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Uma característica marcante do atual surto do Zika Vírus (ZIKV) é o aumento do risco aparente da transmissão intrauterina  ou  perinatal do vírus, bem como o aumento acentuado no número de recém-nascidos com microcefalia relatado no Brasil.(8-17) Um recente estudo prospectivo mostrou anormalidades ultrassonográficas fetais em 12 de 42 mulheres (29%) com infecção ZIKV durante a gravidez; 7 dos 42 fetos (17%) no estudo  tinha microcefalia, atrofia cerebral, ou calcificações cerebrais.(11) Devido a associação entre infecção ZIKV e microcefalia e outros distúrbios neurológicos, a Organização Mundial de Saúde declarou a epidemia de ZIKV uma emergência de saúde pública de preocupação internacional.(13)

O Centers for Disease Control and Prevention (CDC) recomenda que as mulheres grávidas com uma história de viagem para uma área em que o ZIKV é endêmico devem ser submetidos a testes de sorologia para o ZIKV e ultrassonografia fetal para avaliação  de microcefalia ou calcificações cerebrais.(16). Para o diagnóstico de infecção fetal pelo ZIKV, a detecção de RNA no líquido amniótico pode ser considerado em mulheres grávidas com resultados positivos nos testes sorológicos para ZIKV.(16) 

 A seguir, os autores apresentam um relato de um caso infecção ZIKV congênita e os resultados subseqüentes em uma gravidez que foi terminada com 21 semanas de gestação.

Relato de Caso 

Uma mulher finlandesa de 33 anos  com  11ª semana de gestação estava de férias no México, Guatemala e Belize com o marido no final de novembro de 2015. Durante as suas viagens, ela e seu marido relataram  ser picados por mosquitos, principalmente na Guatemala. Um dia depois de sua chegada em sua residência atual em Washington, DC, ela ficou doente com dor ocular, mialgia e febre ligeira (máxima, 37,5°C), que durou 5 dias. No segundo dia de febre, apresentou erupções cutâneas (Fig. 1). Seu marido foi concomitantemente relatando sintomas semelhantes. A análise sorológica que foi realizada 4 semanas após o início da doença, enquanto ela estava em uma viagem à sua terra natal,  Finlândia e foi positivo para anticorpos IgG e negativo para anticorpos IgM contra o vírus da dengue. Análise sorológica posterior foi positivo para ambos os anticorpos IgG e IgM contra ZIKV, resultados que eram compatíveis com infecção aguda ou recente pelo ZIKV. A análise sorológica para a presença do vírus chikungunya foi negativa. A paciente havia sido vacinada contra a encefalite pelo carrapato e febre amarelada há 10 anos.

A ultrassonografia fetal que foi realizada em 13, 16 e 17 semanas de gestação (1, 4, e 5 semanas após a resolução dos sintomas) não mostraram evidência de microcefalia ou calcificações intracranianas. No entanto, houve uma diminuição na circunferência da cabeça do feto a partir do percentil 47 com 16 semanas para o percentil 24 com 20 semanas. 

Às 16 semanas de gestação, a presença de flavivírus no soro foi detectada no ensaio reverse transcriptase–polymerase-chain-reaction (RT-PCR) e sequenciação mostrou identidade com as estirpes de epidemia da América Central de ZIKV. A descoberta foi confirmada com um ensaio quantitativo específico de ZIKV RT-PCR. A Divisão de Diagnóstico Laboratorial de Doenças Transmitidas por Vetores Arbovírus no CDC relatou evidência sorológica de infecção com 17 semanas de gestação, com a soropositividade de IgM para ZIKV com um título de mais de 1: 2560 em um teste de neutralização de redução de placa. Com base nestes resultados, a paciente procurou uma avaliação mais completa do feto. 

A ultrassonografia fetal com 19 semanas de gestação mostrou anatomia intracraniana anormal (Fig. 2). O  manto cerebral parecia ser fino com aumento dos espaços extra-axiais. Ambos os cornos frontais estavam dilatados  com presença de um material heterogêneo, predominantemente hiperecogênico tanto no corno frontal como no corpo do ventrículo lateral esquerdo, um achado  que aumentou a preocupação sobre a hemorragia intraventricular. Dilatação e deslocamento para cima do terceiro ventrículo, dilatação dos cornos frontais dos ventrículos laterais, bordas mediais côncavas dos ventrículos laterais e a ausência do septo do cavo pelúcido sugeriu agenesia do corpo caloso. Não foram vistas  calcificações parenquimatosas. A circunferência da cabeça encontrava-se no percentil 24 para a idade gestacional. O restante da anatomia fetal era normal. 

