macula e
perda do reflexo foveal nas trés criancas, e uma extensa atrofia coriorretiniana em uma delas,
achados similares ao de infeccdes congénitas TORCH como rubéola e toxoplasmose
(Miranda-Filho et al., 2016; Russell-Eggitt & Lightman, 1992). Posteriormente, identificou-se
que o nervo optico também encontra-se comprometido em muitos desses casos, apresentando

hipoplasia e palidez (C. V. Ventura, Maia, Ventura, et al., 2016). Estes e uma série de
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trabalhos subsequentes que confirmaram e expandiram esses achados estdo sumarizados nas
Tabelas 1 e 2.

Apesar de danos na retina serem aparentemente mais provaveis em criangas com
microcefalia (C. V. Ventura, Maia, Travassos, et al., 2016), eles também podem acontecer em
criancas nascidas com perimetro cefalico normal. Ventura, Maia, Dias et al. (C. V. Ventura,
Maia, Dias, et al, 2016) reportaram o primeiro caso de uma crianga com atrofias
coriorretinianas nascida com um perimetro cefalico normal. Posteriormente, foi mostrado que
tais casos poderiam ser mais comuns: em uma amostra de 112 criangas com lesdes oculares,
Zin et al. (2017) encontraram que em 41,7% dos casos as criangas ndo podiam ser
classificadas como tendo microcefalia, ¢ 33,3% nao tinham nenhum achado no Sistema
Nervoso Central. Dentre as 494 criancas seguidas pelo US Zika Pregnancy Registry (USZPR)
que realizaram avaliagdes oftalmologicas, 2% mostraram anormalidades oftalmologicas,
apesar de nenhuma outra anormalidade ter sido detectada em exame fisico no momento do
nascimento (Rice et al., 2018).

Inicialmente, foi hipotetizado que as manifestagdes oftalmologicas da CZS seriam
secundarias as malformagodes de estruturas cranianas caracteristicas da microcefalia. Danos
oculares sdo observados em casos de microcefalia com etiologia genética (Moshfeghi, de
Miranda, & Costa, 2016), o que reforgaria essa hipotese. A consequente obstru¢do de vasos
sanguineos retinianos resultante do colapso craniano seria era um mecanismo hipotetizado do
dano (Soares de Oliveira-Szejnfeld et al., 2016). Entretanto, a alta prevaléncia de
anormalidades retinianas em criangcas com CZS sem microcefalia ¢ altamente sugestiva de
que a infec¢do direta de células retinianas pode ser o mecanismo principal por trds das lesodes
observadas. Fernandez (2017) descreve alguns achados histopatoldgicos em olhos de fetos de
gestacdes interrompidas que sdo consistentes com infecgdo retiniana direta por ZIKV. Esses
achados incluem estreitamento da camada de fotorreceptores e da coroide, perda de pigmento
do epitélio pigmentar da retina e anormalidades de nervo Optico, todos correlacionados com a
presenca de antigenos de ZIKV e infiltrados inflamatodrios. Tais achados sdo consistentes com
o que ¢ observado em exames de Tomografia de Coeréncia Optica de pacientes de CZS:
descontinuagdo das jungdes dos segmentos internos e externos da camada de fotorreceptores,
estreitamento da coroide e da retina, descontinuagdo da zona elipsoide e amplas escavacdes
através das diferentes camadas retinianas (C. V. Ventura, Ventura, Bravo-Filho, et al., 2016).

Células do epitélio pigmentado da retina e células endoteliais da barreira hemato-

retiniana sao permeaveis ao ZIKV e constituem alvos da infec¢ao (Roach & Alcendor, 2017).
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O receptor AXL e outros receptores homodlogos tém sido encontrados em estado de up-
regulation em células infectadas por ZIKV nestes tecidos (Cugola et al., 2016; Nowakowski
et al., 2016; S. Singh & Kumar, 2018), levantando-o como um potencial mecanismo por tras
da vulnerabilidade dessas células. Inoculagdo direta dessas células em modelos utilizando
camundongos adultos ou em desenvolvimento produzem atrofias coriorretinianas e
hiperpigmentagdo do epitélio pigmentar retiniano que guardam certa analogia com as
manifestagdes oftalmoldgicas da CZS (P. K. Singh et al., 2017). Mais de uma via de
transmissdo tem sido proposta como origem das particulas virais dessas infec¢des: uma onde
o virus tem acesso direto a partir de vasos sanguineos da retina via células endoteliais
retinianas (Fernandez et al., 2017), e outra onde o virus ¢ transmitido do sistema nervoso
central para a retina (particularmente para as células ganglionares da retina inicialmente) via
transporte axonal pelo nervo 6ptico (de Oliveira Dias et al., 2018; van den Pol et al., 2017).

Danos nas estruturas anteriores do olho, apesar de serem menos frequentemente
reportados, sdo igualmente severos. Paula Freitas et al. (2016), descrevendo os resultados de
uma amostra de 29 pacientes com CZS, além de descrever os danos retinianos anteriormente
relatados na literatura (em 34,5% dos casos), descreve uma crianga com subluxagdo
monocular do cristalino e coloboma binocular da iris. Achados similares foram descritos
também, por exemplo, por Zin et al. (2018), que encontraram 4 criangas (2,3%) da amostra
com problemas como microftalmia, coloboma de iris e micro-cérnea. O processo de infec¢ao
atingindo a por¢ao anterior do olho ainda ndo estd totalmente esclarecido, mas uma hipotese
proposta ¢ a de que a infec¢do ocorra em uma idade mais precoce do desenvolvimento pré-
natal, quando tais estruturas encontram-se ainda indiferenciadas, sendo parte do
neuroectoderma (Fernandez et al., 2017), composto principalmente por células neurais
progenitoras (alvos demonstrados da infec¢cdo por ZIKV). Antigeno de ZIKV foi identificado
em estruturas anteriores do olho como o epitélio pigmentar da iris, esfincter e musculos
dilatores (Fernandez et al., 2017), reforcando a hipotese de que um processo infeccioso
acontece nessas estruturas.

Problemas de motilidade ocular como estrabismo e nistagmo sdo outra modalidade de
sintomas frequentemente descritas em pacientes com CZS. Ao avaliar um grupo de 70
criangas com CZS, Verc¢osa et al. (2017) encontraram estrabismo em 10 participantes (14% da
amostra; 9 foram casos de esotropia e um 1: exotropia). Nistagmo foi observado em 6
criangas (9% da amostra). Em 6 dos 10 casos de estrabismo ¢ 1 dos 6 casos de nistagmo, nao

foram observados danos caracteristicos da CZS como danos na retina ou nervo optico. Em
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uma amostra de 173 com criancas com CZS confirmada ou suspeita (Zin et al., 2018),
exotropia foi identificada em 2 casos (1,3%), e esotropia em 22 (12,7%). Sabe-se que ZIKV
pode desencadear processo infeccioso em regides como o coliculo superior em modelos
animais (van den Pol et al.,, 2017), regido central para a coordenagdo dos movimentos
oculares, cuja fungdo pode sofrer interferéncia do processo infeccioso.

Criangas com CZS frequentemente apresentam erros refrativos, e a hipermetropia
(problemas para focar estimulos préximos) constitui o problema mais frequentemente
encontrado. Em uma amostra de 60 criangas com CZS, L. O. Ventura, Lawrence, et al. (2017)
encontraram 39% com hipermetropia € 37% com astigmatismo em um primeiro teste
refrativo. Zin et al. (2018) ao avaliar 173 criancas com CZS, encontraram hipermetropia em
125 (72,5%), e miopia em menor proporcao (6 pacientes, 3,5% da amostra). Poucos trabalhos
tém explorado a origem de tais manifestagcdes, mas ¢ possivel supor que infec¢des em centros
neurais que controlam acomodacao do cristalino (van den Pol et al., 2017) ou ainda o dano
direto as estruturas anteriores do olho (Fernandez et al., 2017) possam interferir com a

capacidade refrativa.

1. (Tabela 1) Proporgdes sdo descritas em porcentagens, relativas ao total da segunda coluna. Em ocasides onde
apenas uma subamostra foi avaliada utilizando uma técnica especifica, o tamanho amostral para o achado em
particular ¢ indicado na frente do valor de proporgao.
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Tabela 1 - Resumo da literatura descrevendo achados oftalmolégicos relacionados ao ZIKV.

Trabalho Amostra

Achados clinicos (proporcao

Técnicas da amostra)’

(C. V. Ventura, Maia, Bravo-
Filho, et al., 2016)

3 criangas com CZS

(C. V. Ventura, Maia, Ventura, et 10 criangas com CZS
al., 2016)

(C. V. Ventura, Maia, Dias, et  Caso unico de SCZ

al., 2016)

(de Paula Freitas et al., 2016) 29 criangas com SCZ

(de Miranda et al., 2016) 3 casos de SCZ

(Freitas et al., 2017) Caso unico de SCZ

(C. V. Ventura, Ventura,
Bravo-Filho, et al., 2016)

8 criangas com SCZ

(Tsui et al., 2018) 224 pacientes com
CZS/microcefalia ou
confirmagao de
infec¢do durante a
gestacao
(Zin et al., 2017) 112 pacientes com
CZS/microcefalia ou
confirmagao de
infec¢do durante a
gestacao

oftalmologica clinica

fundo, Tomografia
de coeréncia Optica coriorretinianas e/ou manchas

Manchas focais na macula
(100%); Atrofia coriorretiniana
(33%)

Oftalmoscopia de
fundo

Atrofia coriorretiniana e
manchas focais na macula
(20%); Alterag@o no nervo

optico (45%); Alterag@o nas
estruturas anteriores do olho

(20%); Nistagmo (10%)

Oftalmoscopia de
fundo

Atrofia coriorretiniana em uma
crianga sem microcefalia.

Oftalmoscopia de
fundo

Manchas focais na macula
(24%); atrofia coriorretiniana
(24%); alteragdes no nervo
optico (14%); Subluxagdo da
lente e coloboma de iris (3%)

Oftalmoscopia de
fundo

Manchas focais na macula
(100%); Atrofia coriorretiniana
(66%); Desenvolvimento
anormal da vasculatura
retiniana (66%)

Oftalmoscopia de
fundo

Glaucoma, Atrofias
coriorretinianas € manchas
focais e em caso de CZS

Oftalmoscopia de
fundo, avaliagdo

Oftalmoscopia de  Atrofia coriorretiniana (100%)

das criangas com atrofias

focais; Estreitamento da retina
(88%); Descontinuagdo da
zona elipsoide (100%)

Anormalidades no nervo
optico (19.6%); Atrofia
coriorretiniana (9,8%);
Manchas focais (8,9%);

Coloboma (0,9%).

