RELATO DE CASO

Diagnostico clinico e laboratorial do Zika virus congénito e paralisia

diafragmatica unilateral: o relato de um caso

Alex Sandro Rolland Souza 1

Marli Tenorio Cordeiro 2

Jucile do Amaral Meneses 3
Emanuele Honorato 4

Edward Araujo Junior 5

Priscila Mayrelle da Silva Castanha 6
Bruna Varginha Ramos Caiado 7
Silvia de Lourdes Loreto Faquini 8
Orlando Gomes Santos Neto 9
Juliana Araujo de Carvalho Schettini 10
Luisa Medeiros de Mello 11

Ana Catarina Ishigami 12

Rafael Dhalia 13

1,4.8,9 Centro aos cuidados da mulher . Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP). Rua dos Coelhos, 300. Boa Vista. Recife, PE, Brazil. CEP: 50.070-550.

E-mail: alexrolland@uol.com.br
2,6,7.13 Departamento de Virologia. Centro de Pesquisa Aggeu Magalhaes. Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). Recife, PE, Brasil.

5 Departamento de Obstetricia. Escola Paulista de Medicina. Universidade Federal de Sao Paulo (EPM-UNIFESP). Sao Paulo, SP, Brasil.

10 Laboratério de Pesquisa Translacional. Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira. Recife, PE, Brasil.
3,11,12 Departamento de Neonatologia. Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira. Recife, PE, Brasil.

Resumo

Introdugdo: apesar de varios defeitos de nascimento associados a infec¢do congénita
pelo Zika virus terem sido descritos, o quadro clinico ainda ndo foi completamente caracteri-

zado.

Descrigdo: este é o primeiro relato de caso de paralisia diafragmatica unilateral em um
neonato com diagnostico confirmado de Zika congénita pelo exame do liquido amnidtico
utilizando a reag¢do da polimerase em cadeia (ZIKV PCR-RT) e pelo exame sorologico do
liquido cefaloraquidiano (ZIKV IgM-ELISA), apos o nascimento. As principais manifestagoes
detectadas pela ultrassonografia intrautero no periodo gestacional foram: microcefalia,
ventriculomegalia, calcifica¢des intracranianas, cisterna magna alargada, aumento do
indice de liquido amnidtico e sindrome da acinesia fetal. O recém-nascido apresentou
faléncia respiratoria aguda nas primarias horas de vida, necessitando de ventila¢do
mecdnica. A radiografia de torax realizada mostrou paralisia diafragmatica unilateral e

cardiomegalia.

Discussdo: a paralisia diafragmatica na Zika congénita ndo havia sido previamente
relatada, havendo a necessidade de investigag¢do dos mecanismos etiopatogénicos dessa

manifestagdo na infec¢do congénita pelo Zika virus.

Palavras-chave Microcefalia, Infec¢des por arbovirus, Artrogripose, Ultrassonografia pré-

natal, Paralisia respiratoria
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Introducao

O Zika virus (ZIKV), foi pela primeira vez isolado
na floresta Zika em Uganda, Africa, em 1947, ¢
depois em 1952, foi identificada a primeira infec¢ao
em humanos pelo ZIKV na Uganda e a Republica
Unida da Tanzania. Epidemias de ZIKV foram
descritas em 2007 no estado Yap (Micronésia) e em
2013 na Polinésia Francesa, pacifico sul.! No Brasil
o primeiro relato de transmissdo autdctone de ZIKV
foi em 2015.2 No mesmo ano, o ministro da satide do
Brasil anunciou o aumento de casos de microcefalia
em recém nascidos seguida pela epidemia de ZIKV.
A ligagdo do ZIKV com a microcefalia ganhou forga
depois da identificacdo de ZIKV no liquido
amniodtico de duas mulheres gravidas, ZIKA posi-
tiva, com anormalidades fetais (por teste de reacao
em cadeia de polimerase - RT- PCR) no Estado da
Paraiba (Nordeste do Brasil) ¢ a detecg¢@o do genoma
do ZIKV em tecidos de recém-nascidos com micro-
cefalia que faleceram apds o parto.3

ZIKV ¢ um virus RNA transmitido pelo
mosquito Aedes, ao picar humanos e primatas.
Maneiras menos comuns de transmissdo sdo através
de transfusdo de sangue, contato sexual e trans-
missdo perinatal.4 As possiveis vias de transmissdo
perinatal sdo transplacentaria, durante o parto e a
amamentagdo e possivelmente pelo contato proximo
que tem a mde com o recém-nascido depois que o
ZIKV foi identificado na saliva humana.45 No
entanto, o mecanismo exato de transmissio na
gravidez continua desconhecido.