A ressonância magnética (RM) fetal com 20 semanas de gestação mostrou atrofia cerebral difusa do manto cerebral, que foi mais grave nos lobos frontal e parietal, com os lobos temporais anteriores menos afetados (Fig. 3). O padrão de laminação normal do manto cerebral estava ausente e na zona da subplaca foi em grande parte indetectável. O corpo caloso foi significativamente menor do que o esperado para a idade gestacional, com um comprimento ântero-posterior de 14 mm (intervalo esperado, de 18 a 22).(18,19).

O cavo do septo pelúcido era muito pequeno. Os ventrículos laterais estavam discretamente aumentados, como foi o terceiro ventrículo, com um diâmetro transversal medindo 2,5 mm (medição média de idade gestacional, 1,75 mm , variando de 1,1-2,3]). (18) O quarto ventrículo foi normal. O volume do plexo coróide era excepcionalmente proeminente, sem evidência de hemorragia. Não foram detectadas lesões destrutivas focais no córtex cerebral ou substância branca. O cerebelo foi normal em aparência e tamanho. Dado o prognóstico grave, optou-se pela interrupção da  gravidez com 21 semanas de gestação.
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Figura 1. Cronologia dos sintomas e estudos radiográficos e laboratoriais.

Esta linha do tempo destaca os sintomas da infecção pelo  vírus Zika (ZIKV) na mãe (linha de fundo) e a radiográfica correspondente e achados laboratoriais no feto (linha superior). A fotografia inserida mostra erupção da mãe no momento do início da doença aguda. DENV: a vírus da Dengue: MRI: imagem por ressonância magnética: PBMC: células mononucleares do sangue periférico  e PRNT: teste de neutralização placa-redução

[image: image5.png]Figure 2. Fetal Ultrasonography at 19 Weeks
of Gestation.

In an ultrasonographic image of the brain of the ZIKV-
exposed fetus in this report (Panel A), shown are a
thin cerebral cortex with increased extra-axial space
(E), dilation of the third ventricle (T), enlargement of
both frontal horns (F), and the apparent absence of
the cavum septum pellucidum, as compared with an
image obtained in a normal fetus of the same gesta-
jonal age with a visible cavum septum pellucidum (C)
(Panel B).
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[image: image8.png]Figure 4. Neuropathological Features of Fetal ZIKV Infection.

In postmortem analyses of samples obtained from the fetus, an area of parietal cortex has abundant apoptotic neu
rons (Panel A), with detail shown in the inset view. The unaffected occipital cortex is thicker than the parietal corte
(Panel B), as indicated by the vertical bars. The basal ganglia (striatum) appears to be morphologically normal (Par
el C), and cells in the germinal matrix of the ganglionic eminence are histologically normal (Panel D). White matter
shows extensive axonal rarefaction and infiltrates of macrophages containing foamy cytoplasm and cellular debris
in some cells (Panel E) (hematoxylin and eosin staining in Panels A through E). Panel F shows macrophage infil-
trates in the cortex (area above the dashed line) and subcortical white matter (area below the dashed line) (anti-
CD68 immunostaining with hematoxylin counterstaining). The inset shows possible viral-like particles within a sub.
cellular compartment, as seen on electron microscopy.





[image: image9.png]SUMMARY

The current outbreak of Zika virus (ZIKV) infection has been associated with an
apparent increased risk of congenital microcephaly. We describe a case of a preg-
nant woman and her fetus infected with ZIKV during the 11th gestational week.
The fetal head circumference decreased from the 47th percentile to the 24th per-
centile between 16 and 20 weeks of gestation. ZIKV RNA was identified in mater-
nal serum at 16 and 21 weeks of gestation. At 19 and 20 weeks of gestation,
substantial brain abnormalities were detected on ultrasonography and magnetic
resonance imaging (MRI) without the presence of microcephaly or intracranial
calcifications. On postmortem analysis of the fetal brain, diffuse cerebral cortical
thinning, high ZIKV RNA loads, and viral particles were detected, and ZIKV was
subsequently isolated.