Oftalmoscopia de
fundo

Oftalmoscopia de
fundo

Microftalmia (1%);
Anormalidades de nervo
optico (17%); Atrofias
coriorretinianas (5%);
Manchas focais (4%);
Nistagmo (25%)
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1.5. O desenvolvimento visual normal no inicio da vida

Nos primeiros anos de vida, a fun¢@o visual ¢ limitada por aspectos de natureza Optica
(tais como capacidade de acomodagao e propriedades refrativas do meio Optico) e pelo grau
de desenvolvimento das estruturas do sistema visual relacionadas ao processamento da
imagem e da coordena¢do dos movimentos oculares. Antes de explorar os trabalhos que
demonstram perdas visuais em criangas afetadas pela CZS (Sessao 1.6) sera aqui apresentada
uma breve revisao de certos aspectos da literatura de desenvolvimento visual infantil, tanto
sob o ponto de vista morfofisiologico quanto psicofisico. Tais consideragdes sao pertinentes
pois, além da interpretacdo de perdas visuais precisar ser contextualizada dentro do momento
especifico de desenvolvimento visual do paciente, existe o potencial de que uma determinada
manifestagdo clinica interfira com o curso normal de desenvolvimento, levando a perdas de
natureza ambliopica (ou seja secundarias, por interferir com a estimulacao visual adequada no
inicio da vida).

Ao nascimento, as células neurais da retina ja se encontram diferenciadas das células
neurais progenitoras, mas estdo em estado imaturo de desenvolvimento. Os cones —
fotorreceptores relacionados a visao fotopica, cromatica e com alta resolucao espacial — estao
esparsamente distribuidos na fovea e possuem no inicio da vida um segmento externo menor
que na idade adulta. Essas caracteristicas implicam menor absor¢do da luz e consequente
perda na resolugdo de imagem em comparagdo com a imagem representada na retina de um
adulto. Durante os primeiros meses de vida, um processo de migracao celular da periferia para
o centro da retina aos poucos concentra uma quantidade maior de cones na fovea. A densidade
de cones na fovéola passa de 18.921 células/mm? no nascimento, para 40.794 células/mm? aos
quinze meses de idade, e ainda para 112.373 células/mm? aos 45 meses de idade. No mesmo
periodo, os segmentos externos dos cones, regides onde acontece a absorcao de luz,
aumentam de 3,1 um de comprimento ao nascimento para 21-24 um aos 15 meses e depois
para 37-32 um aos 45 meses (Yuodelis & Hendrickson, 1986).

O processo de concentracdo de cones na retina durante os primeiros anos de vida
aumenta a capacidade de amostragem da imagem projetada. A distancia entre os centros dos
cones, na fovea, corresponde a 2,3 minutos de arco de angulo visual no recém-nascido, para
1,27 minutos de arco em uma crianga de 15 meses de idade, e de 0,58 minutos de arco na
retina de um adulto (Banks & Bennett, 1988). Isso implica um aumento da frequéncia espacial
maxima que pode ser amostrada, que ¢ de 15,1 ciclos por grau no recém-nascido, 27,2 ciclos

por grau em uma crianga de 15 meses de idade, e de 59,7 ciclos por grau no adulto, limites
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maximos que na pratica ndo sdo atingidos quando outras consideracdes de natureza Optica e
neuroldgica sdo levadas em conta (Banks & Bennett, 1988).

Em paralelo ao desenvolvimento da retina, as regides do sistema nervoso central
relacionadas ao processamento da informag¢do visual também estdo passando por mudancas
igualmente rapidas e profundas. O nucleo geniculado lateral (LGN), regido que recebe
aferéncias a partir das células ganglionares da retina, chega a dobrar de tamanho nos
primeiros 6 meses de vida, atingindo o volume adulto (Garey & de Courten, 1983). O cortex
visual, por sua vez, que recebe aferéncias do LGN, chega a quadruplicar de volume nos
primeiros quatro meses de vida, quando também atinge o volume adulto (Garey & de
Courten, 1983; Huttenlocher, de Courten, Garey, & Van der Loos, 1982).

Além do aumento no volume dessas regides, o grau de conectividade entre as células
dessas regioes estd passando por rapidas mudangas devido aos processos de sinaptogénese e
poda sinaptica. O numero de sinapses do cortex visual cresce vertiginosamente nos primeiros
meses de vida, atinge um pico aos 8 meses de idade, e a partir dai comega a decrescer,
processo que continua até aproximadamente os onze anos de idade (Huttenlocher et al., 1982).
Tal processo de poda sinaptica esta relacionado a formagdo de colunas de dominancia ocular
no cortex visual e ao consequente estabelecimento de circuitos visuais funcionais
(Huttenlocher et al., 1982). E durante este processo de poda sinaptica que o lobo occipital e
boa parte dos lobos temporal e parietal especializam-se para representar em paralelo
diferentes aspectos da cena visual (como orientagdo, cor e movimento) (Bavelier & Neville,
2002; Essen, Anderson, & Felleman, 1992; Wandell, Dumoulin, & Brewer, 2007).

Além do desenvolvimento da retina e das vias visuais principais que possibilitam a
amostragem e processamento da informagdo visual, o sistema oculomotor, que permite a
orientacdo da fovea para aspectos relevantes da cena visual, encontra-se em rapido processo
de desenvolvimento no inicio da vida. Os movimentos oculares dependem criticamente do
coliculo superior, que recebe aferéncias tanto diretamente da retina e do tronco encefalico
para respostas de natureza reflexa, quanto indiretamente do cortex (mais especificamente do
campo visual frontal) para controle do movimento voluntario (Johnson, 1990). Criangas ja
nascem com a capacidade de fixar em objetos proximos e realizar movimentos basicos de
seguimento; entretanto tais movimentos sdo sacadicos, atrasados relativos ao estimulo, e
tendem a se fixar mais na direcdo da porcdo temporal do campo visual. Aos trés meses de
idade, criancas ja apresentam melhoras significativas no movimento de seguimento, comecam

a realizar movimentos antecipatorios, ¢ tendem a fixar com mais facilidade objetos em todas
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as por¢des do campo visual. Aos seis meses de idade, as criangas ja apresentam perfil de
movimentos oculares préximo de um adulto, principalmente devido ao desenvolvimento de
vias funcionais da area do campo visual frontal (localizada no cortex frontal) para o coliculo
superior (Johnson, 1990).

Os sistemas neurais envolvidos no reflexo de acomodagdo (que aumenta o potencial
refrativo do cristalino para focar objetos proximos ou o diminui o para focar objetos distantes)
também encontram-se em intenso processo de desenvolvimento. Criangas nascem
naturalmente com -2 dioptrias de hipermetropia (dificuldade de focar objetos proximos) e
limitada capacidade de acomodacao no primeiro més de vida, que melhora consideravelmente
e atinge niveis adultos ja aos quatro meses de idade (Banks, 1980). Tal melhora parece ter por
base o desenvolvimento da capacidade de amostragem da retina e do cortex visual, que
diminuem a profundidade de foco minima necessaria para desencadear uma resposta
acomodativa (Banks, 1980).

O desenvolvimento dos aspectos anatomicos e fisiologicos do sistema visual nos
primeiros meses de vida reflete-se em melhoras significativas nas func¢des visuais verificaveis
por técnicas psicofisicas e eletrofisiologicas. A visdo espacial (capacidade de detectar e
discriminar mudangas de luminancia ao longo de alguma dimensao), em particular, esta em
intenso processo de maturag@o no inicio da vida. Essa funcdo ¢ estudada via apresentacao de
estimulos de teste que variam em alguma propriedade de interesse como frequéncia espacial,
contraste, orientagdo ou frequéncia temporal. E comum o uso de ondas simples senoidais ou
quadradas que variam em alguma dimensdo, enquanto as demais dimensdes sdo mantidas
contantes (cf. Figura 1).

Dois dos principais parametros de interesse que permitem quantificar de forma geral a
qualidade da fungdo visual sdo o contraste (diferenca de luminancia entre os picos e vales do
padrao relativo a luminancia de fundo), e a frequéncia espacial (quantidade de ciclos de um
padrdo contida em uma unidade de grau de angulo visual). A sensibilidade ao contraste,
definida como o inverso do limiar de contraste necessario para se detectar um padrio,
geralmente apresenta no inicio da vida um padrio de fungdo passa baixa: para frequéncias
espaciais baixas, a sensibilidade ao contraste ¢ maior, ¢ a medida que a frequéncia espacial
aumenta, a sensibilidade cai. Ao longo dos trés primeiros anos de vida, essa fun¢do tanto
aumenta seu ganho (ha um aumento na sensibilidade ao contraste para todas as frequéncias

espaciais) como também aumenta sua banda de frequéncias (a frequéncia maxima que ¢ vista
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para um mesmo valor de contraste aumenta), adquirindo uma fun¢ao com perfil passa banda
(Banks & Salapatek, 1981).

Ao fixar o nivel de contraste e variar a frequéncia espacial, ¢ possivel determinar a
acuidade visual (AV) de grades, isto ¢, o limiar de deteccdo de um padrio variando em
frequéncia espacial. A acuidade pode ser medida tanto considerando-se a quantidade de ciclos
contidos em um grau de angulo visual (ciclos por grau de angulo visual, ou cpg), ou
considerando-se o logaritmo do tamanho de uma barra do padrao, ou meio ciclo (logMAR, ou
o logaritmo na base 10 do tamanho da barra, medido em minutos de arco). Sabe-se que a
acuidade visual aumenta de forma rapida nos seis primeiros meses de vida, e apos essa idade
aumenta de forma mais branda, até atingir niveis proximos da acuidade adulta por volta de
quatro a seis anos de idade (Lewis & Maurer, 2005; Mayer & Dobson, 1982; Teller,
McDonald, Preston, Sebris, & Dobson, 1986; Salomao & Ventura, 1995). A acuidade visual
média de um recém-nascido ¢ de 0,66 cpg, ao passo em que a de uma crianga de 6 meses ¢ de
7,44 cpg, e de uma crianga de 36 meses ¢ de 17,82 cpg — um aumento relativo de 27 vezes
nesse intervalo de tempo (Salomao & Ventura, 1995). Essas estimativas sdo realizadas a partir
da técnica psicofisica do olhar preferencial, na qual um avaliador apresenta padrdes de
diferentes frequéncias espaciais para uma crianca e observa quais desses padroes sdo fixados
de forma consistente pela crianga. Uma técnica alternativa, o potencial visual evocado de
varredura (PVEv) (Norcia & Tyler, 1985) - que se baseia na estimacao da atividade do cortex
visual quando padrdes similares sdo apresentados a uma frequéncia temporal fixa — estima
limiares menores que os estimados via técnica de olhar preferencial (provavelmente devido a
fatores atencionais e motivacionais inerentes ao exame psicofisico), entretanto o padrao de
desenvolvimento da acuidade observado ¢ o mesmo nas duas técnicas (Norcia & Tyler, 1985).

