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RESUMO

Introducdo: O virus zika (ZIKV) causou preocupacdo global devido a inesperada
epidemia de infeccdo no Brasil, associada a microcefalia congénita e outras
intercorréncias gestacionais.

Objetivo: Analisar as alteracdes morfologicas e morfométricas de placentas de
gestantes infectadas com ZIKV, em comparacdo com placentas de gestantes
infectadas com HIV e com placentas de gestantes saudaveis sem alteragdes (grupo
controle negativo).

Método: Este estudo descreve a andlise morfométrica de placentas infectadas com
ZIKV (ZIKV; n = 23), em comparagdo com o grupo controle negativo (N-controle; n =
23) e o grupo infectado com HIV (HIV; n = 23). Também analisou a relacao entre as
alteracbes morfométricas com as alteracbes patoldgicas na microscopia
convencional, o tempo de infeccdo na gestante e a presenca da Sindrome do Zika
Congénito (CZS).

Resultados: Observou-se aumento significativo da area (p = 0,020) e do perimetro (p
=0,031), bem como um nimero maior de nés (p = 0,002), brotos (p < 0,001) e células
de Hofbauer CD163+ (p < 0,001) no grupo ZIKV quando comparado ao grupo N-
controle. As placentas com alteracdes patoldégicas na microscopia convencional
apresentaram maior diametro (p = 0,022), perimetro (p = 0,021) e nimero de nés (p =
0,010), brotos (p < 0,001) e células de Hofbauer CD163+ (p < 0,001) quando
comparadas a placenta sem alteracbes. Também foi observado aumento significativo
do diametro (p = 0,010), area (p = 0,010) e perimetro (p = 0,003) das vilosidades,
maior numero de nés (p = 0,005), brotos (p < 0,001) e células de Hofbauer CD163+
(p < 0,001) no grupo que teve CZS. O grupo HIV teve uma area maior (p < 0,001),
perimetro (p < 0,001), contagem de ndés (p = 0,049), brotos (p = 0,011) e células de
Hofbauer CD163+ (p < 0,001) quando comparado ao grupo N-controle, demonstrando
gue as anormalidades morfométricas encontradas no grupo ZIKV e HIV sdo muito
semelhantes.

Conclusdes: Ha4 aumento no tamanho das vilosidades e alteracBes na maturidade
apos a infeccdo pelo ZIKV durante a gravidez, e as mesmas alteracdes parecem ser
descritas para placentas infectadas pelo HIV. Essas alteracbes podem ajudar a
entender o aspecto da infeccdo pelo ZIKV relacionado a lesbes na placenta e
deficiéncias congénitas nos conceptos.

Palavras-chave: Zika virus, HIV, transmisséo vertical, placenta, analise morfométrica.



ABSTRACT

Background: Zika virus (ZIKV) caused global concern due to the unexpected
epidemic of infection in Brazil, associated with congenital microcephaly and other
gestational intercurrences.

Objective: To analyze the morphological and morphometric changes of placentas of
pregnant women infected with ZIKV, in comparison with placentas of pregnant women
infected with HIV and with placentas of healthy pregnant women without changes
(negative control group).

Method: This report describes the morphometric analysis of ZIKV-infected placentas
(ZIKV; n = 23), compared to the control non-infected group (N-control; n = 23) and HIV-
infected group (HIV; n = 23). It also has analyzed the relationship between the
morphometric changes with the pathological alterations on conventional microscopy,
time of pregnant infection, and presence of the Congenital Zika Syndrome (CZS).
Results: There was a significant increase in area (p = 0.020) and perimeter (p =
0.031), as well as a larger number of nodes (p = 0.002), shoots (p <0.001) and
Hofbauer CD163 + cells (p <0.001) in the ZIKV group when compared to the N-control
group. Placentas with pathological changes in conventional microscopy showed a
larger diameter (p = 0.022), perimeter (p = 0.021) and number of nodes (p = 0.010),
shoots (p <0.001) and Hofbauer CD163 + cells (p <0.001) when compared to the
placenta without changes. There was also a significant increase in diameter (p =
0.010), area (p = 0.010) and perimeter (p = 0.003) of the villi, greater number of nodes
(p =0.005), shoots (p <0.001) and Hofbauer cells CD163 + (p <0.001) in the group that
had CZS. The HIV group had a larger area (p <0.001), perimeter (p <0.001), node
count (p = 0.049), shoots (p = 0.011) and Hofbauer CD163 + cells (p <0.001) when
compared to the N group -control, demonstrating that the morphometric abnormalities
found in the ZIKV and HIV group are very similar.

Conclusion: There is an increase in villus size and maturity alterations after ZIKV
infection during pregnancy, and the same alterations seem to be described for HIV-
infected placentas. These alterations may help to understand the aspect of ZIKV
infection related to placental damage and congenital disabilities in the fetuses.

Keywords: Zika virus, HIV, vertical transmission, placenta, morphometric analysis.
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1 INTRODUCAO

1.1 ZIKA VIRUS

1.1.1 Histérico

O Zika Virus (ZIKV) foi identificado no sangue de macacos Rhesus na Floresta
de Zika, Uganda, em 1947, e o primeiro relato de manifestacdes clinicas ocorreu
incidentalmente em uma epidemia de ictericia em Afikpo, Nigéria, em 1954 (DICK,
1952; NORONHA et al., 2016; DICK, 1952).

Apos décadas de confinamento na Africa e na Asia, a primeira grande epidemia
causada pelo ZIKV foi registrado na Polinésia Francesa em 2013, identificando
aumento na incidéncia de microcefalia e outras anormalidades cerebrais congénitas
durante o periodo de infeccéo ativa (CAO-LOMENAU et al., 2014; SOLOMON et al.,
2016).

Em 2015, foi registrada uma séria epidemia de ZIKV em Camacari - Bahia,
Brasil, seguida de doenca similar em outros cinco estados vizinhos levando o
Ministério da Saude a notificar um alerta de ZIKV em abril do mesmo ano. Ao final de
2015, o virus havia se espalhado por 19 estados, principalmente do nordeste
brasileiro, revelando correlacdo forte entre a infeccdo viral por ZIKV com
malformacgfes cerebrais congénitas, incluindo a microcefalia, conforme encontrado
anteriormente na Polinésia Francesa (HUGHES et al., 2016; OLIVEIRA MELO et al.,
2016).