Figura 3. Imagem por Ressonância Magnética do cérebro fetal em 19 semanas de gestação.
Na imagem ponderada em T2 do cérebro do feto ZIKV-exposto, uma vista axial de 3 mm de espessura (Painel A) mostra atrofia severa do manto cerebral, que foi mais visível nas regiões frontais (setas) onde o manto cortical mede 1,4 mm. Na imagem sagital da linha média de 2 mm de espessura (Painel B), o pequeno corpo caloso  (setas) é visível, com um comprimento ântero-posterior, de 14 mm (variação normal de  18 a 22) .18,19. Abaixo estão as imagens dos mesmos locais e espessuras em um feto normal com uma idade gestacional de 20 semanas 3 dias, mostrando o manto cortical medindo 8 mm (no Painel C) e o corpo caloso medindo 20 mm (no Painel D).

Resultados
-Anormalidades neurológicas no feto
 
Um exame pós-morte foi realizado com os materiais recolhidos para estudo adicional. O exame macroscópico mostrou anatomia fetal normal e autólise grave. O cérebro pesava 30 g (peso de referência, 49 ± 15)20 e não mostrava anomalias aparentes. A análise microscópica revelou apoptose abundante que afetando principalmente os neurônios posmigratórios com diferenciação intermediária no neocórtex (Fig. 4). Foi observada mineralização precoce em associação com os neurônios apoptóticos focalmente. Em contraste, os neurônios bem diferenciadas das regiões límbicas e gânglios basais, bem como células primitivas na matriz germinal pareciam estar afetados. 

Além das alterações neuronais corticais, a zona subventricular e a substância branca mostraram  grave perda de volume grave com extensiva rarefação axonal e infiltrados de  macrófagos (Fig. 4). Este padrão correlaciona-se com a atrofia da subplaca vista na imagem pré-natal. Houve infiltração difusa de macrófagos no córtex cerebral, zona subventricular, substância branca, e leptomeninges, mas não na matriz germinativa  da eminência ganglionar. Agregados microgliais dispersos foram observados na substância cinzenta profunda e tronco cerebral, mas não havia nenhuma evidência de nódulos microgliais bem formados ou outras características histológicas clássicas de encefalite viral, tais como infiltrados perivasculares inflamatórios, inclusões virais, ou ventriculite. Ultra-exame do tecido cortical mostrou um agregado raro de partículas virais  intracelulares eletrondensas que mediram 39 a 41 nm de diâmetro (média de 40,26). A nossa capacidade para localizar especificamente o invólucro do compartimento celular das partículas foi limitada pela deficiente preservação dos tecidos, mas as características e o tamanho destas estruturas morfológicas eram semelhantes às relatadas por Mlakar et al.(10) e pelo CDC.(21). O  plexo coróide estava focalmente aumentado e edematoso, com depósitos de hemossiderina escassos, que parece ser semelhantes à hemorragia intraventricular na imagem pré-natal. O exame histológico dos olhos, substância cinzenta da medula espinal, gânglios da raiz dorsal e nervos espinhais não revelaram anormalidades microscópicas evidentes.  Os tratos da substância branca da coluna vertebral não foram bem visualizados.
[image: image10.png]Figure 5. Isolation of ZIKV from Fetal Brain Tissue, ZIKV Growth in Fetal Tissues, Electron Microscopy
of a Flavivirus-like Particle, and Amino Acid Differences in the Newly Isolated Strain.

Panel A shows immunofluorescence assays of human neuroblastoma cells (SK-N-SH) and Vero E6 cells that were
inoculated with fetal tissue samples to determine the presence of ZIKV. The samples were shown to express ZIKV.
antigens by reactivity with human convalescent anti-ZIKV serum (ZIKV IgG-positive and IgG-negative [control]
samples; dilution, 1:40) obtained from the father. Antihuman IgG fluorescein isothiocyanate conjugate was used as
a reagent. Panel B shows the growth curve of ZIKV in SK-N-SH and Vero E6 cells on RT-PCR, indicating the change
in ZIKV RNA loads (as determined by the change in cycle threshold) in cell cultures after inoculation with samples
from fetal brain, spleen, membrane and cord, and placenta. Panel C shows an electron microscopic image of a par-
ticle resembling a flavivirus from supernatant of SK-N-SH cells inoculated with fetal brain tissue. Panel D shows
amino acid differences between the FB-GWUH-2016 isolate of ZIKV in this study and the related Guatemalan ZIKV
strains (red arrows) and the amino acids that were identical in the study isolate and the related strains but distinct
from all other known epidemic strains (blue arrows).
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Figure 6. Phylogenetic Tree Showing Newly Isolated ZIKV Strain.
The FB-GWUH-2016 ZIKV strain that was isolated in the fetal brain in this
case report is shown at the top of a phylogenetic tree, which was construct-
ed with the use of the Bayesian Markov chain Monte Carlo method. A sub-
clade of Asian lineage that contains the American ZIKV strains is shown.
Viral strains are listed according to country and year of collection. The
scale bar shows the nucleotide sequence divergence. An expanded phylo-
genetic tree showing the complete coding regions of ZIKV strains (as of
February 28, 2016) is provided in Fig. S6 in the Supplementary Appen