O desenvolvimento pleno da fungdo visual é condicionado a estimulacdo visual
adequada no inicio da vida, que dirige os processos de sinaptogénese e poda sindptica para a
formagdo de campos receptivos que reflitam diferentes aspectos da cena visual. Quaisquer
condig¢des clinicas ou ambientais que interfiram com o periodo sensivel do desenvolvimento
dirigido por estimulagdo visual (Lewis & Maurer, 2005), que compreende os primeiros meses
de vida, sdo particularmente perigosas, pois podem levar a perdas irreversiveis de natureza
ambliopica. Fatores de risco como estrabismo, anisometropia (disparidade entre as
capacidades refrativas dos dois olhos) e privacao da estimulagdo visual (causada por cataratas,
por exemplo) sdo reconhecidos por causarem perdas visuais irrepardveis se nao tratados em

idade precoce (E. Campos, 1995).
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Estudar fungdes visuais em criangas antes dois anos de idade ¢ particularmente
desafiador devido ao limitado repertério comunicativo dos pacientes, que ainda ndo
desenvolveram (ou estdo nos estagios iniciais de desenvolverem) a fala, e também por sua
limitada capacidade de manter a aten¢do em tarefas psicofisicas, que tendem a impor altas
demandas atencionais por parte da crianga. Tal demanda tem sido minimizada através do
desenvolvimento de ferramentas clinicas como os Cartdes de Acuidade de Teller (TAC), que
dependem menos de apresentacdes repetidas de um mesmo estimulo e dependem mais de um
aproveitamento mais completo da informagao fornecida pela crianca durante o momento de
avaliacdo, permitindo ao avaliador realizar julgamentos subjetivos sobre o comportamento
global da crianga apds apresentacdo do estimulo (Teller, Dobson, & Mayer, 2005; Teller et al.,
1986).

1.6. A funcao visual de criancas com Sindrome Congénita do Zika

Infecgdes virais, como por toxoplasmose, citomegalovirus, varicela-zoster, ou rubéola
(Russell-Eggitt & Lightman, 1992) e, mais recentemente, por ZIKV (L. O. Ventura, Ventura,
et al., 2017), podem representar um insulto sério ao processo de desenvolvimento neural em
geral, e ao desenvolvimento do sistema visual em particular. Como esses danos podem
interferir com estruturas criticas que sustentam a fun¢do visual, ¢ esperado que funcdes
visuais como a AV estejam comprometidas nesses casos.

Quatro estudos até o presente momento discutiram perdas de fungdo visual em
criancas com CZS (Tabela 2). Tais estudos tém explorado com maior foco a acuidade visual
(AV), que ¢ uma das fungdes visuais mais comumente avaliadas clinicamente, ¢ um
importante indice da funcdo visual de forma geral. Vergosa et al. (2017) descrevem os
achados de um grupo de 70 pacientes com SCZ, 18 dos quais (26%) possuiam algum tipo de
anormalidade retiniana similar as descritas anteriormente. Nesse estudo, foi possivel avaliar
11 criangas (8 delas com anormalidades oculares, 3 sem anormalidades oculares) com um
conjunto do TAC, e todas apresentaram acuidade visual abaixo do esperado para a idade. Os
valores de acuidade variaram entre 20/270 (1,13 logMAR) a 20/2700 (2,13 logMAR), que
representam perdas da ordem de 1 a 5 oitavas quando comparado aos valores normativos.
Duas criancas da amostra responderam a um estimulo luminoso, mas ndo responderam as
grades do teste.

Outro estudo (L. O. Ventura, Ventura, et al., 2017) demonstrou que de um grupo de 31
criancas com CZS testadas, 22 (76% de 25 testadas) apresentaram AV binocular abaixo dos

valores normativos. Além de testar a acuidade visual, os autores realizaram uma avaliacao da
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funcdo visual global utilizando um teste para verificagdo dos marcos de desenvolvimento
visual. Os autores encontraram que 97% das criancas falharam em atingir pelo menos um
marco do desenvolvimento, como manter contato visual com um adulto ou alcancar um objeto
com as maos. Ao aplicar um teste clinico de sensibilidade ao contraste (Hiding Heydi), eles
encontraram que 20 (65%) ndo responderam a um estimulo com contraste menor que ou igual
a 5%.

L. O. Ventura, Lawrence, et al. (2017) descreveram uma amostra de 60 criangas com
CZS, onde todas mostraram desempenho abaixo do limite esperado em valores de AV medida
com o Lea Grating Test (um teste de acuidade de resolugdo similar ao TAC) a uma distancia
de 30 cm. Neste estudo, em que parte significativa da amostra possuia erros refrativos (39%
possuia hiperopia, e 37% possuiam astigmatismo), os autores verificaram que uma corre¢ao
de +3D dioptrias para todas as criangas melhorou o desempenho das criancas no teste, apesar
de ainda ficar abaixo dos valores normativos.

Ao testar a capacidade de pacientes de CZS em fixar o olhar em um padrdo gradeado
de frequéncia espacial fixa e segui-lo, Zin et al. (2018) encontraram que das 173 criangas
testadas, 30% apresentaram dificuldades de segui-lo. A presenca de anormalidades oculares
tornava uma crianga 44 vezes mais provavel de ter dificuldades neste teste, a presenga de
qualquer dano no sistema visual 64 vezes mais provavel, e a presenca de nistagmo 120 vezes
mais provavel. E um achado conhecido que a presenga de nistagmo pode prejudicar
severamente a fun¢do visual em funcdo de efeito de borrdo de movimento, que impede a
estimulagdo visual estavel de forma adequada durante a fase de desenvolvimento da
circuitaria visual (Zahidi, Woodhouse, Erichsen, & Dunn, 2017).

Perdas de fung¢do visual em funcdo de danos corticais tém sido hipotetizadas em casos
em que ha perda visual, mas ndo héd perdas oftalmoldgicas as quais tais perdas podem ser
atribuidas. No estudo de Vergosa et al. (2017) trés criancas nao apresentaram nenhuma
anomalia retiniana, e a despeito disso apresentaram valores de acuidade visual abaixo dos
valores normativos e estrabismo, resultados que os autores atribuiram a dano cerebral. L. O.
Ventura, Lawrence, et al. (2017) encontraram valores de AV abaixo dos valores normativos,
mas apenas 42% delas apresentaram danos retinianos ou do nervo Optico que podem explicar
tais perdas. A presen¢a de malformagdes corticais por todo o cérebro, como lisencefalia,
afinamento cortical e calcificagdes (Soares de Oliveira-Szejnfeld et al., 2016) também pode
afetar areas relacionadas ao processamento visual de alto nivel. Infec¢des causadas por ZIKV

téem sido demonstradas em estruturas como no nucleo geniculado lateral, nervo Optico e
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coliculo superior em modelos experimentais (van den Pol et al., 2017), todas regides
envolvidas no processamento visual ou no controle de movimentos oculares, infeccdes que

poderiam explicar as perdas nesses casos.

Tabela 2 - Resumo da literatura descrevendo perdas de fungdo visual em casos de CZS

Trabalho Amostra Técnicas Achados clinicos (proporciao
da amostra)

(L. O. Ventura, Ventura, et al., 32 criangas com SCZ CAT; Sensibilidade Prejuizos na AV (N=30, 73%).

2017) ao Contraste; Marcos Prejuizos na SC (N=20, 65%).
do desenvolvimento Prejuizo em marcos do
visual. desenvolvimento (N=31, 97%)
(L. O. Ventura, Lawrence, et al., 60 criangas com SCZ Retinoscopia Hipo-acomodagdo (N=21,
2017) dindmica, avaliagdo  81%); Estrabismo (42%);

de fundo, Teste de  Prejuizos na acuidade visual
grades de Lea  (100%); Alteracdes de fundo de
olho (52%); Uma corregdo
refrativa de +3D para todas as
criangas levou a uma melhora
na acuidade visual em 62% dos
casos (N=60)

(Vergosa et al., 2017) 70 criangas com SCZ  Oftalmoscopia de  Alteragdes oculares (27%);
fundo, TAC Prejuizos na AV (N=11, 100%)

(Zin et al., 2018) 173 criangas com SCZ Avaliagdo Problemas das estruturas
ou evidéncia de oftalmolégica; Teste anteriores (2,3%); Alteragdes de
exposi¢ao durante a de fixar e seguir  fundo de olho (26%, N=156)
gestagao padrdo gradeado  Nistagmo (15.6%); Hiperopia
(72.5%) Dificuldade para seguir
padrao visual (30%)

1.6. Justificativa

No inicio de 2016 foi estabelecido um protocolo no Hospital Universitario da
Faculdade de Medicina de Jundiai (HU-Jundiai) para acompanhamento prospectivo de
criancas nascidas de maes expostas ao ZIKV durante a gestacdo, a Coorte Zika Jundiai.
Jundiai € uma cidade proxima a regido metropolitana de Sdo Paulo, com aproximadamente
400.000 habitantes e Indice de Desenvolvimento Humano (IDH) relativamente alto. A cidade,
assim como o restante do pais, enfrentou uma epidemia de ZIKV entre 2015-2016.

Devido a multiplicidade de formas em que a infec¢do congénita por ZIKV pode afetar
a fun¢do visual no inicio da vida, hipotetizamos que um subconjunto de criangas da coorte
nascidas de maes expostas ao virus durante a gestacdo pudesse apresentar perdas de AV

detectaveis por testes psicofisicos como o TAC. Tais perdas poderiam ter como causa tanto
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manifestagdes clinicas mais proeminentes, como danos na retina detectaveis por
oftalmoscopia de fundo, quanto manifestacdes clinicas mais sutis, como danos neurologicos
em regides afetando areas relacionadas ao processamento visual de alta ordem, motilidade
ocular e capacidade acomodativa.