A transmissao autéctone do ZIKV é tipicamente feita pelos mosquitos do género
Aedes, comprovada em 2015 no estado do Parana, apGs recebimento de espécimes
de soros de fase aguda de pacientes que apresentaram uma “sindrome-like” na cidade
de Natal, Rio Grande do Norte. Uma hipotese aceitavel seria de que o virus foi trazido
para o Brasil durante a Copa do Mundo de 2014 (SOLOMON et al., 2016; ZANLUCA
et al., 2015).

1.1.2 Epidemiologia

No Brasil inicio de 2015, varios casos de pacientes que apresentam sintomas

de dengue chamaram a atencédo de infectologistas na regidao Nordeste do Brasil.
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Embora todos os pacientes viviam em uma éarea endémica de dengue, o diagnoéstico
da dengue resultou negativo. Os resultados de RT-PCR de soros dos pacientes
revelaram a infeccéo autdctone do ZIKV no pais pela primeira vez (BORDIGNON et
al., 2008; ZANLUCA et al., 2015). A partir deste periodo, o Brasil registrou aumento
dos casos e o0 ZIKV se espalhou rapidamente para outros paises da América do Sul e
da América Central (BRASIL/MINISTERIO DA SAUDE, 2016; PAHO/WHO, 2016).

A partir de outubro de 2015, observou-se uma incidéncia incomum de
microcefalia em recém-nascidos de mulheres que descreviam sintomas compativeis
com ZIKV na regido nordeste do pais. Em janeiro de 2016, jA eram mais de 3.500
casos suspeitos de microcefalia relacionada ao ZIKV, um aumento de mais de 20
vezes em comparacdo com a média histérica dos ultimos cinco anos, o que indica
uma possivel associacdo entre a infeccdo pelo ZIKV na gravidez e malformacodes
fetais (BHATNAGAR et al., 2017). Além disso, 46 casos suspeitos de morte
fetal/neonatal por microcefalia relacionada ao ZIKV foram notificados as autoridades
de saude brasileiras (BRASIL/MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

Entre 2015 e 2019 o MS foi notificado sobre 18.578 casos suspeitos de
alteracdes no crescimento e desenvolvimento possivelmente relacionadas a infeccao
pelo virus Zika e outras etiologias infecciosas, sendo que dentre os casos com
investigacdo concluida, 3.496 (18,8%) foram confirmados (SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE/MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

1.1.3 Estrutura, transmisséo e sintomatologia

O ZIKV é um membro da familia Flaviridae, pertencente da mesma familia do
virus da dengue, Chikungunya, febre amarela, virus oeste do Nilo e virus da encefalite
japonesa. Os flavivirus séo virus artropodes de cadeia simples de RNA de sentido
positivo, que causa infeccbes em humanos que variam desde febre baixa a
hemorragica e manifestacdes encefalicas (NEU et al., 2015; NORONHA et al., 2016).

A transmissédo ocorre tipicamente mediada pelo seu vetor, 0 mosquito Aedes
Aegypti, porém o ZIKV também pode ser transmitido por via placentéaria, sexualmente
ou por transfusdo, sendo detectado na urina, na saliva e no leite materno (AYRES,
2016; SOLOMON et al., 2016). O periodo de incubacédo do virus ocorre entre 3 e 12
dias e os sintomas podem durar de 2 a 7 dias, sendo que ainda ndo ha tratamento
especifico ou vacina (HUGHES, 2016).
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A prevencgdo da transmissao do virus se da, principalmente, pelo controle de
criadouros do mosquito vetor e acdes ativas na populacdo de uso de roupas claras
gue cubram a maior parte do corpo, repelentes, redes protetoras e inseticidas que
contém DEET, bem como uso de preservativos ou abolicdo da atividade sexual para
prevenir transmissao sexual ou placentaria (OEHLER et al., 2014).

Individuos infectados com ZIKV apresentaram febre aguda, sintomaticamente
similar a dengue, sendo caracterizada por cefaleia leve, febre, rash maculopapular,
mialgia, dor articular e nas costas, bem como mal-estar geral. Estes sintomas, as
vezes, sdo acompanhados de hiperemia conjuntiva, anorexia, tontura, diarreia e
constipacdo (SOLOMON et al., 2016; HUGHES et al., 2016). Mortes por infeccéo
aguda sao raras, porém o ZIKV tem sido associado a sindrome de Guillain-Barré
(SGB), podendo levar a paralisia e morte (OEHLER et al., 2014).

1.2 PLACENTA

Os meios pelos quais 0s virus podem ser transmitidos verticalmente sao
diversos e podem envolver a entrada no saco gestacional através da propagacao
hematogénica direta, invasdo transcolunar ou paracelular trofoblastica, transporte
dentro de células imunes ou por espermatozoides infectados, coloniza¢ao uterina pré-
gravidez, inoculacdo durante procedimentos invasivos durante a gravidez e/ou
infeccéo transvaginal ascendente (LUO et al., 2018).

A placenta é constituida por populacdes de células de trofoblasto primario
indiferenciado e de sinciciotrofoblasto diferenciado, que atuam como uma barreira
entre a mae e o feto (LUO et al., 2018; SHERIDAN et al., 2017; CAO et al.; 2017).
Assim, cada vilo placentario é revestido por trofoblastos, que envolvem o suprimento
sanguineo fetal e os macréfagos placentérios, as células Hofbauer (FIGURA 1).

Desta forma, a placenta possui mecanismos de defesa fisicos e imunologicos
que apresentam eficacia distinta em cada periodo da gestacao, pois a sintese proteica
placentaria se altera durante a gestagdo, de forma que as células do trofoblasto a
termo séo refratérias a infecgcéo por ZIKV (LUO et al., 2018; SHERIDAN et al., 2017;

CAO et al.; 2017).
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Fonte: Estela Bevilacqua - Laboratério de Estudos da
Biologia do Trofoblasto - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo.

Figura 1 - Arquitetura vilositaria representando:
*Connective tissue - tecido conectivo; *pFEC - capilar
fetal; *Stroma cell - fibroblasto; *Basal lamina -
membrana basal; *STB - sinciciotrofoblasto; *CTB -
citotrofoblasto; *Maternal blood - sangue materno;
*Fetal blood - sangue fetal; *Macrophage - macroéfagos
(células de Hofbauer); *Placental barrier - barreira
placentaria.

A decidua basal, primeira zona de contato entre o Utero e a placenta adjacente,
desenvolve-se a medida que as células placentarias de citotrofoblasto invadem a
parede uterina e remodelam os vasos sanguineos (TABATA et al., 2016). A decidua
parietal oposta, segunda zona de contato entre o Utero e as membranas fetais,
constitui uma superficie consideravelmente maior, onde as zonas materna e fetal
permanecem em contato desde a metade da gestacdo até o parto (TABATA et al.,
2016).