Figura 4. Características neuropatológicos da Infecção Fetal pelo ZIKV.  Em análises pós-morte de amostras obtidas do feto, uma área do córtex parietal tem neurônios abundantes apoptóticos (painel A), com detalhes mostrados na visão da inserção. O córtex occipital afetado é mais espesso do que o córtex parietal (Painel B), como indicado pelas barras verticais. Os gânglios basais (corpo estriado) parecem ser morfologicamente normais (painel C) e células da matriz germinativa da eminência ganglionar são histologicamente normais (Painel D). Substância branca mostra extensa rarefação axonal e infiltrados de macrófagos contendo citoplasma espumoso e restos celulares em algumas células (Painel E) (hematoxilina e eosina nos Painéis A a E). Painel F mostra infiltrado de macrófagos no córtex (área acima da linha a tracejado) e da matéria branca subcortical (área abaixo da linha tracejada) (anti CD68 imunocoloração com hematoxilina de contraste). A inserção mostra possíveis partículas semelhantes a vírus  dentro de um compartimento subcelular, como visto na microscopia eletrônica.
-Cargas Virais Materna e Fetal 

As maiores cargas virais do ZIKV  foram encontradas no cérebro fetal, com cargas virais substanciais na placenta, membranas fetais e cordão umbilical, como estudado em RT-PCR quantitativo. Quantidades mais baixas de RNA ZIKV foram encontradas no músculo fetal, fígado, pulmão e baço. O líquido amniótico que foi obtido no momento do término da gestação foi positivo para ZIKV RNA com baixas contagens virais. Em ensaios de PCR para detectar DNA, o fluido amniótico foi negativo para o parvovírus B19, herpes simplex vírus tipo 1 e 2, citomegalovírus (CMV) e Toxoplasma gondii e o tecido de cérebro fetal foi negativo para o vírus herpes (vírus simplex 1 e 2 e varicela vírus -zoster). 

O soro materno que foi obtido um dia antes do término da gestação foi também positivo para ZIKV RNA com uma contagem viral baixa (2,1 × 103 cópias por mililitro). Nenhum  ZIKV RNA foi detectado no soro, nas células mononucleares de sangue periférico, saliva, urina ou em amostras obtidas 11 dias e 13 dias após o término da gestação. Na análise de IgM, a mãe não teve nenhuma evidência de anticorpos séricos que  indiquem infecção com CMV, parvovius B19, T. gondii, ou vírus da rubéola. As amostras obtidas a partir de seu esposo foram todas negativos para RNA ZIKV, incluindo urina (obtido 11 semanas após a viagem), soro (obtido 5 e 11 semanas após a viagem) e sêmen (obtido 10 e 12 semanas após a viagem), embora os resultados de ensaios de ZIKA IgG (título 320) e IgM (título 20) foram positivo.
-Isolamento do vírus

 Replicação do ZIKV foi detectada como um aumento do ZIKV RNA no ensaio de RT-PCR quantitativa das células SKN-SH e Vero E6 inoculados com a amostra do cérebro fetal. As quantidades de ARN ZIKV aumentou rapidamente nas células SK-N-SH depois do primeiro dia de inoculação, ao passo que nas células Vero E6, cargas virais de RNA começaram a aumentar no dia 4 após a inoculação. A replicação viral não foi detectada em células inoculadas com outras amostras. As células teciduais  SK-N-SH e Vero E6 inoculadas expressaram  antígenos ZIKV por reatividade com soro de convalescente humano anti-ZIKV (obtido a partir do pai do feto) em imunofluorescência e para produzir partículas de flavivirus semelhantes como vistas em microscopia eletrônica (Fig. 5). 
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Figura 5. Isolamento do ZIKV partir de tecido cerebral fetal, Crescimento do ZIKV em Fetais tecidos, Microscopia Eletrônica de uma partícula semelhante ao Flavivirus, e diferenças de  aminoácidos na estirpe recentemente isolada.
O painel A mostra os ensaios de imunofluorescência de células humanas de neuroblastoma (SK-N-SH) e células Vero E6 que foram inoculadas com amostras de tecidos fetais para determinar a presença do ZIKV. As amostras expressam antígenos ZIKV por reatividade com soro convalescente humano anti-ZIKV (ZIKV IgG-positivas e IgG-negativas [controle] amostras; diluição 1:40) obtidas a partir do pai. IgG anti-humana conjugada com isotiocianato de fluoresceína foi usada como um reagente. O painel B mostra a curva de crescimento do ZIKV em células SK-N-SH e Vero E6 na RT-PCR, o que indica a alteração de cargas ZIKV RNA (como determinada pela alteração no limiar do ciclo) em culturas de células após inoculação com amostras de cérebro fetal , baço, membrana e do cordão umbilical e placenta. O painel C mostra uma imagem de microscopia eletrônica de uma partícula semelhante a um flavivirus a partir do sobrenadante de células SK-N-SH inoculadas com tecido cerebral fetal. Painel D mostra diferenças de aminoácidos entre a FB-GWUH-2016 isolado de ZIKV neste estudo e as cepas relacionadas ao ZIKVguatemalteco e os aminoácidos que eram idênticos aos isolados  no estudo e as cepas relacionadas, mas distinta de todos as outras conhecidos cepas epidêmicas (setas azuis).