O presente trabalho insere-se como parte de um programa de acompanhamento do
desenvolvimento global das criangas dessa coorte expostas ao ZIKV durante a gestagdo. Além
de realizar uma avaliagdo inicial de AV na primeira data de encaminhamento para a equipe do
Laboratério da Visdo — IPUSP, as criangas foram encaminhadas para outras trés avaliagdes de
seguimento, de acordo com a disponibilidade das maes. Duas questdes motivaram a
realizacdo de avaliagdes de seguimento de AV com as criancas da coorte: (1) Seria necessario
confirmar os resultados de avaliacdes anteriores que pudessem indicar perdas de AV,
identificando se tais possiveis perdas se mantivessem consistentes com o tempo; e (2) Seria
necessario considerar a possibilidade de que perdas visuais inexistentes proximas do
nascimento pudessem aparecer apenas em uma idade mais avancada, ou s6 entdo serem
passiveis de detec¢do pelo método psicofisico de olhar preferencial. A motivagao principal do
presente trabalho foi, portanto, documentar de forma mais completa o desenvolvimento visual
de criangas expostas ao ZIKV através da realizacdo de medidas repetidas de acuidade visual

durante os dois primeiros anos de vida.

1.7. Objetivos

O presente trabalho tem por objetivo principal verificar se existem perdas de AV em
pacientes expostos ao ZIKV durante a gestacdo (incluindo tanto pacientes que apresentam
sinais da CZS quanto aqueles que ndo apresentam), e qual a gravidade destas potenciais
perdas.

O trabalho tem ainda os seguintes objetivos especificos:

a) verificar a prevaléncia de perdas na AV dentro da populagdo de criangas da Coorte
Zika Jundiai expostas ao ZIKV durante a gestagdo, relacionado os achados ao contexto
nacional de incidéncia de problemas visuais relacionados a CZS;

b) verificar a evolugdo das perdas visuais identificadas durante os primeiros 30 meses
de vida dos pacientes;

c) relacionar as potenciais perdas visuais ao quadro clinico geral da crianga, incluindo
a microcefalia, danos oftalmolégicos (manchas maculares, atrofia coriorretiniana ¢
anormalidades do nervo oOptico), e, quando possivel, a achados radiologicos (malformagdes

corticais e calcificagoes).
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2. Métodos

2.1. Participantes

Participaram do presente estudo maes e criangas acompanhadas pelo projeto Coorte
Zika Jundiai. O protocolo da Coorte Zika Jundiai previa o recrutamento de dois grupos de
maes afetadas pelo ZIKV: (1) Um grupo sintomatico, composto por maes que procuraram
aten¢do ambulatorial durante a gestagdo, apresentaram sintomas consistentes com infeccao
por ZIKV (como exantemas, febre, artralgia e mialgia), e posteriormente receberam a
confirmagdo da infec¢cdo por exame de RT-qPCR ou sorologia; e (2) Um grupo assintomatico,
que procurou o ambulatorio por causas diversas, mas teve também confirmagdo de exposicao
ao ZIKV por exame de RT-qPCR. Se alguma mae alocada no grupo assintomatico viesse a
apresentar sintomas posteriormente, ela seria realocada para o grupo sintomatico. Maes que
procuraram o ambulatorio e ndo tiveram confirmacao de exposi¢do seguiram no estudo como
controles.

Exames de RT-qPCR a partir de amostras de urina e/ou sangue de maes eram
realizadas regularmente durante a gestacdo para verificar a infec¢do por ZIKV, de acordo com
o protocolo descrito por Laciotti et al. (2008; 2016). Testagem soroldgica para a presenca de
anticorpos IgG e IgM contra ZIKV eram também realizadas, ¢ usadas como critério
diagnostico se resultados de RT-qPCR fossem inconclusivos. Amostras das maes para o
exame de qRT-PCR foram coletadas na primeira data de encaminhamento ao servigo e entdo
em espacgos intervalados de 2-3 meses durante a gestagdo. Amostras das criangas para o
mesmo exame foram também coletadas em um intervalo de 10 dias apds o nascimento.

Os pacientes realizaram acompanhamento clinico neonatal por parte da equipe do HU-
Jundiai, tendo suas medidas antropométricas e potenciais manifestacdes clinicas relacionadas
a CZS registradas em uma base de dados. Caso houvesse suspeita de ocorréncia de CZS, as
criancas eram encaminhadas para exame de Tomografia Computadorizada (CT) e/ou
Ressonancia Magnética Funcional (MRI). Tanto as criancas expostas € com manifestacdes
clinicas de CZS quanto as criancas expostas e sem manifestacdes clinicas de CZS foram
encaminhadas para avaliagdo pela equipe do Laboratério da Visdo do IP-USP. Tal avaliacao
compreendeu aspectos oftalmoldgicos (oftalmoscopia de fundo), psicofisicos (acuidade visual
e sensibilidade ao contraste) e do desenvolvimento global da crianga (avaliacdo cognitiva

pelas escalas Bayley-III), sendo o foco do presente trabalho apenas o aspecto psicofisico.
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Um total de 118 criangas da Coorte Zika Jundiai realizaram avaliagdes da AV, cujos
resultados apresentados em um trabalho de nosso grupo (Baran et al., em peparacdo)
apontaram para potenciais perdas de acuidade em criancas infectadas. No presente trabalho,
sdo descritos as avaliagdes de um subconjunto dessas criangas (n=60) cujas maes estavam
disponiveis para levar suas criangas para, pelo menos, uma avaliagdo de seguimento. Devido a
disponibilidade das maes para levar suas criangas para avaliacdo, a idade de encaminhamento
variou (Minimo=1, Méximo=14, Mediana=4 meses) assim como o espacamento entre as
avaliagdes (Minimo=1, Maximo=19, Mediana=5 meses). Dentre as 60 criangas na amostra, 25
(42%) completaram as quatro avaliacdes planejadas, 18 (30%) completaram trés avaliagdes, e
17 (28%) completaram apenas duas avaliagdes. Tal variabilidade na idade e nimero total de
avaliacdes repetidas foi considerada na andlise através da transformacdo dos valores de
acuidade para escores Z de acordo com os valores normativos, e através do ajuste de um
modelo de efeitos mistos nesta escala (ver sessao Analise).

Os pacientes foram subdivididos em trés grupos: Um Grupo Controle (N=27), um
grupo Exposto ao Zika (ZE, N=22) e um grupo [Infectado pelo Zika (Z1, N=11). O grupo
controle (N=27) foi composto de criancas nascidas de um subconjunto aleatorio das maes
registradas na Coorte Zika Jundiai (N=782). Todas as maes e criangas deste grupo testaram
negativo para RT-qPCR, e além disso as criangas apresentaram perimetro cefélico dentro dos
valores normativos ao nascimento, € ndo apresentaram sintomas neurologicos de qualquer
etiologia. O grupo controle foi incluido para garantir que as perdas nao pudesses ser atribuidas
a potenciais diferencas de procedimento e os valores normativos levantados por Salomdo &
Ventura (1995).

O grupo ZE (N=22) foi composto por criangas cuja confirmacdo de exposi¢do veio de
uma amostra da mae. Se maes apresentassem pelo menos um resultado positivo no exame de
RT-gPCR ou de sorologia dentre todas as avaliagdes realizadas, e criangas apresentassem um
resultado negativo, elas eram alocadas neste grupo. Neste grupo, 19 maes vieram no grupo
assintomatico, enquanto 3 maes vieram do grupo sintomatico. Nenhuma crianga neste grupo
foi classificada como tendo microcefalia, ou apresentaram achados oftalmologicos ou de
neuroimagem.

O grupo ZI (N=11) foi composto por criangas cuja confirmacdo de exposigdo veio da
crianga, ou que apresentassem fortes indicios clinicos de infeccdo por CZS durante a gestagao.
Se as criangas apresentassem pelo menos um resultado de qRT-PCR positivo dentro dos dez

primeiros dias apds o nascimento, criancas eram alocadas neste grupo. Neste grupo, 9 maes
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vieram do grupo assintomatico, enquanto 1 mae veio do grupo sintomatico. Em 8 casos neste
grupo, a confirmagdo infeccdo teve por origem amostras de qRT-PCR exclusivamente das
criangas, enquanto que em 2 casos, a confirmagdo de infecgdo teve por origem amostras tanto
da mae quanto da crianca. Em dois casos especificos (criangas 51 e 55 na Tabela 3), a
presenca de manifestagdes clinicas foi utilizada como critério classificatério adicional para
aloca-las neste grupo. A crianga 51 teve confirmagdo apenas por sorologia IgG para a made, e a
crianga 55 teve confirmagdo apenas por PCR da mae. Entretanto, a presenca de manifestagdes
clinicas tipicas da CZS nestes dois casos permite inferir a ocorréncia de processo infeccioso
durante a gestacao.

No geral, poucas criancas da coorte apresentaram manifestagdes clinicas da CZS,
seguindo um padrdo epidemiologico reconhecido no Brasil de relativa baixa incidéncia no
estado de Sao Paulo e nos estados do Sul do pais (Oliveira et al., 2017; Vissoci et al., 2018).
Os dois casos supracitados apresentaram, além da microcefalia ao nascimento, pelo menos
uma das cinco manifestacdes clinicas da CZS descritas por Moore et al. (2017), descritas na
Tabela 3. Outros quatro casos do grupo ZI (Pacientes 23, 26, 32 e 41, também descritos na
Tabela 3) apresentaram microcefalia ao nascimento, mas aos 30 meses de idade apresentaram
perimetro cefalico dentro dos valores normativos. Em alguns destes casos, alteragdes sutis
foram identificadas em exame de neuroimagem, mas alteracdes mais severas como
desproporg¢do craniofacial, malformacdes corticais e calcificagdes ndo foram identificadas.

A distingdo entre estes trés grupos, apesar de permitir identificar criangas infectadas na
gestacdo sem ambiguidade, ndo elimina a possibilidade que uma crianga classificada como ZE
seja infectada, pois a amostra (coletada proxima ao tempo de nascimento) pode ndo conter
RNA de ZIKV de uma infec¢do ocorrendo em uma idade gestacional anterior. Sabe-se que o
RNA de ZIKV esté presente em amostras de urina apenas por um curto intervalo de tempo de
cerca de 15 dias apos inicio da infec¢do (Gourinat et al., 2015), apesar de que intervalos
relativamente mais longos de varios meses terem sido registrados em condig¢des de viremia
prolongada durante a gestagdo (Driggers et al., 2016).