Os sinciciotrofoblastos mostraram-se resistentes a infeccdo por uma ampla
gama de virus (QUICKE et al., 2016). Um estudo recente mostrou que 0S
sinciciotrofoblastos também parecem ser resistentes a infeccéo por cepas histologicas
filogeneticamente relacionadas ao ZIKV nos primeiros tempos apos a infeccéo
(QUICKE et al., 2016).

Para a defesa ante a transmissao de patdgenos por via vertical, se destacam a
autofagia e os microRNAs especificos da placenta, além dos mondcitos, 0s quais sao
um importante tipo de célula imune inata, alvo de muitos flavivirus, que exibem
respostas inatas de citocinas sobre a infecgéo (CAO et al., 2017; LUO et al., 2018).

Os macroéfagos de Hofbauer sdo programados para limitar a inflamacéo apos a

infeccdo por virus, um mecanismo consistente com 0 ambiente tolerante a
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imunodeficiéncia da placenta e que apoiaria uma maior infeccdo de macrofagos fetais
em comparacdo com os maternos ((CAO et al., 2017). Varios estudos confirmaram
que estas células sédo alvos de infec¢do viral in vivo e in vitro, sendo as Unicas células
positivas para ZIKV (QUICKE et al., 2016; SCHWARTZ, 2017).

As células do trofoblasto secretam a proteina Interferon de tipo | humana
(IFN1), que regulam genes e protegem as demais células trofoblasticas e né&o
trofoblasticas da infeccéo pelo ZIKV, atuando de forma paracrina e autécrina, além de
estimular a imunidade adaptativa e promover inflamacao (LUO et al., 2018).

Entretanto, mesmo possuindo mecanismos de defesa a placenta pode ser
infectada (SHERIDAN et al., 2017; LUO et al., 2018). O acido ribonucleico (RNA) do
ZIKV foi identificado no liquido amniético de mées cujos fetos tinham anormalidades
cerebrais detectadas pela ultrassonografia. Antigenos e RNA virais também foram
identificados no tecido cerebral e nas placentas de criangcas que nasceram com
microcefalia e morreram logo apds o nascimento, bem como nos tecidos de abortos
espontaneos (SCHWARTZ, 2017).

1.3 ZIKV E PLACENTA

Recentemente, o ZIKV causou uma preocupacao global devido a epidemia
inesperada de infeccdo no Brasil, associada a malformacdes fetais, como:
microcefalia congénita (perimetro cefalico < 3 percentil para idade gestacional e sexo),
lisencefalia, hipoplasia cerebelar, hidrocefalia, polimicrogiria, desenvolvimento
anormal do corpo caloso, alteracdes na migragéao neuronal e calcificagdes subcorticais
que configuram sindrome do zika congénito (CZS) (NEU et al., 2015; NORONHA et
al., 2016; AYRES, 2016; SOLOMON et al., 2016; HUGHES et al., 2016; BRASIL et al.,
2016; MELO et al., 2016; SCHULER-FACCINI et al.,2015).

Além disso, podem haver outras intercorréncias gestacionais, incluindo
abortos, sendo que ambos parecem ser mais comuns quando a infec¢cao por ZIKV
ocorre no primeiro trimestre de gestagcéo; enquanto, em caso de infecgédo no terceiro
trimestre, ndo foram descritos casos de neonatos com alteragbes morfologicas
cerebrais, sugerindo que o desenvolvimento anormal do cérebro, na presenca do
ZIKV, ocorre na organogénese (PETERSEN et al., 2016; BHATNAGAR et al., 2017).

As vilosidades coribnicas sao consideradas a pele da placenta, fazendo a

interface primaria entre os componentes do sangue materno com a circulagéao fetal
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(SOUZA et al.,, 2016). Sendo assim, achados de estudos demonstram que,
possivelmente, a infeccao direta e a replicacdo do ZIKV, pode provocar sequelas nos
embrides e que, sua via de entrada, pode ser as células de Hofbauer (macréfago
placentario) das vilosidades coriénicas (PETERSEN et al., 2016).

A placenta infectada com ZIKV apresenta altera¢cdes de maturacdo vilositaria e
indicios de processo inflamatorio, 0os quais poderiam cursar com danos as vilosidades
coribnicas tais como calcificacdo, necrose, esclerose da geleia de Wharton,
espessamento da membrana basal citotrofoblastica, deposicéo de fibrina, hiperplasia
de células de Hofbauer, alteracdes vasculares, truncamento das colunas do
trofoblasto invasivo e consequente alteracbes no tamanho e maturidade das
vilosidades (BHATNAGAR et al., 2012; TABATA et al., 2016; RABELO et al., 2017;
ZARE MEHRIARDI, SHOBEIRIAN, 2017).

1.4 HIV E PLACENTA

Na andlise de placentas de gestantes HIV positivo, foram observadas
alteracdes no diametro e no perimetro das vilosidades, que sugeriam alteracdes em
sua maturacado e podendo ter sido causadas pela prépria infeccédo viral e / ou até uso
de drogas antirretrovirais; ou seja, a placenta tende a apresentar vilosidades menores
em relacdo a placentas de gestantes soronegativas (BAURAKIADES et al., 2011)
(FIGURA 2).

Estas placentas apresentaram reacfes positivas em algumas células
citotrofoblasticas e células Hofbauer e, quando placentas humanas infectadas com o
HIV in utero ou in vitro foram analisadas por PCR, o virus HIV-1 foi encontrado
distribuido principalmente em sincicio trofoblastos e células Hofbauer
(BAURAKIADES et al., 2011; SHEIKH et al., 2000).

Em alguns estudos foram detectadas sequéncias de HIV-1 em vilosidades
coribnicas e trofoblastos em todas as placentas analisadas, indicando que as
sequéncias do virus estdo sempre presentes nas placentas dessas mulheres, mesmo
na auséncia de alteracbes morfoloégicas e expressdo imuno-histoquimica
caracteristica do HIV (MATTERN et al., 1992; MENU et al., 1999).
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Fonte: BAURAKIADES et al., 2011.

Figura 2 - Placenta de mulher de 23 anos, HIV positivo, sem sinais de
vilite e com dismaturidade vilosa. Ndo houve transmissao vertical do
HIV. O concepto nasceu a termo, sem malformacdes congénitas e
com APGAR 9/10.