Um genoma ZIKV completo foi sequenciado a partir do sobrenadante de células SK-N-SH no dia 5 após a inoculação. A análise filogenética indicou que a estirpe viral (designada ZIKV_FB-GWUH-2016, número GenBank, KU870645) era um membro do genótipo asiático e estreitamente relacionada com duas sequências de ZIKV
obtidas a partir de pacientes da Guatemala que se apresentaram com doença suave (Fig. 6).7 A estirpe FB-GWUH-2016 tinha 23 a 51 diferenças de nucleotídeos e de 8 a 14 diferenças de aminoácidos em comparação com as estirpes ZIKV detectadas previamente nas Américas (99,6 a 99,8% de identidades) (Fig. 5D). Cinco das oito diferenças em aminoácidos entre FB-GWUH-2016 e as estirpes da Guatemala eram específicos para a estirpe FB-GWUH-2016 (isto é, as diferenças que não foram detectadas em outras estirpes ZIKV sequenciadas até agora). Uma substituição de aminoácido foi uma reversão para o genótipo ZIKV Africano. Três substituições de aminoácidos foram comum para FB-GWUH-2016 e as cepas da Guatemala, mas distinta de todas as outras estirpes relatadas do  ZIKV. 
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Figura 6. Árvore filogenética mostrando cepas recentemente isoladas de ZIKV.

A estipe FB-GWUH-2016 ZIKV que foi isolada no cérebro fetal no presente relato de caso é mostrada na parte superior de uma árvore filogenética, a qual foi construída com o uso do método de  Bayesian Markov  chain Monte Carlos. Uma subclade da estirpe asiática que contém as cepas ZIKV americano é mostrada. Estirpes virais estão listadas de acordo com o país e ano de coleta. A barra de escala mostra a divergência de sequência de nucleotídeos. Uma árvore filogenética expandida mostrando as regiões codificantes completas de estirpes ZIKV (a partir de 28 de fevereiro de 2016) é fornecida na Fig. S6 no Apêndice Suplementar.
Discussão

As recomendações correntes para as práticas do diagnóstico do  ZIKV baseiam-se no entendimento de que a viremia ZIKV tem a duração de menos do que uma semana após o início da infecção.(15) Durante a semana de infecção sintomática, a detecção de RNA no soro ou sangue é considerada como o método de diagnóstico de escolha. ZIKV RNA pode ser detectado na urina por alguns dias mais.(22,23) ZIKV também está presente no sêmen por um período de tempo desconhecido e relatos dispersos de transmissão sexual de ZIKV tem sido descrita. (24-28). O teste ZIKV RNA  não é recomendado para mulheres grávidas após a primeira semana após o início da doença clínica. O diagnóstico geralmente é baseado em uma resposta de anticorpos específicos do ZIKV com respostas mais elevados de IgM e de anticorpos neutralizantes para ZIKV do que para outra flaviviruses.(13) No entanto, os autores tem detectado  RNA no soro de uma mulher grávida com 4 semanas e 10 semanas após o início clínico da infecção pelo ZIKV mas não após o parto. Os autores suspeitaram  que a viremia ZIKV persistente no paciente em questão foi uma consequência da replicação viral no feto ou na placenta, que teve alta carga viral. Portanto, além do corrente diagnóstico do ZIKV, a utilização de métodos quantitativos de RT-PCR pode ser uma abordagem de diagnóstico potencial de infecções placentárias ou fetais em curso em mulheres grávidas. Notavelmente, nesta paciente, os níveis de ZIKV RNA eram ligeiramente mais elevados no soro materno que no fluido amniótico. A dinâmica do ZIKV RNA no soro de mulheres grávidas infectadas não são bem compreendidos e terá de ser avaliado em estudos maiores. 