Desde entdo, varias malformagdes neurologicas,
como a microcefalia, agiria, hidrocefalia, atrofia
cerebral, calcificagdes cérebrais na massa branca,
digenesia do corpo caloso e do vermix cerebelar,
aumento da cisterna magna, hemisférios
assimétricos, ventriculomegalomalia unilateral e o
deslocamento da linha média. Outras malformagdes
como a sindrome da acinesia fetal, assimétria dos
olhos com catarata, calcificagdes intraocular e/ou
lesdes maculares unilaterais e restrigdes de cresci-
mento intrauterino foram descritos.3.6

A paralisia diafragmatica ¢ um anormalidade
extremamente rara. Neuropatia pds-viral e envolvi-
mento do nervo frénico foram descritas apds varias
infecgdes virais, como herpes zoster, poliovirus,
dengue (DENYV), virus do Oeste do Nilo e virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) em adultos.” Até o
momento, a paralisia diafragmatica e a cardiome-
galia ndo foram relatadas em recém-nascidos com
ZIKV conggénita.

Aqui nos, primeiramente, descrevemos um caso
de paralisia diafragmatica unilateral em um recém-
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nascido com ZIKV confirmada pelo laboratério. O
diagnostico de ZIKV foi confirmado no fluido
amniotico através de reacdo em cadeia de polimerase
(ZIKV RT-PCR) e por testes soroldgicos (IgM ZIKV
— ELISA) feito no liquido céfalo-raquidiano (LCR)
do recém-nascido.

Descricao

Uma primigesta de 17 anos de Pernambuco
(Nordeste, Brasil) foi para a unidade de medicina
fetal na 27* sétima semana de gestagdo por causa de
uma suspeita de microcefalia fetal observada por
meio da ultrassonografia pré-natal. A mulher tinha
sinais caracteristicos e sintomas de ZIKV na 14*
semana de gestacdo. Testes de laboratorio para iden-
tificar as infec¢des congénitas, i.e, infecgdes por
TORCH [toxoplasmose, rubéola, citomegalovirus
(CMV), e Herpes virus e outras] ndo foram rea-
lizados. Ela fez suplementagdo com acido folico e
sulfato ferroso e foi vacinada contra a influenza,
difteria e tétano na 11* semana de gestagdo. A
paciente negou histérico pessoal ou familiar de
microcefalia ou outras anormalidades congénitas,
uso de drogas ilicitas, alcool, fumo, corticoides ou
cosméticos ou contato com inseticidas, pesticidas ou
radiacdo ionizante.

Na 27* semana de gestagdo a ultrassonografia
morfoldégica observou anormalidade fetal, o qual o
diametro biparietal (DBP) foi de 54 mm e a circun-
feréncia cefélica (CC) de 216 mm [DBP e CC — dois
desvios padrdes (DP) abaixo da média para a idade
gestacional] (Figura 1). A circunferéncia abdominal
(CA) e o comprimento do fémur (CF) estavam
normais para a idade gestacional. Além disso,
também foi observado agenesia de vermes cerebelar
e aumento da cisterna magna (medindo 23mm),
ventriculomegalia com o corno posterior do
ventriculo lateral aumentado (medindo 20 mm) e
calcificagdes difusas nos hemisférios cerebrais,
fronte achatada e um aumento no indice de liquido
amniotico (medindo 19 cm) (Figura 1). Os membros
superiores e inferiores ndo foram avaliados
adequadamente devido a posi¢do fetal. Outros
orgdos e sistemas estavam aparentemente normais. A
dopplervelocimetria da artéria umbilical e da
uterinas estava normal.

Na 29* semana de gravidez a restri¢do do cresci-
mento intrauterino foi diagnosticada. Monitoramento
por ultrassonografia pré-natal foi conduzido a cada
15 dias e uma maior diminui¢do no DP na curva da
média da idade gestacional da CC foi observada.