Embora o HIV néo seja um flavivirus, quando infecta a placenta € possivel
observar alteracdes similares com as de placentas infectadas com ZIKV. Em vista
disso, o principal alvo do HIV s&o os linfécitos T CD4, mas outras células portadoras
de receptores CD4 e quimiocina também s&o infectadas, incluindo mondcitos,
macrofagos e células dendriticas, onde estdo incluidas as células Hofbauer
(MAARTENS et al., 2014; YANG et al., 2017).

Sendo assim, tanto o HIV como o ZIKV parecem ter alteracfes histopatolégicas
placentarias muito semelhantes, e ambos podem infectar as células Hofbauer,

causando lesdes na interface primaria entre o sangue materno e a circulagéo fetal.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A placenta infectada com ZIKV apresenta alteracées de maturacao vilositaria e
indicios de processo inflamatério, os quais poderiam cursar com danos as vilosidades
coridnicas tais como calcificagdo, necrose, esclerose da geleia de Wharton,
espessamento da membrana basal citotrofoblatica, deposi¢édo de fibrina, hiperplasia
de células de Hofbauer, alteracdes vasculares, truncamento das colunas do
trofoblasto invasivo e, consequentemente, alteracdes no tamanho e maturidade das
vilosidades (BHATNAGAR et al., 2012; TABATA et al., 2016; RABELO et al., 2017,
ZARE MEHRIARDI, SHOBEIRIAN, 2017).

Assim como o ZIKV, o HIV também tem sido associado ao aborto, natimortos,
parto prematuro e outras intercorréncias gestacionais, mas ndo a sindrome congénita.
No entanto, os efeitos do HIV nas placentas permanecem pouco compreendidos.

Algumas das alteracdes descritas incluem corioamnionite e deciduite, aumento
do numero de nés e brotos sinciciais, distlrbios estromais como deposicao de fibrina
e fibrose, anormalidades na maturacdo e infarto das vilosidades. Outros autores
descreveram placentas infectadas pelo HIV sem alteragbes patolégicas na
microscopia convencional. Por outro lado, as técnicas morfométricas geralmente
mostram alterac6es no diametro e perimetro das vilosidades, sugerindo alteracdes na
maturacdo (BAURAKIADES et al., 2011; LOPES et al., 2013; OBIMBO et al., 2019).

Assim, o0 presente estudo teve como objetivo analisar as alteracdes
morfolégicas e morfométricas nas placentas infectadas pelo ZIKV e comparar essas
alteracdes as encontradas nas placentas infectadas pelo HIV, considerando a idade
gestacional, a presenca de CZS e as alteracbes patolégicas na microscopia
convencional como variaveis. Além disso, este estudo também compara os dois
grupos (grupo ZIKV e placenta infectada pelo HIV) com um grupo controle de placenta
nao infectada.

A hipotese deste estudo se refere ao fato de que a presenca do ZIKV na
vilosidade placentaria poderia ser o evento causador de anormalidades de tamanho e
maturacdo das mesmas sem ser acompanhada de vilite aguda ou crénica como outras
infeccdes cronicas intrauterinas (TORCH). Além disso, estas altera¢des poderiam ser

muito semelhantes a outras infec¢des virais que ndo cursam com vilite como o HIV.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar as alteracdes morfoldgicas e morfométricas de placentas de gestantes
infectadas com ZIKV, em comparagcdo com placentas de gestantes infectadas com

HIV e com placentas de gestantes saudaveis sem alteracbes (grupo controle
negativo).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar a relacao entre as alteracdes morfologicas e morfométricas com
as alteracfes patoldgicas na microscopia convencional;

2. Analisar a relacéo entre as alteracdes morfologicas e morfométricas com o
tempo de infeccdo na gestante;

3. Analisar a relacéo entre as alterac6es morfoldgicas e morfométricas com a

presenca da CZS no recém-nascido.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRA

O presente estudo foi aprovado pelo Comité Nacional de Etica em
Experimentacdo Humana e pelo Comité de Etica da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz), sob o numero CAAE: 42481115.7.0000.5248.

O grupo de placentas de gestantes infectada pelo ZIKV (grupo ZIKV) foi
selecionado em uma populacdo de 331 gestantes que apresentaram sintomas
compativeis com a infeccao pelo ZIKV, assistidos pelas unidades de saude publica do
Estado do Parana entre 2015 e 2016. Trinta e nove mulheres tiveram a infeccao pelo
ZIKV confirmada por RT -PCR. Dos casos positivos, dois tiveram abortos espontaneos
e o0s 37 restantes foram monitorados durante a gravidez até o parto que ocorreu entre

34 e 38 semanas gestacionais (FIGURA 3).

39 GESTANTES
ZIKV +

331 TORCH -

GESTANTES

(SUSPEITA ZIKV) 292 GESTANTES

EXCLUIDAS

Figura 3 - Desenho da amostra do grupo ZIKV, representando o acompanhamento das
gestantes com suspeita de infec¢do por ZIKV e o nimero de placentas que foram para
exame anatomopatolégico.

A condi¢cdo clinica dos recém-nascidos foi avaliada e eles ainda sé&o
acompanhados pela Secretaria de Saude do Parand (SESA). Das 37 gestantes
restantes, 23 tiveram amostras de placenta enviadas para andlise anatomopatoldgica.
Fragmentos do tecido placentario foram coletados imediatamente apdés o parto,
congelados e enviados para analise molecular para confirmar o ZIKV no RT-PCR
(FIGURA 3) (NORONHA et al., 2018).
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As variaveis clinico-patologicas consideradas neste estudo foram: idade
gestacional, presenca de CZS e alteracdes patoldgicas na microscopia convencional
por um patologista pediatrico.

As placentas das 23 gestantes positivas para ZIKV incluidas neste estudo
foram fixadas em formalina e embedidas em parafina (Formalin Fixed Paraffin
Embedded - FFPE) e analisadas no Laboratorio de Patologia Experimental da
Pontificia Universidade Catdlica do Parana (LPE-PUCPR). Todas as placentas foram
submetidas a analise imuno-histoquimica (IHQ) para verificar presenca de infeccéo
por ZIKV e 10 delas foram positivas, sendo que a infecgcédo por ZIKV nas gestantes
ocorreu no primeiro, segundo e terceiro trimestre gestacional. As placentas incluidas
neste estudo tém pelo menos dois testes positivos para infec¢éo por ZIKV, como RT-
PCR positivo no sangue e na placenta, ou RT-PCR positivo no sangue e na urina ou
até imuno-histoquimico positivo na placenta (NORONHA et al., 2018).