Estima-se que 80% das infecções pelo ZIKV são assintomáticas.(29) Embora a evidência da associação entre a presença do ZIKV em mulheres grávidas e anormalidades cerebrais fetais continua a crescer, o momento da infecção durante o desenvolvimento fetal e outros fatores que podem ter um efeito sobre a patogênese viral e os seus efeitos sobre o aparecimento de anomalias cerebrais em imagens são mal compreendidos. Oliveira Melo et al (9) descreveram dois casos de infecção intrauterina pelo  ZIKV associada à microcefalia e calcificações cerebrais que foram diagnosticadas por meio de ultrassonografia durante o terceiro trimestre. Semelhante ao feto no presente relato, os dois fetos apresentaram um desenvolvimento anormal do corpo caloso e diminuição do volume do parênquima cerebral. No caso descrito por Mlakar et a., (10) os resultados de ultrassonografia, que foi realizada com 14 semanas e 20 semanas de gestação foram normais, mas a microcefalia, a ventriculomegalia e as  calcificações foram vistas na ultrassonografia com 29 semanas de gestação. (10) Na maior coorte brasileira, atrofia cerebelar foi vista em um feto com 20 semanas de gestação, mas microcefalia não foi diagnosticada até 27 a 35 semanas em sua coorte.(11) No presente estudo, uma revisão de três imagens ultrassonográficas sequenciais entre 16 e 20 semanas mostraram uma diminuição nas perímetro cefálico fetal a partir do percentil 47 para o percentil 24, o que sugere uma redução na taxa de o crescimento do cérebro durante esse período. Os autores suspeitaram  que essas reduções no crescimento do cérebro, eventualmente, preencheriam os critérios para microcefalia. Como este caso mostra, o período de latência entre a infecção do cérebro fetal pelo ZIKV e a detecção de microcefalia e calcificações intracranianas na ultrasssonografia provavelmente é  prolongado. Estudos ultrasssonográficos negativos durante este período seriam falsamente tranquilizadores e pode atrasar a tomada de decisão crítica sensível ao tempo. Avaliações ultrasssonográficos seriadas do perímetro cefálico pode fornecer informações preditivas úteis. A RM do cérebro fetal pode ser mais sensível ao desenvolvimento e alterações encefaloclásticas, acelerando, assim, a detecção de anomalias do cérebro fetal. 


Este caso é uma incursão precoce nas alterações histopatológicas associadas ao ZIKV no cérebro nos meados da gestacão. Os resultados esmagadores foram a perda dos neurônios pósmigratórios diferenciados intermediaramente através  de um mecanismo de apoptose. Parece haver a preservação de neurônios mais diferenciadas ganglia basal, região límbica e medula espinhal dorsal, assim como as células da matriz germinativa. De nota, a matriz germinativa é constituída predominantemente por glioblastos na metade da gestação com a maioria dos neuroblastos tendo já migrados  para fora da zona. Embora os autores não puderam  avaliar outros subtipos de precursores neuronais, a vulnerabilidade neuronal seletiva à lesão ZIKV requer uma investigação mais aprofundada. 

O isolamento do ZIKV a partir de cérebro fetal humano cumpre o segundo postulado de Koch sobre o isolamento de patógenos de um organismo doente e fortalece a associação entre infecção congênita pelo ZIKV e dano cerebral fetal. Embora o ZIKV RNA foi encontrado em vários órgãos fetais e a placenta, o vírus pode ser isolado apenas a partir de tecido cerebral. O isolamento rápido em uma linha celular de neuroblastoma humano sugere uma predilecção da estirpe ZIKV para células de linhagem neural humana. Esta hipótese está em linha com os resultados do exame histopatológico e os resultados de um estudo recente mostrando uma alta taxa de infecção pelo ZIKV em células progenitoras neurais corticais, mas não em células tronco embrionárias ou pluripotentes.(30) A relação genética estreita entre o isolado neste relato de caso  e as estirpes ZIKV na Guatemala foi consistente com o conhecimento anamnéstico da origem geográfica provável da infecção. Os autores encontraram uma frequência relativamente elevada de mutações nonsynonymous entre a FB-GWUH-2016 do genoma e no genoma da Guatemala ZIKV, uma descoberta que poderia indicar a adaptação viral para o crescimento no cérebro fetal. No entanto, as mudanças nos aminoácidos foram indênticas as alterações previamente relatadas na sequência genômica do ZIKV do tecido cerebral fetal. 