A amniocentese transabdominal guiada por ul-
trassonografia foi feita na 29* semana de gestacdo e



a amostra do liquido amniotico foi positiva para o
ZIKV através da reagdo de cadeia de poimerase
quantitativa em tempo real (qRT-PCR). Na 31*
semana de gestagao o hemograma estava normal e os
testes sorologicos para TORCH (sifilis, toxoplas-
mose, rubéola, citomegalovirus, herpes simples,
parvovirus B19 e HIV) foram negativos.

A mulher teve um parto vaginal de um recém-
nascido feminino na 39* semana de gestag@o. O peso
ao nascer foi de 2.565 g (pequeno para idade gesta-
cional). O escore de Apgar no nascimento foi seis e
sete no primeiro e quinto minutos, respectivamente,
e manobras de ressucitamento com pressdo de venti-
lagdo positiva e mascara foram necessarios. O
recém-nascido foi encaminhado a unidade de terapia
intensiva (UTI) neonatal por problemas respiratorios
e em ventilagdo ndo invasiva com pressdo de via
aérea positiva continua nasal e pressdo expiratoria
final positiva de +5 e uma frag¢do de oxigénio inspi-
rado (FiO,) de 0,40. Nutri¢do intravenosa foi
também iniciada.

Figura 1

A infeccao do virus Zika intrauterino

O exame fisico completo, incluindo a mensuragédo
cuidadosa da circunferéncia cefalica, comprimento e
peso, foi realizado pelo pediatra, apds 24 horas de
vida. A circunferéncia occipitofrontal era de 28cm,
mais de 3 DP abaixo da média para idade gestacional
e sexo. O recém-nascido tinha comprimento de 46
cm e uma circunferéncia toracica de 30 cm. Depois
do nascimento, microcefalia e outras deformidades
como a sindrome de acinesia fetal (artrogripose) do
quadril e maos, assim como pés tortos bilaterais
foram observados (Figura 2). A ultrassonografia
transfonatela cerebral revelou aumento ventricular
bilateral e calcificagdes difusas no cérebro.

Sangue da mée e da crianga foram coletados para
identificar dengue (DENYV), Chikungunya (CHIKV)
e ZIKV. O recém-nascido também fez exames para
TORCH. O LCR foi coletado do recém-nascido para
identificar ZIKV através de exame molecular (ZIKV
RT-PCR) ¢ testes sorologicos (ZIKV IgM-ELISA).
Teste de neutralizagdo de reducdo de plaqueta
(PRNT) foi feito para avaliar a neutralizagdo de anti-

Microcefalia fetal.

A. Calcificagdes difusas nos hemisférios cerebrais; B. Fronte achatada; C. Ventriculomegalia, calcificacdes periventricu-
lares e cisterna magna alargada; D. Ventriculomegalia e calcificagdes periventriculares; E. Ultrassonografia trans-
fontanela cerebral revelou ventriculomegalia e calcificacdes cerebrais difusas; F. Ultrassonografia pré-natal revelou cis-

terna magna e ventriculos bilaterais alargados.
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Figura 2

Microcefalia e outras deformidades.

A. Sindrome de acinesia fetal/ artrogripose de quadril e maos e pés tortos bilateral; B. Radiografia de térax. Note pul-
mdes normais com paralisia diafragmatica unilateral e cardiomegalia.

Tabela 1

Resultados dos testes soroldgicos e moleculares da mae e do recém-nascido.

Paciente Amostra RT-PCR IgM (P/N)* 19G Interpretacao
ZIKV DENV CHIKV ZIKV DENV** DENV
Mae Soro ND ND ND 1,4 2,2 Positivo
Recém-nascido LCR ND ND ND 24,5 0,7 ZIKV IgM positivo
Soro ND ND ND 13,6 0,9 Positivo ZIKV IgM positivo

ND = Nao detectado; *(P/N) = OD amostra/OD controle negativo — Valor < 2 é negativo; > 3 é positivo; valor 2-3 é

considerado equivocado; **DENV = virus dengue 1-4 mistura.