O grupo controle negativo das placentas néo infectadas (grupo N-controle) foi
selecionado em uma populacdo de gestantes que deram a luz no Complexo de
Clinicas da Universidade Federal do Parana (CHC-UFPR), que tiveram pré-natal sem
comorbidades. Elas deram a luz recém-nascidos considerados saudaveis, entre 34 e
38 semanas gestacionais, de 2004 a 2005, quando o ZIKV ndo estava circulando no
Brasil. Todas as mulheres gravidas foram testadas para infec¢des intrauterinas
congénitas (TORCH) com resultados negativos. As placentas ndo apresentaram
alteracdes anatomopatoldgicas (n = 23). As gestantes e os recém-nascidos foram
acompanhados até a alta hospitalar. As placentas desse grupo foram FFPE e
analisadas no LPE-PUCPR (BAURAKIADES et al., 2011).

O grupo das placentas de gestantes infectadas pelo HIV (grupo HIV) consistia
em placentas HIV-positivas de gestantes que deram a luz no CHC-UFPR, que né&o
tiveram outras comorbidades. As gestantes deram a luz recém-nascidos considerados
saudaveis, entre 34 semanas e 38 semanas de gestacdo em 2004 e 2005, quando o
ZIKV ainda néo circulava no Brasil. Essas mulheres foram submetidas a exames
laboratoriais para infec¢des intrauterinas congénitas (TORCH) com resultados
negativos (n = 23). Os recém-nascidos foram acompanhados até que sua condig&do
de infeccdo pelo HIV fosse definida como negativa. As placentas deste grupo foram
FFPE e analisadas no LPE-PUCPR (BAURAKIADES et al., 2011).
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4.2 ANALISE MORFOMETRICA

Cortes histologicos de todas as placentas foram corados com Hematoxilina-
eosina (HE) para avaliar o perimetro, diametro e area das vilosidades, niumero de
brotos, nés sinciciais e numero de vilosidades por campo. As se¢fes de HE foram
fotografadas com uma ampliacdo de 200 vezes (MPF - campo de médio aumento)
usando o scanner Axion Scan.Z1 (FIGURA 4), gerando em torno de 5.000 imagens.

Figura 4 - Scanner Axion Scan.Z1: microscoépio de
varredura de lamina automatizado que cria slides
virtuais de alta qualidade e captura imagens
fluorescentes com alto rendimento, organizados em
um banco de dados baseado na web para
visualizacdo e compartilhamento dos dados
(Manual Zeiss Microscopy).

Entre as imagens feitas, foram excluidas aquelas que nao foram focalizadas ou
com artefatos, além daquelas com tecido ndo-viloso (membranas, cordao, decidua).
As imagens restantes selecionadas, cerca de 1.000, tinham 100% do campo ocupado
por vilosidades placentarias e foram randomizadas para obter cerca de 100 imagens

para cada caso dos trés grupos de estudo.
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4.2.1 Perimetro, diametro e area da vilosidade

As medidas do perimetro, do menor diametro e da area das vilosidades foram
realizadas utilizando o software Image-Pro Plus® 4. Os desenhos foram feitos a mao
livre em 100 vilosidades em imagens consecutivas (FIGURA 5), sendo que apés medir
essas 100 vilosidades, as demais imagens foram descartadas.

'3 Image-Pro Plus

File Edit Acquire Enhance Process Measure Macro Window Help

SHEwCSEBR 2800z Ad
h LRV 16. 1350_b090c0x57686-1600y84330-1 [:Hj@

Figura 5 - Software Image-Pro Plus® 4: software de
andlise de imagens wusado para contagem
automatizada (Manual Image-Pro Plus® 4, Media
Cybernetics, Silver Spring, EUA)

No final do contorno de cada vilosidade, o programa forneceu dados de
perimetro, didmetro (maior e menor), area e outras medi¢cbes em micrometros
quadrados (um/umz2). Os dados foram exportados diretamente para uma planilha do
Microsoft Excel® e organizados por caso de cada uma das 23 placentas dos trés
grupos. Para a andlise estatistica, foram utilizados o menor diametro, perimetro e area
(BAURAKIADES et al., 2011).
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4.2.2 Numero de nés e brotos sinciciais e contagem do namero de vilosidades

por campo

Para avaliar os no6s e brotos sinciciais, foram utilizadas as mesmas 100
imagens em HE, previamente escolhidas. Em seguida, foram utilizadas 30 imagens
de cada uma das 23 placentas dos trés grupos e submetidas a contagem simples
dessas duas estruturas microscopicas (nos e brotos sinciciais), bem como a contagem

do namero de vilosidades por campo (NORONHA et al., 2018).

4.3 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

As seccdes histologicas das placentas foram fixadas em laminas de vidro com
carga elétrica e subsequentemente desparafinadas com xilol aquecido (37°C),
desidratadas com banhos sucessivos de alcool etilico absoluto e em solu¢cdo com
concentracfes decrescentes e reidratadas com agua.

Alcool metilico e perdxido de hidrogénio foram utilizados no primeiro blogqueio
da peroxidase endogena e 4gua destilada e peroxido de hidrogénio no segundo bloco.
Foram incubados com anticorpo primario anti-CD163 (Invitrogen, Carlsbad, EUA) por
uma hora e com anticorpo secundario associado ao polimero de dextrano (Spring
Bioscience, Pleasanton, EUA) por 30 minutos.

Para o desenvolvimento, o complexo DAB/substrato (DAB, DakoCytomation)
foi adicionado as laminas, seguido de contracoloracdo com hematoxilina de Mayer,
desidratados com banhos de alcool etilico em concentracdes crescentes, clarificacdo
com xilol e mistura com Canada Balsam. O protocolo desenvolvido e descrito acima
ja esta padronizado no servico do LPE-PUCPR (NORONHA et al., 2018).

4.3.1 Numero de vilosidades por campo e de células de Hofbauer CD163+

Para quantificar o nimero de vilosidades e as células de Hofbauer CD163+
foram analisados 30 campos de grande aumento (400x) e foi realizada contagem
simples dessas estruturas microscopicas das 23 placentas de cada um dos trés

grupos do estudo.
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram descritos por médias, desvios-padrao, medianas, valores
minimos e maximos. O teste t de Student para amostras independentes ou o teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney, quando apropriado, foram utilizados para a
comparacao dos grupos. O teste de Shapiro-Wilk avaliou a condicdo de normalidade.
Valores de p < 0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados foram analisados no
software Stata/SE v.14.1, StataCorpLP, EUA.
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Este estudo descreve a analise de variaveis comparadas entre os grupos ZIKV,

HIV e N-controle. O grupo ZIKV foi comparado pelo tempo de infeccédo (trimestre

gestacional), presenca de alteragBes patolégicas nas placentas na microscopia

convencional e presenca de CZS (Tabela 1).