Em conclusão, o presente  estudo destaca a possível importância dos testes  ZIKV RNA de soro obtido de mulheres grávidas depois da primeira semana após o início dos sintomas, bem como uma avaliação mais detalhada da anatomia intracraniana fetal por meio de ultrassonografia fetal seriada ou ressonância magnética do cérebro fetal. O isolamento do ZIKV no cérebro fetal fornece evidência adicional para a associação entre a infecção congênita  pelo  ZIKA e o dano cerebral fetal e fornece ferramentas para futuros estudos sobre a patogênese da microcefalia induzida pelo  ZIKV. Estudos futuros em várias idades gestacionais vão oferecer uma melhor visão sobre o papel da infecção pelo ZIKV no desenvolvimento anormal do cérebro e fornecer marcadores para a sua detecção.
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Resumo O atual surto de infecção pelo ZIKV tem sido associado a um aumento do risco aparente de microcefalia congênita. Os autores descrevem um caso de uma mulher grávida e seu feto infectado com ZIKV durante a 11a semana gestacional. A circunferência da cabeça fetal diminuiu a partir do percentil 47 para o percentil 24 entre 16 e 20 semanas de gestação. ZIKV RNA foi identificado no soro materno em 16 e 21 semanas de gestação. Com 19 e 20 semanas de gestação, anormalidades cerebrais significativas foram detectadas pela ultrassonografia e ressonância magnética, sem a presença de microcefalia ou calcificações intracranianas. Na análise pós-morte, foram detectados,  afinamento cortical difuso do cérebro fetal, altas cargas de ZIKV RNA e partículas virais, com o subsequente isolamento do ZIKV. 
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[image: image16.png]Figura 2. Ultrassonografia fetal com em 19 semanas de
gestacéo. Em uma imagem ecografica do cérebro do feto
exposto ao ZIKV neste relato de caso (Painel A) sdo
mostrados uma cértex cerebral fina com uma maior

o extra-axial (E), a dilatagio do terceiro ventriculo
. 0 alargamento de ambos os cornos frontais (F), e a
aparente auséncia de septo do cavo pellicido, em
comparagao com uma imagem obtida num feto normal da
‘mesma idade gestacional com um visivel cavo do septo
peliicido (C) (Painel B).
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Por que isso importa se os efeitos teratogênicos aparentes do ZIKV são placentários ou diretamente mediados?  Quanto mais dados são colhidos, podemos descobrir que uma ou ambas as hipóteses podem ser verdadeiras, dependendo do tempo de exposição e o estágio de desenvolvimento do cérebro.

A hipótese de mediação da placenta pode facilmente e de forma não invasiva medir uma resposta  placentário precoce, ao passo que não se pode acessar facilmente o embrião. A placenta é uma eficaz fonte de informação sobre a exposição fetal e consequência do desenvolvimento.29 Secreções de moléculas placentárias e vesículas 
podem ser medida na circulação materna e usado pelos os clínicos para  diagnosticar um feto em risco. A monitorização em tempo em tempo real de mudanças em concentrações de moléculas segregadas durante o primeiro trimestre, ligada à imagem da morfologia

o saco gestacional, poderia estabelecer temporalidade e fornecer pistas de como estas relações mudam antes e após o início da circulação materna-placentária.

Da mesma forma, a compreensão de qualquer contribuição da placenta para o efeito teratogênico pode clarear o caminho para o desenvolvimento de métodos farmacológicos para bloquear teratogênese. No caso do vírus do Nilo Ocidental (um Flavivirus  transmitido por mosquito como o ZIKV) tratamentos para estimular farmacologicamente a autofagia foram efetivos na redução dos efeitos neurotóxicos nas não grávidas30. 

Enquanto o mundo aguarda a epidemiologia e patologia desta infecção viral original para ajudar a explicar a atual epidemia no Brasil, agora é a hora de atualizar a nossa forma de pensar e abordagens para estudar teratologia e o papel da placenta. Isso pode fornecer  grande recompensas científicas para este surto, bem como pra futuras semelhantes epidemias.