Com exce¢do das criancgas descritas na Tabela 3, os grupos Controle, ZE e ZI nao
apresentaram diferencas clinicas ou em variaveis antropométricas como o perimetro cefalico
ao nascimento. A Tabela 4 apresenta as médias e intervalos de confianca das medidas de
perimetro cefalico (expressas em percentis relativos ao padrao Intergrowth) das criangas dos

grupos Controle, ZE e ZI, excluindo aqui os casos ja apresentados na Tabela 3.
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Houve ao todo trés pares de gémeos na amostra (N=6), todos sem manifestagdes
clinicas, que naturalmente foram alocados nos mesmos grupos de acordo com a confirmacao
da exposi¢do. Criangas nascidas prematuramente (N=9), a grande maioria de idade
gestacional entre 35 a 36 semanas ao nascimento, todas sem manifestagoes clinicas, foram
incluidas na amostra, mas tiveram sua idade corrigida para o propodsito de comparar sua
acuidade aos valores normativos.

O presente trabalho foi realizado com aprovagdo dos Comités de Etica da Faculdade
de Medicina de Jundiai (Numero de Protocolo 1446577) e do Instituto de Psicologia — USP
(Numeros de Protocolo 67031216.0.00005561 e 68828217.9.0000.5561).
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Tabela 3 - Relag@o dos pacientes do grupo ZI que apresentaram manifestagdes clinicas consistentes com quadro

de CZS.
Identificador do PC" ao nascimento (cm / Exame de Exame oftalmolégico
paciente (sexo) percentil) Ultrassom/MRI/CT
23 (M) 2 Microcefalia leve (31,0 Indisponivel Normal AO
cm / Percentil 0.59)
26 (M) 2 Macrocefalia severa Dilatacao / Ectasia do Normal AO

. sistema ventricular
(38,0 cm / percentil 99,88)

32 (M) Normal (33,5 cm / percentil ~ Discreta ectasia dos Indisponivel
28,74) ventriculos laterais
41 (M) 2 Microcefalia leve (31.5 Indisponivel Normal AO
cm / percentil 3,07)
51(F)3 Microcefalia severa Normal OD: Extensa atrofia coriorretiniana
) proxima ao complexo papilomacular
(30,0 cm / percentil 0,07) OE: atrofia coriorretiniana na regido
inferior.
55(F)3 Microcefalia severa Ventriculomegalia, Normal AO
. calcificacdes
(29,5 cm / percentil 0,21) periventriculares,

lisencefalia, agenesia do
corpo caloso

>

Tabela 4 - Média da medida antropométrica de perimetro cefalico’ ao nascimento dos pacientes que nao
apresentaram manifestagdes clinicas da CZS.

Grupo PC' (Média) PC (Limite inferior de IC PC (Limite superior de IC
de 95%) de 95%)
Controle 54,73 40,69 68,77
Exposto ao Zika (ZE) 62,64 47,67 77,61
Infectado pelo Zika (ZI) 70,78 35,68 100,0

1. Expresso como percentil (0-100) de acordo com o Padrdo Intergrowth, que calcula o perimetro cefalico
referente a uma norma que considera idade gestacional e sexo.

2. Estes 3 pacientes, apesar de apresentarem PC extremo relativo aos valores normativos ao nascimento,
apresentaram PC dentro dos valores normativos ap6s 30 meses de idade.

3. Estas 2 pacientes apresentaram PC consistentemente abaixo dos valores normativos até os 30 meses de idade,
e além da microcefalia apresentaram pelo menos uma outra manifestacdo clinica tipica da CZS descrita por
Moore et al. (2017).
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2.2. Procedimento

A acuidade binocular foi medida com um conjunto dos Cartdes de Acuidade de Teller
IT (Teller et al., 2005, 1986). O conjunto completo ¢ composto por 16 cartdes de 25,5 cm x
55,5 cm, de cor cinza, que contém em um dos lados uma grade preta e branca de alto contraste
na forma de listras verticais (Figura 1). A luminancia do cinza corresponde a média das
luminancias do preto e do branco. Os cartdes contam com uma abertura pequena no centro,
para que o avaliador possa verificar a dire¢do do olhar da crianca durante o teste. Os cartdes
possuem grades de diferentes frequéncias espaciais, a primeira delas de 0,23 cpcm (ciclos por
centimetro), e a ultima 26,0 cpcm. Os cartdes intermedidrios possuem um intervalo de
frequéncia de aproximadamente 1/2 oitava (isto ¢é, a frequéncia espacial aumenta

aproximadamente 50% a cada cartdo). A técnica do TAC esta sumarizada na Figura 1.

Figura 1 - Esquema da situacdo de aplicagdo do TAC.

(a) (b) "
d = 38 ou 55 cm i

O<—> (]
0,23 - 32,0 cpcm

(+1/2 oitava/cartao)

(C) I (1 ciclo)

cpg = cpcm *d /57
logMAR = log,,(30 / cpg)

(a) O avaliador senta de frente para a crianga mostrando os cartdes a uma distancia de 38 cm (para criangas mais
novas de 6 meses) ou 55 cm (para criangas mais velhas de 6 meses). (b) A frequéncia espacial da grade impressa
na frente dos cartdes varia de 0,23 ciclos por centimetro (cpcm) até 26 cpcm entre os 16 cartdes do conjunto, que
sdo espagados ' oitava entre si. (¢) O célculo do valor de acuidade (em logMAR) considera a distancia a qual a
crianca estava do cartdo e a frequéncia espacial das grades. O limiar é determinado como a média das trés
ultimas reversdes entre cartdes vistos € nao vistos.

Durante o momento da avaliacdo, as criangas permaneceram sentadas junto a mae e de
frente para o avaliador, a uma distancia de 38 cm para criangas menores de 6 meses de idade,
e a uma distancia de 55 cm para criangas com idade maior ou igual a 6 meses. Em seguida, o
avaliador comecava a apresentar os cartdes de acuidade, comeg¢ando de uma frequéncia

espacial mais baixa, e incrementando o valor de frequéncia espacial a cada apresenta¢do. O
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cartdo inicial escolhido ao inicio da avaliagdo possuia frequéncia espacial variando de 0,86
cpem até 3,2 cpcm de acordo com a idade da crianga. O examinador, cego para o lado ao qual
a grade estd posicionada, realizava uma série de apresentagdes do mesmo cartdo, € entdo
realiza o julgamento sobre qual lado do cartdo o padrao estad localizado, a partir de pistas no
comportamento do bebé, como dire¢ao do olhar e orientagdo da cabegca. Em ocasides nas
quais o bebé pode entender instrugdes verbais basicas (depois de 24 meses de idade), uma
estratégia de olhar preferencial operante foi adotada (Mayer & Dobson, 1982), e era pedido as
criangas para que apontassem para o padrido de grade. Quando o examinador estava pronto
para realizar um julgamento sobre o lado da grade, ele sinalizava o lado percebido para um
segundo examinador posicionado atrds da crianga, que confirmava se o lado percebido estava
correto ou ndo. Dois examinadores realizaram o procedimento, revezando-se nos dois papéis.

O segundo examinador, posicionado fora do campo visual da crianga, informava ao
primeiro se sua escolha do lado do padrdo estava correta ou nao. Caso estivesse, 0 primeiro
avaliador aumentava a frequéncia espacial da apresentacdo seguinte, € caso ndo estivesse, o
avaliador diminuia a frequéncia espacial, em um procedimento psicofisico de escada. O
intervalo regular entre as apresenta¢des durante o procedimento ¢ de um cartdo (meia oitava).
Se no comeco de um exame o examinador suspeitasse que qualquer cartdo poderia estar
muito acima do limar da crianga, optava-se por diminuir a frequéncia espacial em uma oitava
inteira (dois cartdes). O critério para finalizar um exame era o término de, pelo menos, trés
reversoes, isto €, passagem de um cartdo de uma dada frequéncia espacial para um cartdo de
frequéncia espacial mais alta, ou vice-versa. O limiar de acuidade visual era entdo estimado
como a média geométrica das trés ultimas reversoes. Considerando a distincia da crianga para
o cartdo apresentado, os valores eram convertidos de cpcm para logMAR utilizando a regra de

conversao reproduzida no painel (c) da Figura 1.

2.3. Analise de dados

Os valores de acuidade foram comparados com as normas estabelecidas por Salomao
& Ventura (1995) para verificar possiveis desvios da trajetoria esperada de desenvolvimento
visual. Para modelar estes desvios de forma relativa aos valores normativos, os valores de
acuidade foram expressos de forma relativa a média esperada para a idade e normalizados de
acordo com desvio-padrao esperado para a idade (ou seja, foram transformados em escores Z)

de acordo com a expressao:
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g =Y (1)

Onde z,¢ a acuidade (em escores Z) do individuo identificado pelo indice iaos t
meses de idade, m, ¢ a média de AV esperada para a idade ¢t (em logMAR), extraida da
Tabela 1 de Salomdo & Ventura (1995), y, ¢ a acuidade medida no exame, expressa em
logMAR, e o, ¢ o desvio-padrao esperado para a idade ¢, calculado como metade do
intervalo entre m, e o limite de tolerancia inferior, também extraido da Tabela 1 de Salomao
& Ventura (1995).

Um paciente pode ser classificado como tendo perda de acuidade visual caso apresente
acuidade visual pelo menos meia oitava (um cartdo, ou 0,15 logMAR) abaixo dos valores
normativos de forma consistente (ou seja, em duas ou mais avaliagdes) ou caso apresente
acuidade visual uma oitava (dois cartdes, ou 0,3 logMAR) abaixo dos valores normativos em
uma unica avaliagdo (Teller et al., 2005). Na presente escala, perdas de acuidade visual podem
entdo ser definidas como valores que se apresentem consistentemente abaixo de -2 escores Z,
e valores de acuidade consistentes com os valores normativos sdo aqueles situados em uma
faixa entre -2 e 2 escores Z, independente da idade da crianga.

Para explorar a possibilidade que o valor médio de AV dos grupos de criancas expostas
ao ZIKV (ZE ou ZI) poderia ser mais baixo que os valores esperados na auséncia de dano
retiniano ou outros sintomas de CZS, um modelo linear foi ajustado considerando
confirmagdo de exposi¢do ao ZIKV (através de uma amostra da mae ou crianga) como uma
variavel explanatoria e a acuidade (convertida para escores Z) como uma variavel dependente.
Para levar em conta correlagdes entre as medidas repetidas de um mesmo paciente, um
modelo de efeitos mistos (Laird & Ware, 1982) foi utilizado. Nesta formulacao, a AV média
de cada individuo entre as diferentes avaliacdes € expressa de forma aninhada sobre a média
geral do grupo, definida pelo status de exposi¢cao ao ZIKV (ou seja, Controle, ZE ou ZI). Os
resultados de tal modelo sdo reportados como a estimativa de maxima verossimilhanga e os
respectivos intervalos de confianca de 95% das médias estimadas para cada grupo. O pacote R
Ime4 foi utilizado para estimacdo dos coeficientes (Bates, Méachler, Bolker, & Walker, 2015).