TABELA 1 - Baseline do grupo ZIKV

Caracteristicas patologicas

Trimestre . . Sindrome do Zika Idade gestacional e
Gestacional namicroscopia Congénito desfecho
convencional
Agenesia da artéria umbilical Sim - microcefalia Prematuro/Vivo (36s)
Primeiro Sem alteracdes patol6gicas N&o A termo/Vivo
trimestre

(1-13 semanas)

Imaturidade vilositaria

Sim - microcefalia

A termo/Obito perinatal (20h)

Sem alteracOes patologicas Nao A termo/Vivo

Sem alteracOes patologicas Nao A termo/Vivo

Sem alteracdes patoldgicas N&o A termo/Vivo

Sem alteracdes patologicas N&o A termo/Vivo

ﬁfggggg Funisite aguda leve N&o A termoNivo
(14-26 semanas) Sem alteracOes patologicas Sim - Espinha bifida A termo/Vivo
Sem alteragdes patoldgicas Néo A termo/Vivo

Sem alteragGes patoldgicas Néo A termo/Vivo

Imaturidade vilositaria Nao A termo/Vivo

Sem alteracdes patolégicas Nao A termo/Vivo

Imaturidade vilositaria Néo A termo/Vivo

t-rrierrrm(;iitrroe Sem alteracdes patolégicas N«’ilo A termoNivo
(27-40 semanas) Sem alteragGes patologicas Néo A termo/Vivo
Sem alteracdes patolégicas Nao A termo/Vivo

Nao A termo/Vivo

Sem alteracdes patoldgicas

Trimestre
desconhecido

Sem alteragdes patoldgicas
Imaturidade vilositaria

Imaturidade vilositaria
Imaturidade vilositaria

Sem alteragdes patoldgicas

Sim - Hicrocefalia
Sim(?)

Sim - Encefalocele

Sim - microcefalia

Sim - Hicrocefalia

Prematuro/Vivo (34s)
A termo/Natimorto
A termo/Obito apés 1 més
A termo/Natimorto
Prematuro/Vivo (34s)

Legenda: * caso ndo considerado para analise morfométrica devido a artefatos de fixagdo. (?) descrigcao

de alteracdo congénita

nao disponivel.

A analise da area (p = 0,020), do perimetro (p = 0,031) e do numero de nos (p
= 0,002), brotos (p <0,001) e células de Hofbauer CD163+ (p <0,001) no grupo ZIKV

demonstrou imaturidade das vilosidades coridnicas, maior niUmero de nés e brotos e

hiperplasia das células de Hofbauer quando comparadas ao grupo N-controle (p

<0,05). No entanto, o diametro (p> 0,05) ndo mostrou diferenca entre o grupo ZIKV

guando comparado ao grupo N-controle (Tabela 2; Figura 6 e 7).
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TABELA 2 - Mediana e valor de p dos dados morfométricos no primeiro, segundo e terceiro trimestre de gestacao, presenca de alteracdes patoldgicas da

placenta e CZS.

GRUPO ZIKV VS N-CONTROLE

TRIMESTRE GESTACIONAL DE INFECGAO

ALTERACOES PATOLOGICAS DE
PLACENTA NA MICROSCOPIA
CONVENCIONAL

SINDROME DO ZIKA CONGENITO

VARIAVEL ZIKV N-CONTROLE Primeiro Segundo Terceiro Nao Sim N&o Sim
40,5 37,6 38,3 40,2 39,8 40,1 44,9 40,0 45,5
Diametro (um) (57,7-29,1) (43,4-30,4) (46,3-29,1) (45,3-32,1) (44,6-29,1) (50,6-29,1) (57,7-36,6) (45,3-29,1) (57,7-36,6)
NS NS 0,0226 0,0109
2242 1867 1812,9 21194 2241,8 2165,1 2907,4 2119,4 2897,1
Area (um?) (4354-1229) (2496-1314) (3536,9-1228,8)  (2927,2-1377,9)  (2917,7-1527,3)  (3671,2-1228,8)  (4354,4-1673,3)  (2927,2-1228,8)  (4354,4-1673,3)
0,020 NS NS 0,0102
189 174 174,2 182,1 186,2 181,2 208,9 180,3 214,0
Perimetro (um) (478-142) (219-148) (237,2-142,2) (477,7-163,2) (203,8-154,3) (477,7-142,2) (257,6-163,2) (477,7-142,2) (257,6-176,9)
: 0,0292* ,0212 0,0035
NGmero de 9,9 6,9 9,9 11,1 8,6 9,8 10,2 10,1 9,8
nésivilosidade (15,5-3,5) (11,7-4,2) (11,6-7,9) (14,3-9,3) (15,5-4,7) (15,5-4,7) (11,6-3,5) (15,5-4,7) (11,6-3,5)
0,002 0,0062** 0,0101 0,0054
N 6 2,3 0,9 1,9 2,4 2,1 2,4 2,0 2,2 2,8
brotos/vilosidade (3,3-1,4) (1,9-0,3) (3,2-1,6) (3,1-1,4) (2,6-1,8) (3,2-1,6) (3,3-1,4) (3,2-1,4) (3,3-1,7)
<0,001 <0,0001*** <0,0001 <0,0001
NGmero de células de 2,1 0,6 2,7 2,2 1,9 2,0 25 2,0 2,8
Hofbauer (4,4-1,3) (1,0-0,1) (3,3-2,0) (2,3-1,7) (2,3-1,7) (2,4-1,3) (4,4-1,7) (2,4-1,3) (4,4-1,4)
CD163+/vilosidade <0,001 <0,00071**+* <0,0001 <0,0001

Legenda: NS - valor de p nao significativo. * Valor de p refere-se ao segundo trimestre vs. grupo N-controle. ** Valor de p refere-se ao segundo trimestre vs. grupo N-
controle. *** O valor de p refere-se a seguinte comparacgéo: terceiro trimestre vs. grupo N-controle; primeiro vs. terceiro trimestre; segundo trimestre vs. o terceiro
trimestre. **** O valor de p refere-se a seguinte comparac¢éao: terceiro trimestre vs. grupo N-controle; primeiro vs. o0 segundo trimestre; primeiro vs. o terceiro semestre.
Teste t de Student para amostras independentes (didmetro, area e brotos) ou teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (perimetro, nés e células de Hofbauer