corpos de ZIKV e DENV, seguindo o protocolo
modificado descrito previamente. Os resultados do
PRNT mostram que a mie e o recém-nascido tinham
anticorpos contra o dengue para DENV-3 e DENV-4
no passado, mas ndo pelos sorotipos 1 e 2 (Tabela 1).
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A radiografia do torax foi feita para avaliar o
desconforto respiratdria persistente e observou
pulmdes normais com paralisia diafragmatica unila-
teral e cardiomegalia (Figura 2). O ecocardiograma
Doppler mostrou um ducto patente com um shunt da



esquerda para direita ¢ um aumento cardiaco do lado
esquerdo. O paciente foi tratado com diuréticos
(furosemida) e ainda esta com suporte ventilatdrio.
A radiografia do térax recente é normal exceto pela
paralisia diafragmatica unilateral. As infecgdes
congénitas como sifilis, toxoplasmose, rubéola, cito-
megaloviruis e herpes simples foram descartadas no
recém-nascido. Até os dias atuais a crianga ainda
esta e ficard em cuidados intensivos com suporte
respiratorio até o diafragma funcionar normalmente,
que ¢ essencial para ventilagdo efetiva.

Discussao

Noés descrevemos o primeiro caso de paralisia
diafragmatica unilateral no recém-nascido com
confirmacdo laboratorial de ZIKV. Além disso, enfa-
tizamos a necessidade de fazer um raio-X nos recém-
nascidos com desconforto respiratério para avaliar a
possibilidade de paralisia diafragmatica unilateral. E
importante ressaltar, mesmo que ainda ndo descrita,
a associacdo da paralisia diafragmatica unilateral e a
infeccdo por ZIKV.

A paralisia diafragmatica, ¢ descrita como uma
polineuropatia desmielinizante inflamatoria a qual
pode ocorrer devido a doengas neurologicas que
afetam o nervo frénico, incluindo sindrome de
Guillan-Barré. Em dois casos, foi associado a
neuropatia frénica seguindo a DENV em adultos.
ZIKV esta associado com sindrome de Guillan-Barré
em adultos porém ndo tem nenhum registro da ocor-
réncia em recém nascidos.? Paralisia diafragmatica
unilateral tem sido descrita por seguir varias
infecgdes virais como herpes zoster, poliovirus, virus
do Oeste do Nilo e HIV. Esse achado em particular
ainda ndo foi registrado em nenhum estudo publi-
cado até os dias atuais e o exato mecanismo de
neuropatia frénica associado com infecgdo por ZIKV
ainda precisa ser elucidado.

O mecanismo etiopatogénico envolvido na para-
lisia diafragmatica em infec¢do por ZIKV ndo sdo
conhecidos e estudos precisam ser realizados para
investigar essa anormalidade especifica.

Esse paciente descrito neste caso de Zika
congénita nasceu em Pernambuco, que é considerado
o epicentro de infec¢des congénitas atribuidas a
ZIKV no Brasil.3 A maneira rapida com que o ZIKV
se espalhou no Brasil e na América Latina ¢
provavelmente o resultado de uma recente intro-
dugdo do virus na populag@o nativa, junto com o
adicional de fatores ambientais como a grande popu-
lagdo de insetos Aedes aegyti, o principal vetor de
arboviroses mundial.8

A identifica¢do do ZIKV ainda é um desafio,

A infeccao do virus Zika intrauterino

especialmente durante a gestagcdo onde nds temos o
temor das desordens no neurodesenvolvimento fetal
do cérebro e o desaparecimento dos sintomas
maternos. A amniocentese foi de fundamental
importancia para confirmar esse diagndstico ainda
durante a gravidez. Amniocentese ¢ um procedi-
mento de baixo risco, invasivo e foi realizado com
sucesso.3 Nos recomendamos a realizagdo de amnio-
centese na presenca de anormalidades fetais suges-
tiva de infecc¢do por ZIKYV, pois o liquido amniotico
¢ o Unico lugar que se pode identificar o ZIKV por
RT-PCR no utero, particularmente em estado
avangado gestacional, confirmando o diagnostico de
infecgdo fetal.