O modelo completo pode ser expresso como:

Yi=XoPo+ X, 01+, ,+b;+ €, (2)

Onde:
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y, E a acuidade prevista para o individuo i no momento de avaliagio t ;

X; E a variavel indicadora de pertencimento do individuo i ao grupo j ;

Bo E a acuidade média do grupo controle;

B E a acudiade média do grupo ZE e;

b, E a acuidade média do grupo ZI;

b,~N(0,0,1) E um coeficiente de efeitos aleatérios, cuja média é zero e cuja
realizacdo captura o desvio do individuo i relativo a média de seu grupo;

e,~N(0,0;,) E o erro residual que captura o desvio da avaliagdo realizada no

momento t relativo a média do individuo i .

A formulagdo de modelos mistos permite capturar correlagdes entre as medidas
repetidas de um mesmo participante adicionando um parametro de posi¢do especifico para
cada participante ( b, ), condicionado ao qual as amostras podem ser consideradas como

independentemente distribuidas. Relativo a modelos separados em dois passos (isto €, ajustar
regressoes individuais para cada participante e entdao realizar uma regressao nestes valores), a
abordagem de efeitos mistos ¢ demonstravelmente mais eficiente, apresentando convergéncia
mais rapida para as estimativas dos coeficientes fixos e menor erro nas estimatiavas (Efron &
Morris, 1977; Laird & Ware, 1982).

Além de reportar as estimativas de maxima verossimilhanga e os intervalos de
confianga das médias de cada grupo, foi realizada a comparacdo do poder explanatdrio das
variaveis indicadoras do grupo (ZE e ZI) utilizando o teste de razdo de verossimilhanga. Tal
teste foi contruido a partir da comparagdo do modelo expresso pela Equagdo 2 com o modelo

nulo expresso abaixo, que ignora as varidveis indicadoras de grupo:

Yi=By+b+€, (3)

Onde g, ¢ a acuidade média global, e as demais variaveis sdo as mesmas da Equacdo
2. A estatistica da razdo de verossimilhanca foi considerada significativa ao atender o critério
de ser maior que o limite de tolerancia de falsos positivos, fixado no valor usual de a=0.05
(teste de hipotese unilateral tomando por base a distribicdo Chi-quadrado seguida pela

estatistica).
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Duas criancas (pacientes 51 e 55 citadas anteriormente) apresentaram sintomatologia
mais grave, muito diversa do restante do grupo ZI, portanto foram excluidas do modelo.
Como a prevaléncia desses casos foi pequena na Coorte Zika Jundiai, a condigdo clinica e AV
dessas duas pacientes foram reportadas e discutidas individualmente, ao invés de serem

incorporadas ao modelo como uma variavel explanatoria adicional.
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3. Resultados

3.1. Acuidade dos pacientes dos grupos Controle, ZE ou ZI livres de

sintomas ou com sintomas sutis

A Figura 2 mostra as trajetorias de desenvolvimento para as criangas do grupo
Controle (Painel superior) e dos grupos ZE e ZI (Painel inferior). As criangas que ndo
apresentaram nenhum sintoma clinico que pudesse ser relacioando a CZS estdo representadas
graficamente por pontos e linhas claros, e as criangas que apresentaram sintomas clinicos
estdo representadas por pontos e linhas escuros e identificadas com seus respectivos
identificadores (Tabela 3). Os valores sdo representados contra uma faixa cinza-claro que
representa os valores normativos de acuidade visual levantados por Salomdo & Ventura
(1995). Os valores de acuidade para os trés grupos estdo também representados graficamente
nas Figuras 3 e 4, onde foram expressos em escala de escore Z (Equacao 1) e também
separados por momento da avaliagdo. Os mesmos valores normativos estao representados
nesta figura por uma faixa cinza-claro, que naturalmente cobre o intervalo de -2 a 2 escores Z.

Criangas no Grupo Controle, em geral, apresentaram AV consistente com os valores
normativos. Trés avaliagdes isoladas no grupo controle resultaram em medidas de AV um
pouco abaixo do limite inferior (menores que meia-oitava, equivalente a um cartdo do
conjunto). Como estas AVs abaixo das normas ndo foram confirmadas em avaliagdes
posteriores, ndo ¢ possivel afirmar que essas criangas estejam com AV abaixo do esperado.
Estas pequenas discrepancias em avaliagdes isoladas sdo provavelmente devidas a condig¢des
de testagem ndo-ideais. O Grupo Controle apresentou como um todo AV média de -0.142
escores Z (IC = [-0,438, 0,152]) (Tabela 5 e Figura 5), em concordancia com os valores
normativos levantados por Salomao & Ventura (1995).

O painel inferior da Figura 2 e a Figura 3 mostram o curso de desenvolvimento de
criancas dos grupos ZE e ZI. As criangas que apresentaram qualquer manifestacao clinica de
CZS estdo representadas pelos identificadores da Tabela 3. A AV média do grupo ZE foi de
0,135 escores Z (IC = [-0,181, 0,453]) e do grupo ZI de 0,401 (IC = [-0,122, 0,924]), valores
que, assim como do Grupo Controle, estdo de acordo com os valores normativos (Tabela 5 e
Figura 5). Em trés criancas do grupo ZE, foram identificadas avaliagdes isoladas cujos valores
medidos estavam do limite esperado. Duas dessas avaliagdes representaram diferencas

menores que uma oitava que ndo se confirmaram em avaliagdes posteriores, ndo sendo
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portanto evidéncia suficiente de perda de AV. Tais perdas, assim como as encontradas no
grupo controle, podem ser atribuidas a condi¢cdes ndo-ideais de avaliagdo. Em um caso, foi
identificada uma perda maior que uma oitava (dois cartdes), e em uma terceira avaliagdo foi
encontrado um valor de AV limitrofe. Sera necessario continuar seguindo o desenvolvimento
visual dessa crianga a longo prazo; entretanto a auséncia de outros prejuizos clinicos e da
confirmacdo de infec¢do da crianga tornam desafiadora a possibilidade de atribuir tais perdas
a infecg¢@o por ZIKV. Dentre as criancas do grupo ZI que ndo mostraram sintomas clinicos,
nao houveram avalia¢des abaixo dos limites de tolerancia para a idade.

Foi realizado um teste de razdo de verossimilhanga comparando o modelo completo
que considera a situagdo de exposicdo como varidvel preditora (Equacdo 2) a um modelo nulo
que ndo a considera (Equacdo 3). O resultado de tal teste sugere que o grupo ao qual a
crianga pertence (Controle, ZE ou ZI) ndo pode ser considerado como variavel relevante para
prever o desempenho médio da AV expressa em escores Z ( ¥°=1.77; DF=2; p=0.413). O
teste, entretanto, exclui os dois casos que apresentaram sintomatologia mais severa, € que nao
puderam ser incluidos no modelo por ocorrerem em quantidade pequena na amostra. Estes

dois casos sdo descritos na sessao seguinte.



49

Figura 2 - Trajetorias de desenvolvimento da AV dos trés grupos.
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O painel superior apresenta as trajetorias do grupo Controle, e o painel inferior apresenta as trajetrias dos grupos
ZE e Z1, com destaque para as criangas do grupo ZI que apresentaram sintomas clinicos de CZS (marcadas com
os identificadores da Tabela 3).
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3.2. Acuidade dos pacientes do grupo ZI com sintomas graves

As duas criancas da amostra que apresentaram, além da microcefalia ao nascimento,
sintomas neuroldgicos ou oftalmoldgicos mais caracteristicos da CZS, as pacientes 51 e 55,
estdo com suas trajetorias de desenvolvimento identificadas por estes niumeros nas Figuras 2
(em logMAR) e 4 (em escores Z). A paciente 51, Unica crianca da amostra que apresentou
atrofias coriorretinianas similares as anteriormente identificadas na literatura (C. V. Ventura,
Maia, Ventura, et al., 2016) apresentou valores de VA de 1,0 logMAR aos 11 meses de idade
(-4,6 escores Z); de 0,6 logMAR aos 21 meses de idade (-1,58 escores Z) e de 0,9 logMAR (-
4,4 escores Z) aos 31 meses de idade. Tais perdas podem ser consideradas significativas
considerando a orientacdo da metodologia do TAC, que sugere definir perdas visuais como
pelo menos meia oitava (um cartdo) consistentemente abaixo dos limites inferiores (Teller et
al., 2005). Os valores medidos por esta crianga estiveram pelo menos uma oitava (dois
cartdes) abaixo desse limite na primeira e ultima avaliacdes.

A paciente 55, apesar de ndo ter apresentado manifestacdes oftalmoldgicas, nasceu
com microcefalia severa (persistente até os 30 meses de idade, assim como a paciente 51), e
possui malformacdes corticais e calcificacdes identificadas em exames de tomografia
computadorizada. Em avaliagcdes de seguimento, foi identificado que a crianca apresenta e
estd sendo tratada para convulsdes, que ¢ um sintoma presente em alguns casos de CZS. Esta
crianga apresentou acuidade de 1.2 logMAR na primeira avaliagdo aos 3 meses de idade (-1.6
escores Z) e de 0.7 logMAR na segunda avaliagao aos 6 meses de idade (-0.5 escores Z).
Apesar de estar dentro dos valores normativos, portanto ndo podendo ser caracterizada como
tendo perdas de AV, a avaliacdo realizada na primeira ocasido se mostrou em valor limitrofe,
estando abaixo do 10° percentil dentro das avaliagdes realizadas em toda a amostra da coorte
Zika Jundiai. A crianca ndo esteve disponivel para realizar avaliacdes de seguimento a longo
prazo apds o primeiro ano de idade para confirmar se seu desempenho se manteve dentro dos

valores normativos.
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Figura 3 - AV do Grupo Controle, normalizada e separada por momento da avaliagdo.
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Os limites de normalidade (Figura 2) estdo aqui também re-expressos na mesma escala, que por definigédo
cobrem o intervalo de -2 a +2.

51
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Figura 4 - AV dos Grupos ZE e ZI, normalizada e separada por momento da avaliag@o.
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As criangas da amostra que apresentaram sintomas clinicos de CZS estdo também aqui destacadas em cores mais
escuras e com seus identificadores da Tabela 3.
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Tabela 5 - AV média (expressa em escores Z) dos trés grupos.