CD163+/vilosidades); valor de p <0,05.
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FIGURA 6: Anélise morfométrica de amostras placentarias de mulheres infectadas com ZIKV durante
a gravidez em comparacdo ao grupo N-controle. (1) O perimetro das vilosidades (2) Numero de
noés/vilosidades. (3) O namero de brotos/vilosidades. (4) O nimero de células de Hofbauer CD163+.
Fotomicrografia de uma amostra placentéria corada com HE mostrando: perimetro das vilosidades
(desenho & mé&o livre em vermelho) no grupo N-controle (A) e no grupo ZIKV (B); numero de
nos/vilosidades sincitais (setas) no grupo N-controle (C) e no grupo ZIKV (D); numero de
brotos/vilosidades (setas duplas) no grupo N-controle (E) e no grupo ZIKV (F). Ampliacdo original: 200x.
Barras de escala: 100 uym. Fotomicrografia de imunocoloragdo com CD163 destacando a célula
Hofbauer (ponta de seta) no grupo N-controle (G) e no grupo ZIKV (H). Ampliacdo original: 400x. Barras

de escala: 50 ym.




ZIKV VERTICAL TRANSMISSION

Villous

ZIKV
Fetal vessel &

Fetal
endothelial cell

Hofbauer S o&b
cells S &
N4
& @
& o2
&
Cytotrophoblast ~ be\&
o
&
N-CONTROL
Villous
Fetal ve}
Fetal
endothelial cell
Hofbauer > &c’
S S
cells NS
>
&N\
& g‘,\'b
@
Cytotrophoblast < @rz}'&
&
N-CONTROL
Villous
Fetal ve}
Fetal
endothelial cell
Hofbauer > &e
o
cells NN
NG
& &
&
G
Cytotrophoblast ~ &
A
&

FIGURA 7: A ilustracdo mostra as diferencas na transmissao vertical entre o ZIKV e o
HIV. Além disso, demonstra as diferengcas morfométricas entre o grupo N-controle e o
ZIKV e entre o grupo N-controle e o grupo HIV, respectivamente. No entanto, também
representa resultados morfométricos semelhantes quando o grupo ZIKV foi comparado
com o grupo HIV. As membranas sinciciais do grupo N-controle sdo mais eficientes
porque 0s vasos estdo mais proximos do citotrofoblasto e as trocas mée-fetais sdo mais
apropriadas. Nas placentas infectadas com ZIKV e HIV, as vilosidades aumentam de
tamanho, afastando o vaso da camada de trofoblasto, distanciando as membranas
sinciciotrofoblasticas, que podem causar morte intrauterina, bebés prematuros com baixo
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As andlises morfométricas foram realizadas em amostras de tecido placentério
de méaes que foram infectadas com ZIKV durante o primeiro (n = 4), segundo (n = 7)
e terceiro trimestre de gravidez (n = 6). Em cinco amostras de placenta, o trimestre da
infeccdo era desconhecido. O perimetro (p = 0,029), contagem de nos (p = 0,006),
brotos (p <0,001) e células Hofbauer CD163 + (p <0,001) apresentaram diferencas
significativas no trimestre da infec¢do. No entanto, a anélise dessas placentas mostrou
gue o diametro e a area nao apresentaram diferencas quando comparado o trimestre
gestacional da infeccdo (p> 0,05). As diferencas mais relevantes foram observadas
entre o segundo e o terceiro trimestre de infec¢do versus o grupo N-controle (TABELA
2).

Quando comparadas as placentas infectadas pelo ZIKV com e sem alteracdes
patolégicas pela microscopia convencional, observou-se diferenca significativa no
didametro (p = 0,023), perimetro (p = 0,021), contagem de nés (p = 0,010), brotos (p
<0,001) e células de Hofbauer CD163+ (p <0,001), porém a area nao apresentou
diferenca significativa nesse aspecto (p> 0,05) (TABELA 2).

O status dos recém-nascidos (com ou sem CZS) também foi analisado. O
didmetro (p = 0,011), a &rea (p = 0,010), o perimetro (p = 0,004), a contagem de nés
(p = 0,005), as brotacbes (p <0,001) e as células de Hofbauer CD163+ (p <0,001)
apresentaram diferenca significante entre os recém-nascidos com CZS quando
comparados aos recém-nascidos sem essa condi¢cao (TABELA 2).

Além das placentas infectadas pelo ZIKV, as placentas infectadas pelo HIV,
consideradas sem alteracfes patologicas pela microscopia convencional, também
mostram alterac6es na maturacao das vilosidades, quando comparadas as placentas
nao infectadas. Quando comparadas ao grupo N-controle, a area (p <0,001), o
perimetro (p <0,001), a contagem de nés (p = 0,005), brotos (p = 0,011) e células de
Hofbauer CD163+ (p <0,001) do grupo HIV revelou diferenca significativa, enquanto o
diametro ndo mostrou diferencga entre esses grupos (p> 0,05) (TABELA 3; FIGURA 7).

As placentas infectadas com ZIKV apresentaram diferenca significativa apenas
no numero de brotos (p <0,001) e de células de Hofbauer CD163+ (p <0,001) quando
comparadas as placentas infectadas pelo HIV. No entanto, o diametro, a area, o
perimetro e o numero de brotos ndo apresentaram diferenca significativa (p> 0,05)
(TABELA 3; FIGURA 7).
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TABELA 3 - Mediana e valor de p dos dados morfométricos entre o grupo N-controle, o grupo HIV e o
grupo ZIKV.

PATHOLOGICAL ALTERATIONS OF PLACENTA

VARIABLE N-control group HIV group ZIKV-group HIV group
37,55 39,48 40,49 39,48
Diametro (um) (43,44-30,37) (49,08-32,55) (57,72-29,09) (49,08-32,55)
0,0824 0,7919
1866,78 2241,82 234743
. , (2496.19- 2347.,43 (4354.37- (3684.28-
Area (um?) 1314,06) (3684,28-1520,34) 1228,81) 1520,34)
<0,0001* 0,5381
173,55 202,65 189,49 202,65
Perimetro (um) (218,77-148,17) (301,05-149,12) (477,68-142,16)  (301,05-149,12)
<0,0001* 0,1134
6,85 8,26 9,86 8,26
NUmero de nés/vilosidade (11,66-4,16) (10,56-4,36) (15,46-3,46) (10,56-4,36)
0,0496* 0,1162
) 0,86 1,43 2,28 1,43
br OL\'O”STV?(SS?C?& de (1,93-0,26) (1,83-0,63) (3,33-1,43) (1,83-0,63)
0,0114* <0,0001*
Numero de células de 0,61 1,14 2,10 1,14
Hofbauer (0,95-0,079) (1,62-0,64) (4,40-1,32) (1,62-0,64)
CD163+Nvilosidade <0,0001* <0,0001*

Legenda: * refere-se ao valor de p significante.
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6 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo analisar as alteracbes morfolégicas e
morfométricas em placentas infectadas com ZIKV, comparando-as com placentas de
gestantes saudaveis e placentas infectadas com HIV, levando em consideracdo a
idade gestacional, altera¢cGes patoldgicas da placenta na microscopia convencional e

presenca de CZS.