O genoma do ZIKV foi detectado no liquido
amniotico na 29* semana de gestagdo por RT-PCR.
No entanto, o ZIKV RNA nao foi detectado apos o
parto (no soro de ambos, a mée e o recém-nascido)
provavelmente porque a infec¢do aguda ocorreu no
inicio da gestagdo. ZIKV IgM no soro da mée foi
negativo. No entanto, especificos anticorpos do
ZIKV IgM foram detectados no LCR e amostra de
soro do recém-nascido. Porque o IgM ndo atravessa
a barreira placentaria ou cerebral, assim, o achado de
IgM no LCR indica que o recém-nascido teve a
infecgdo por ZIKV no sistema nervoso central. Além
disso, o achado de anticorpos IgM na amostra de
soro do recém-nascido indica que o paciente teve a
infecgdo intrautero. Ainda ndo se sabe por quanto
tempo esses anticorpos do ZIKV IgM poderao ser
detectados no LCR e no sangue.

Os resultados do PRNT mostram que a mée ¢ o
recém-nascido tinham anticorpos contra dengue para
DENV-3 e DENV-4 no passado, mas ndo para os
sorotipos 1, sugerindo passagem transplacentaria de
anticorpo maternal IgG para o recém-nascido. A mae
e o filho ambos apresentavam alta titulagdo de anti-
corpos neutralizantes da ZIKV no soro, no entanto,
para o recém-nascido isto era ainda maior (anti-
corpos produzidos pela mée e pelo recém-nascido),
quase o dobro. De maneira importante, anticorpos
neutralizantes do ZIKA virus também foram detec-
tados no LCR, confirmando o achado de IgM no
LCR. E importante notar que anticorpos IgM na
cruzam a barreira da placenta e esse resultado nao
sugere infec¢do associada com ZIKV e DENV.

A maioria dos relatos associam a ZIKV e micro-
cefalia quando a gestante ¢ infectada no primeiro
trimestre, mas, nesse caso, a mulher relatou sintomas
sugestivos de ZIKV na 14* semana de gestacdo, que
¢ o inicio do segundo trimestre de gravidez. No
entanto, um estudo sugere que prejuizos no feto
podem ocorrer em qualquer momento da gestagdo.9
A paciente ndo realizou exames para diagnosticar
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infecgdes congénitas em nenhum momento da
sintomatologia.

O diagnoéstico da microcefalia foi realizado no
pré-natal. Também foi observado que durante a
gravidez o crescimento da cabega do feto diminuiu,
sugerindo que teve uma parada no crescimento do
mesmo. A mensurac¢do da circunferéncia cefalica
através da ultrassonografia mostra uma pequena
variagdo tanto interobservador como intraobser-
vador. A ultrassonografia transfontanela do cérebro
foi realizada para confirmar a microcefalia do
recém-nascido.!0 Enquanto, a tomografia cerebral
ndo foi realizada pois a janela acustica da fontanela
anterior foi suficiente para examinar o cérebro do
recém-nascido pela ultrassonografia transfontanela.

Microcefalia associada a calcificagdo intracra-
niana e ventriculomegalia ¢ descrita na literatura
como sugestiva de outras infecgdes congénitas,? mas
a associagdo dessas manifestagdes com agenesia do
vermis cerebelar e antrogripose ainda precisa de
evidéncias cientificas. Tem diversas outras causas de
microcefalia descrita na literatura [genética,
hipoxico-isquémica, distirbios vasculares, distirbios
sistémicos e metabdlicos, exposi¢do a drogas
durante a gravidez (4lcool e quimicos), desnutri¢do
grave durante a gravidez e fenilcetontiria materna).s

Todas alteragdes morfologicas observadas
durante o pré-natal foram confirmadas, adicionando
outros diagnosticos, como o de artrogripose que ¢ a
presenca de contraturas congénitas conjuntas envol-
vendo pelo menos duas partes diferentes do corpo,
com ambos membros, inferior e superior. E um diag-
noéstico descritivo presente em muitas doengas com
etiologias variadas e ¢é algo comum de se observar na
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dificuldades para respirar apds o parto que foi diag-
nosticado como paralisia diafragmatica unilateral de
acordo com o raio-X do toérax. Baseado nesta
descoberta, n6s sugerimos a realizagio de raio-X do
torax de recém-nascidos com suspeita de zika
congénita para avaliar a presenca de paralisia
diafragmatica. Além disso, o recém-nascido ainda
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efetiva.
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atingidos e a maioria das infec¢des foi no primeiro
trimestre? Qual € o mecanismo da paralisia diafrag-
matica unilateral em recém-nascidos com ZIKV
congénita?
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