Coeficiente’ AV (Média) AV (Limite inferior de IC de AV (Limite superior de IC
95%) de 95%)
Controle (Bo) -0,142 -0,438 0,152
Grupo ZE (B1) 0,135 -0,181 0,453
Grupo ZI (B2) 0,401 -0,122 0,924

1. Estimados de acordo com o modelo expresso na Equacéo 2.

Figura 5 - AV média dos trés grupos.
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A AV esté expressa como a estimativa pontual de maxima verossimilhanca e acompanhadas dos intervalos de
confianga (cf. Tabela 5). Os limites de normalidade (Figura 2) estdo aqui também expressados na mesma escala.
Nenhum dos coeficientes diferiu signifiativamente to valor 0 de linha de base, sugerindo auséncia de efeitos do

ZIKV sobre a AV do grupo como um todo.
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4. Discussao

4.1. Resultados da avaliacio de AV e sua relacio com manifestacoes

clinicas potencialmente ligadas a CZS

Os mecanismos pelos quais a infecgdo congénita por ZIKV pode interferir com a
funcdo visual em criancas que apresentam quadro de CZS sdo varios: (a) Infecg¢ao direta de
células retinianas, levando consequentemente a formacgao de manchas focais pigmentadas na
macula e atrofias coriorretinianas; (b) Malformagdes das estruturas anteriores do olho,
levando a manifestagdes como microftalmia e coloboma da iris; (c) Prejuizos refrativos
(principalmente a hipermetropia) devido a reduzida capacidade acomodativa ou dano em
estruturas centrais relacionadas a acomodagdo; (d) Problemas de motilidade ocular,
resultantes da infec¢cdo de centros neurais que levam ao controle dos movimentos oculares, ou

(e) prejuizos diretos nas estruturas do sistema nervoso central relacionadas a visao.

Uma pequena propor¢do de criangas infectadas por ZIKV durante a gestagdo pode
desenvolver CZS e apresentar sintomas sutis a ponto de ndo serem detectaveis por
examinagao fisica apds o nascimento (Rice et al., 2018). Como a prevaléncia de tais casos ¢é
desconhecida, no presente trabalho realizamos o exame de AV de criangas da Coorte Zika
Jundiai cujas maes estiveram disponiveis para levar suas criangas para pelo menos uma
avaliagdo de seguimento. A AV dos grupos Controle, ZE e ZI esteve, no geral, dentro dos
limites de normalidade para o TAC, com exce¢do (potencial) de uma crianga do grupo ZE que
ndo apresentou sintomas clinicos, e de duas criangas do grupo ZI que apresentaram sintomas
clinicos considerados graves. Como discutido anteriormente, a interpretagao da possibilidade
de atribuir as perdas desta Unica paciente do grupo ZE a infecgdo por ZIKV ¢ desafiadora,
pois a Unica evidéncia de infeccdo é o exame de RT-PCR positivo da mae. O monitoramento
da funcao visual desta crianga enquanto ela entra em idade pré-escolar e a realizacdo de

diagnostico diferencial podem ajudar a esclarer esta questdo.

Duas criangas do grupo ZI foram identificadas com microcefalia severa ao nascimento
(pacientes 51 e 55), que persistiu pelo menos até os 30 meses de idade. Além disso, essas
criangas apresentaram achados de neuroimagem e ofltamologicos caracteristicos de quadro de
CZS. A presenca de atrofias coriorretinianas binoculares na paciente 51 ¢ muito
provavelmente a razdo principal por tras das perdas de altas magnitudes identificadas para

este caso. Tais perdas, da ordem de uma oitava (dois cartdes) foram da mesma ordem de
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magnitude que alguns casos similares previamente descritos na literatura (Vergosa et al.,
2017). A realizacdo de multiplas avaliagcdes com esta crianga ofereceu ainda a oportunidade de
avaliar o quanto estas perdas se mantiveram estaveis com o tempo. Foi idenfiticada alta
variabilidade entre as avaliacdes 1 e 2 e entre as avaliagdes 2 e 3, proxima de 1 oitava, que € o
limite maximo descrito para situacdes de reteste do TAC (Harvey, Dobson, Tung, Quinn, &
Hardy, 1999). Tal alta variabilidade pode ter sido fun¢do da influéncia de fatores atencionais e
motivacionais durante a avaliagdo. Apesar dessa variabilidade, ndo foi constatado um aumento
no valor medido a ponto de situar esta crianca dentro dos limites de normalidade. Em todas as
avaliagdes com esta crianga, o valor de AV medido esteve sempre abaixo do 10° percentil
quando comparado com todas as avaliacdes realizadas para a amostra, o que pode sugerir

prejuizos a longo prazo no desenvolvimento da fungdo visual.

A paciente 55 ndo apresentou danos oftalmoldgicos, mas apresentou malformagdes
corticais globais e presenca de calcificagdes. O grau com que tais problemas estruturais
podem afetar a funcdo visual desta paciente, entretanto, ndo estd tdo claro. O valor de AV
medido para esta paciente esteve dentro dos valores normativos nas duas ocasides em que foi
avaliada, portanto ndo podem ser tomados como evidéncia de perdas visuais. Este resultado
contrasta, por exemplo, com trés casos reportados por Vergosa et al. (2017) nos quais criangas
com CZS ndo possuiam danos retinianos, mas possuiam outras manifestagdes da CZS, e
registraram valores de AV abaixo dos limites de normalidade. Apesar da aparente normalidade
no desenvolvimento da fun¢do visual desta crianca, na primeira avaliagdo, o valor esteve
abaixo do 10° percentil entre todas as avaliagdes realizadas. Acompanhamento do
desenvolvimento visual dessa crianca a longo prazo ¢ necessario para garantir que sua AV
esteja de fato dentro dos valores normativos, e quaisquer intervengdes oftalmoldgicas que

venham a se mostrar necessarias sejam realizadas.

Duas criancas do grupo ZI foram identificadas como tendo microcefalia leve ao
nascimento, mas valores de perimetro cefalico normal aos 30 meses de idade (pacientes 23 e
41). Uma foi identificada como tendo macrocefalia ao nascimento, mas valores de perimetro
cefalico normal aos 30 meses de idade (paciente 26), e em outra crianca foi identificada uma
sutil alteragdo em exame de tomografia computadorizada, apesar de o perimetro cefalico estar
dentro dos valores normativos ao nascimento. Essas criangas registraram valores de AV dentro
dos valores normativos em todas as ocasides em que foram avaliadas. O perfil dessas criancas
em muito difere dos casos de CZS previamente reportados (C. A. Moore et al., 2017; van der

Linden et al., 2016), ndo apresentando evidéncias de malformagdes que atingissem as
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estruturas centrais para processamento da informacao visual, e nem evidéncias de danos

oftalmoldégicos, o que pode explicar os valores de AV dentro da normalidade.

A pequena amostra de criancas afetadas pela CZS na Coorte Zika Jundiai reflete a
baixa incidéncia geral de casos de CZS em S3o Paulo e em estados da regido Sul (Oliveira et
al., 2017; Vissoci et al., 2018), apesar de a epidemia de ZIKV ter ocorrido em todo o pais
(Ministério da Satde, 2018a, 2018b). Nesta pequena amostra, pudemos identificar com
certeza, dentre os fatores causadores de perdas visuais, apenas a presenga de atrofias
coriorretinianas em uma crianga. A presen¢a de malformacdes atingindo regides centrais
relacionadas ao processamento da informagdo visual ainda permanece como uma hipotese
para o outro caso identificado.

Um numero de diferentes hipoteses podem ser levantadas sobre os fatores por tras da
relativamente baixa prevaléncia de sintomas de CZS e consequentes perdas visuais na amostra
estudada quando comparada, por exemplo, aos altos nimeros de casos identificados na
Regido Nordeste (de Paula Freitas et al., 2016; C. V. Ventura, Maia, Ventura, et al., 2016) ou
mesmo no Rio de Janeiro (Zin et al., 2018). Estes fatores podem envolver, por exemplo,
diferengas nas condigdes de saneamento que podem propiciar a proliferacio do vetor
transmissor; diferencas devido a fatores de vulnerabilidade no hospedeiro que sejam
compartilhados em larga escala pelas duas populagdes, seja de origem genética (Caires-Junior
et al.,, 2018) ou imunolégica (Dejnirattisai et al., 2016); ou mesmo diferencas genéticas do

agente viral presente em maior propor¢ao em cada regido (Zhang et al., 2017).

4.2. Limitacoes

A principal limitagdo do presente trabalho ¢ a reduzida amostra de criangas
clinicamente afetadas (N=2), o que implica em capacidade limitada de realizar inferéncias
sobre os possiveis resultados de acuidade de criangas que apresentaram achados neuroldgios e
oftalmoldgicos. Mesmo estudos que trabalharam com uma amostra maior de criancas com
CZS encontraram valores de AV extremamente variados, resultado da sintomatologia
heterogénea da CZS (Vercosa et al., 2017). Apesar de ser possivel agrupar criancas
apresentando uma manifestagdo especifica (por exemplo, atrofias coriorretinianas) estas
tendem a apresentd-la de forma singular, dificultando a realizacdo de desenhos experimentais
cujo objetivo ¢ a busca de efeitos detectaveis em grupos de pacientes. Como a principal
proposta do presente estudo € a de avaliar potenciais perdas de forma prospectiva, buscando

detectar a prevaléncia (e natureza) das perdas visuais dentro da populacdo da Coorte Zika
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Jundiai, cujo critério de encaminhamento foi apenas ter apresentado evidéncia de infecg¢ao por
ZIKV durante a gestacgdo, tal limitacdo ndo se aplica de forma geral, mas apenas ao objetivo
especifico (c) proposto anteriormente.

Além da limitagdo de tamanho amostral, outra limitacdo que pode ser apontada se
deve a aplicabilidade da metodologia de olhar preferencial as duas criangas da amostra com
problemas neuroldgicos. Em criancgas sem sintomas clinicos, a precisdo das estimativas de AV
realizadas com o TAC permanece de 0.5 a 1 oitava quando se comparam avaliagdes com uma
mesma crianga em diferentes ocasides (Teller et al., 2005). Em situagcdes em que as criancas
possuem achados neuroldgicos, como dois casos de CZS em nossa amostra, tal precisdo pode
ser mais desafiadora de atingir em funcdo da dificuldade da crianga de manter a ateng¢do na
tarefa, de colaborar com a situacdo de testagem, ou mesmo da presenca de disfungdes
oculomotoras como estrabismo ¢ nistagmo. Apesar de existirem diretivas sobre como
proceder nestas situagdes e haver consenso de que o TAC ¢ aplicavel nesses casos (Teller et
al., 2005; Trueb, Evans, Hammel, Bartholomew, & Dobson, 1992), seu uso nao tem sido tao
amplamente validado quanto na situagdo de criangas livres de manifestacdes neuroldgicas.
Nestas situacgdes, técnicas como o Potencial Visual Evocado de Varredura (Norcia & Tyler,
1985) podem demonstrar maior capacidade de separar a AV de outras variaveis que podem
interferir com o exame, como capacidade de manter atencao sustentada na tarefa ou presenca

de disfung¢des oculomotoras.