A INFECÇÃO NO PRIMEIRO TRIMESTRE DA GRAVIDEZ ASSOCIA-SE COM AUMENTO DO RISCO DE MICROCEFALIA
Association between Zika virus and microcephaly in French Polynesia, 2013-15: a retrospective study. Cauchemez S, Besnard M, Bompard P, Dub T, Guillemette-Artur P, Eyrolle-Guignot D, Salje H, Van Kerkhove MD, Abadie V, Garel C, Fontanet A, Mallet HP. Lancet. 2016 Mar 15. ARTIGO INTEGRAL!


Os autores estimaram um risco de microcefalia de 1% em mulheres infectadas pelo ZIKV durante o primeiro trimestre da gravidez, com base em modelos matemáticos, a partir dos achados da epidemia de 2013 a 2014 na Polinésia Francesa (66% da população em geral foi infectada). Ocorreram 8 casos de microcefalia, com prevalência de 2/10.000 neonatos. O risco de microcefalia foi de 95 casos por 10.000 mulheres infectadas no primeiro trimestre de gravidez, correspondendo ao risco relativo de 53,04 (IC a 95% de 6,5-1061,2). Como mostra a tabela a seguir os próximos dois modelos melhor-encaixe: 50 casos por 10 000 mulheres infectadas no trimestre 1 ou 2 com risco relativo de 20,8 (IC a 95% de 3,0-352,0)  e 4 por 10 000 mulheres infectadas nos trimestres 1, 2 ou 3 com risco relativo de 20,8 (IC a 95% de 2,1-424,1).
O ZIKA VÍRUS INFECTA PROGENITORES DA CÓRTEX NEURAL HUMANA E ATENUA SEU CRESCIMENTO

2-Zika Virus Infects Human Cortical Neural Progenitors and Attenuates Their Growth. Tang H, Hammack C, Ogden SC, Wen Z, Qian X, Li Y, Yao B, Shin J, Zhang F, Lee EM, Christian KM, Didier RA, Jin P, Song H, Ming GL.

Cell Stem Cell. 2016 Mar 3. ARTIGO INTEGRAL!

A suspeita de ligação entre  infecção pelo ZIKV e microcefalia é um problema urgente de saúde global. Tang et al. relataram que o ZIKV infecta diretamente as células progenitores do córtex neural com alta eficiência, resultando em um retardo do crescimento desta  população de células  e uma desregularão transcripcional.  O ZIKV (Flavivirus transmitidos por mosquitos), agora é relatado estar circulando em 26 países e territórios da América Latina e Caribe (Petersen et al., 2016). Enquanto indivíduos infectados muitas vezes podem estar assintomáticos ou têm apenas sintomas leves, a maior preocupação são os relatos que ligam infecção ZIKV com a microcefalia fetal e graves complicações neurológicas como a síndrome de Guillain-Barré (Patersen et al, 2016).

As células progenitoras neurais humanas (hNPCs) infectadas liberam ainda mais partículas Zika infecciosas. Importante, a infecção pelo ZIKV aumenta morte celular  e desregula a progressão do ciclo celular, resultando em um atenuado crescimento das células progenitoras neurais humanas. A análise da expressão gênica global da hNPCs infectadas revela desregulação transcricional, nomeadamente das vias relacionadas com o ciclo celular. Os presentes resultados identificam hNPCs como um alvo direto do ZIKV.
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Este caso mostra lesão grave do cérebro fetal associada à infecção ZIKV com a transmissão vertical. Recentemente, ZIKV foi encontrado em fluido amniótico de dois fetos que apresentavam  microcefalia, que era consistente com a transmissão intrauterina. Os casos descrito são semelhantes ao caso aqui apresentado  e eram caracterizados pelo severo acometimento do SNC  e grave restrição do crescimento intrauterino. Calcificações na placenta e uma baixa  relação peso placentário-fetal11 observados  neste caso, indicam potenciais danos à placenta pelo vírus. Entre os poucos relatos de efeitos teratogênicos de flavivírus, investigadores descreveram o cérebro e olhos como o alvos.12,13  Não foi detectada a  presença do vírus e não há alterações patológicas detectadas em nenhum outro órgão fetal além do cérebro, o  que sugere um forte neurotropismo do vírus.

CDC diz que zika é causa de microcefalia em bebês

"Não há mais qualquer dúvida", disse o diretor da instituição norte-americana

(em 13/4/2016)

Consultem Artigo Integral!

Zika Virus and Birth Defects - Reviewing the Evidence for Causality.
Rasmussen SA, Jamieson DJ, Honein MA, Petersen LR.

N Engl J Med. 2016 Apr 13

Paulo R. Margotto

Belo Horizonte, 15 de abril de 2016
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