4.3. Direcoes futuras de pesquisa

A literatura tem apontado de forma reiterada para um quadro da CZS caracterizado por
sintomatologia extremamente diversa tanto do ponto de vista morfolégico quanto funcional
(Aragao et al., 2016, 2016; C. A. Moore et al., 2017; Soares de Oliveira-Szejnfeld et al.,
2016), observacao que também ¢ aplicavel ao dominio da funcdo visual (L. O. Ventura,
Ventura, et al., 2017; Vercosa et al., 2017; Zin et al., 2018). Tal quadro precisa se refletir nos
desenhos experimentais para se estudar a condicdo. Estudos de caso que foquem em estudar
de forma detalhada casos especificos t€ém portanto grande potencial para complementar
estudos de grupo como o presente trabalho, principalmente do ponto de vista da precisao das
informagdes clinicas. No presente trabalho, foi possivel agrupar criangas em dois grupos
principais (ZE e ZI) e realizar procedimentos de inferéncia sobre os valores de AV médios
desses grupos, devido a suposicdo basica de que esses grupos compartilhem de uma
caracteristica em comum, que ¢ a auséncia de sintomas clinicos severos. Tal abordagem pode

ndo ser aplicavel quando um nimero maior de casos de CZS ¢ considerado, pois os fatores
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determinantes das perdas de AV podem ser varios e existir em varios graus, € o desempenho
médio pode ndo refletir acuradamente o quadro clinico de cada paciente. Dada essa
considera¢do, uma proposta de continuidade do presente estudo ¢ a de avaliar de forma mais
detalhada as duas criangas para as quais perdas visuais foram identificadas.

Além da AV, a avaliagdo da sensibilidade ao contraste pode indicar de forma mais
completa a qualidade da fungdo visual em quadros clinicos. Em certos quadros de ambliopia,
por exemplo, as perdas sdo melhor caracterizadas como reduzida sensibilidade ao contraste
em bandas de frequéncia especificas (E. Campos, 1995; Hess R. F., Bradley Allan, Piotrowski
L., & Campbell Fergus William, 1983). Além disso, perdas no processamento visual de alta
ordem podem ser avaliadas utilizando diferentes parametros em testes de acuidade
empregando otoptipos (E. Campos, 1995), ou mesmo em testes de hiperacuidade (Levi &
Klein, 1982). Na medida em que a populacdo afetada por CZS atinja idades nas quais tais
exames sejam aplicaveis, sua realizagdo pode oferecer uma melhor compreensdo do padrao de
perdas visuais relacionadas a essa sindrome e, mais importante, pode oferecer um progndstico
mais preciso das limitagdes e potencialidades das diferentes manifestacdes clinicas da
sindrome, que podem exigir manejo clinico individualizado.

Um refinamento metodologico ja apontado na Sessdo 4.2 € o emprego de técnicas de
eletrofisiologia visual (Norcia & Tyler, 1985) com esta populacdo. Os limares calculados pela
técnica de PVE dizem respeito a capacidade do paciente de resolver padrdes até o nivel do
cortex visual primdrio, sendo quaisquer prejuizos no limiar calculado por esta técnica
diretamente atribuiveis a fatores como capacidade de refragdo, amostragem da imagem na
retina e organizacdo dos campos receptivos no cortex visual. A técnica de PVE leva a
estimativas de AV mais altas que as técnicas de olhar preferencial em criancas sem
manifestagdes clinicas (Dobson & Teller, 1978), refletindo em parte caracteristicas da
estimulagdo utilizada, e em parte a menor exigéncia de circuitos neurais relacionados a
capacidade de realizar respostas coordenadas a estimulacdo visual (exigidas no teste
psicofisico). O tamanho da diferenca dos valores estimados pelas duas técnicas em criancas
com manifestagdes neurologicas, como as presentes na CZS, ainda ndo foi extensivamente
explorado, mas pode ser usado como um indicador do grau de prejuizo no desenvolvimento
do cortex cerebral e componentes do sistema oculomotor e de acomodacao. Estudos que se
proponham a avaliar essa diferenca podem ser uteis, por exmeplo, para informar em que
medida a fung@o visual ¢ limitada por aspectos comportamentais que possam ser alvo de

intervengao.
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O objetivo para a avaliagdo da AV e de outras fungdes visuais basicas em contexto
clinico ¢ oferecer informacdo relevante para o diagndstico, acompanhamento, tratamento e
consequente melhoria da qualidade de vida dos pacientes afetados. Nesse sentido, a avaliacao
de limiares sensoriais da AV e das demais fungdes visuais precisa ser complementada com
medidas funcionais, que objetivem prever em que medida as potenciais perdas identificadas
por métodos psicofisicos impactam a vida do paciente. No contexto da oftalmopediatria, uma
série de ferramentas t€ém sido desenvolvidas para tal propésito (Brandao et al., 2017). Ventura
et al. (2017), por exemplo, utilizaram o Parents and Their Infants with Visual Impairments
(PAIVI) de forma complementar a avaliagcao da AV em casos de CZS, encontrando que todas
os 31 pacientes testados demonstraram perdas em pelo menos um dominio testado, como
capacidade de manter contato visual com um adulto, responder a um estimulo de sorriso
social, ou reconhecer expressdes faciais. O uso dessas ferramentas, além de ser fundamental
em contexto clinico para seguimento da evolu¢ao do quadro clinico, pode ser valioso em um
contexto de pesquisa, pois se feito de forma complementar a avaliagdo psicofisica, oferece a
oportunidade de melhor separar aspectos do desempenho do paciente que sdo devidos a
limitacdes de natureza psicofisica e aspectos do desempenho que possam ser devidos a

limitagdes de aspectos de alta ordem do processamento da informagao visual.
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5. Conclusao

No presente trabalho, documentamos o desenvolvimento da AV de criangas expostas
ao ZIKV durante a gestagdo que ndo apresentaram sintomas clinicos caracteristicos da CZS,
notando que a acuidade estava se desenvolvendo dentro dos pardmetros esperados para estas
criangas. Em trés criangas com microcefalia ou macrocefalia, que também apresentaram
manifestagdes detectdveis em exames de neuroimagem, a AV também estava dentro das
normas, apesar de ter apresentado um valor limitrofe em uma primeira avaliagdo (paciente
59). Em uma paciente (55) com atrofias coriorretinianas binoculares (uma manifestacdo de
CZS comumente reportada) perda da ordem de 0.3 logMAR foi encontrada, de acordo com

valores relatados em estudos prévios (Vercosa et al., 2017).

A incidéncia de casos de infec¢do por ZIKV e, consequentemente, de criangas afetadas
pela CZS diminuiu no pais a partir de 2017 (Ministério da Saude, 2018a, 2018b), mas o
desafio de lidar com o desenvolvimento a longo prazo das criangas com CZS nascidas na
epidemia de 2015-2016 permanece, assim como a possibilidade do surgimento de novos casos
(em regides ainda ndo afetadas) que necessitem de triagem e acompanhamento clinico
individualizado. No presente trabalho, demonstramos perdas de acuidade visual em uma
crianga (Paciente 55) nascida em uma regido com perfil epidemiologico diverso do que havia
sido descrito previamente na literatura, o que sugere que regides ainda nao afetadas pela

sindrome precisem estar preparadas para o manejo clinico desses casos.

A realizacdo de triagem oftalmolédgica para criangas com CZS tem sido recomendada
para todas as criangas com confirmacdo de exposi¢ao ao ZIKV, ja que alteragdes podem
ocorrer mesmo na auséncia de sintomas neurologicos como a microcefalia (Zin et al., 2017).
Nos reiteramos a importancia de tal triagem, ja que na nossa amostra a ocorréncia de danos
retinianos foi altamente preditiva de perdas de AV severas (maior que uma oitava). Como a
CZS pode se manifestar em diferentes graus de severidade, a auséncia de microcefalia ndo
deve precluir criangas de uma ampla avaliagdo oftalmologica. O exame de AV e, quando
possivel, de outras funcdes visuais como da sensibilidade ao contraste, visdo de cores e
acuidade de reconhecimento, devem inserir-se como complementares ao exame oftalmologico
para oferecer quadro completo das limitagdes e potencialidades da fungdo visual em criancas

com CZS.
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Baseado na literatura e nos achados do presente trabalho, podemos apontar trés
contextos nos quais a avaliagdo da AV pelo método do TAC pode contribuir com o manejo
clinico na CZS: (a) Integrar programas de triagem oftalmologica neonatal ap6s identificagdo
da CZS; (b) Integrar uma abordagem global de avaliagdo da funcdo visual (englobando
sensibilidade ao contraste) e (c) Fornecer informagdes sobre o progresso de intervengoes
clinicas. Apontamos duas ressalvas sobre este uso: (1) Os resultados precisam ser
considerados sempre no contexto clinico mais amplo da crianga, triangulando dados da
avalia¢do oftalmologica e neuroldgica sempre que possivel; e (2) Os resultados precisam ser
considerados apenas como um indice global, que pode nao refletir informagdes so detectaveis
em uma examinacdo visual global que considera outras func¢des visuais e o impacto das

perdas na funcionalidade diaria da crianca.

Apontamos ainda as seguintes direcdes de pesquisas futuras que consideramos
essenciais para a melhor compreensdo da relagdo entre a infeccdo congénita por ZIKV e a
fun¢do visual: (a) Defini¢do mais completa do quadro da CZS, e contextualizagdo das perdas
de AV sempre dentro do quadro clinico global da crianca; (b) Refinamento das metodologias
de avaliagdo, mais especificamente integrando medidas -eletrofisiolégicas as medidas
psicofisicas; (c) Ampliacdo da quantidade de fungdes visuais testadas, agregando aspectos
como sensibilidade ao contraste e acuidade de reconhecimento; e (4) contextualizagdo das
potenciais perdas visuais as demandas do ambiente da criancga, relacionando-as a medidas de
visdo funcional e cognitivas. Na medida em que os pacientes da CZS atinjam idades nas quais
uma gama maior de fungdes visuais sejam testaveis, tais pesquisas podem tornar-se valiosas

para uma melhor compreensao do quadro de CZS a longo prazo.
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