6.1 ALTERACOES MORFOMETRICAS

Os resultados mostraram aumento significativo da area e do perimetro do grupo
ZIKV quando comparado ao grupo N-controle. Além disso, também foi observado um
ndmero maior de nos, brotos e células de Hofbauer CD163+ (TABELA 2).

Os ndés sinciciais sdo especializagdes nos sinciciotrofoblastos e seu aumento
acentuado no final da gestacéo indica maturacéo precoce da vilosidade (NORONHA
et al., 2018). Os brotos sinciciais s&o marcadores de proliferacdo de trofoblastos e sé&o
vistos com frequéncia no inicio da gravidez e aumentam em muitas doencas
(LOUKERIS et al., 2010).

As células Hofbauer foram as Unicas células fetais positivas para o ZIKV nas
placentas humanas naturalmente infectadas, independentemente do periodo
gestacional em que a infec¢do ocorreu. As células de Hofbauer também parecem
permanecer persistentemente infectadas até o momento do parto (NORONHA et al.
2018). Isso sugere que a hip6tese mais plausivel para a transmissao transplacentaria
do ZIKV estaria relacionada a sua associacdo com as células Hofbauer e sua
capacidade migratdria de alcancar os vasos fetais e infectar o feto por transcitose ou
pelo mecanismo de "cavalo de Troia" (AAGAARD et al., 2017).

Os achados deste estudo corroboram com estudos que mostraram um atraso
na maturagcdo das vilosidades e sinais da hiperplasia de Hofbauer nas placentas
infectadas pelo ZIKV. Essas alteracdes podem levar a danos nas vilosidades
coribnicas, como calcificacdo, necrose, esclerose da geleia Wharton, deposicao de
fibrina e aumento significativo do tamanho das vilosidades (BHATNAGAR et al., 2017;
TABATA et al., 2016; RABELO et al., 2017; ZARE MEHRJARDI e SHOBEIRIAN,

2017). Pode-se concluir que todos os parametros anatomopatolégicos podem ser
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confirmados pelos dados morfométricos e podem ser usados para descrever
placentas infectadas pelo ZIKV.

6.2 TRIMESTRE DE INFECCAO POR ZIKV

Quando o tempo da infeccdo por ZIKV foi analisado em termos de dados
morfométricos da placenta, observou-se que a maioria das diferencas entre o grupo
ZIKV e N-controle parece ocorrer quando a infec¢do ocorre no segundo € no terceiro
trimestre de gestacdo. Como todos os recém-nascidos deste

No presente estudo, todos os recém-nascidos foram infectados no terceiro
trimestre (a termo ou pré-termo), sendo assim, o curto intervalo de tempo decorrido
entre 0 momento da infeccdo por ZIKV e o seu nascimento pode ser uma explicacao
para alteragbes mais pronunciadas nessas placentas.

O numero de células Hofbauer CD163+ também mostrou diferencas entre os
grupos, sugerindo que essas células podem apresentar hiperplasia precoce e essa
hiperplasia parece ser mantida durante todo o periodo gestacional, embora diminua
de intensidade ao longo dos meses. Esse fato parece concordar com a hipétese de
gue essas células podem funcionar como um reservatorio de ZIKV (NORONHA et al.,
2018; ZANLUCA et al., 2015).

6.3 ALTERACOES PATOLOGICAS

Quinze das 23 placentas infectadas com ZIKV foram diagnosticadas sem
alteracdes patolégicas pelo patologista pediatrico. Oito delas tiveram alteracdes
patolégicas na microscopia convencional na observacao dos patologistas pediatricos,
principalmente imaturidade das vilosidades (TABELA 1).

Quando as placentas com e sem alteracdes patologicas na microscopia
convencional foram comparadas (TABELA 2), as placentas diagnosticadas com
imaturidade das vilosidades apresentaram diametro, perimetro e nimero de ndés,
brotos e células de Hofbauer CD163+ mais elevados. Isso significa que os patologistas
provavelmente identificaram essas alteracdes na microscopia convencional e todos
denominaram imaturidade das vilosidades, portanto ndo precisavam de técnicas de

morfometria para fazer o diagndstico.
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Por outro lado, placentas infectadas com ZIKV que n&o apresentavam
alteracOes patologicas apds a microscopia convencional também apresentaram maior
diametro, perimetro e numero de nds, brotos e células de Hofbauer CD163+ quando
comparados ao grupo N-controle (TABELA 2). Por esse motivo, observa-se que a
microscopia convencional ndo consegue identificar alteragdes sutis que a morfometria

pode encontrar.

6.4 SINDROME DO ZIKA CONGENITO

Os dados morfométricos também foram comparados com a presenca ou
auséncia de CZS (Tabela 2). Este estudo mostrou aumento significativo do diametro,
da area e do perimetro das vilosidades, bem como aumento do nimero de brotos, nos
e células de Hofbauer CD163+ no grupo que apresentou CZS. Oito recém-nascidos
tiveram malformac@es fetais relacionadas a infeccdo pelo ZIKV durante a gravidez.
No entanto, quinze mulheres tiveram o inicio dos sintomas do ZIKV durante a gravidez
e deram a luz a recém-nascidos sem CZS.

Independentemente do trimestre em que a infeccdo ocorreu, como o ZIKV é
detectado nas células da placenta até o final da gravidez, é plausivel especular que a
infeccdo do feto possa ocorrer como um evento secundario e, em alguns casos, que
as anormalidades sejam detectadas apenas meses apds parto (AAGAARD et al.,
2017; ARAGAO et al.,2017; VENTURA et al., 2017; LOU et al., 2018; SHERIDAN et
al., 2017).

Neste estudo, observou-se que o ZIKV causa alteracbes essenciais nas
vilosidades da placenta que podem levar a distirbios congénitos, natimortos e morte
neonatal. Também pode-se concluir que os parametros morfométricos podem ser
biomarcadores para CZS, uma vez que sdo mais pronunciados nos recém-nascidos
malformados. Esses dados podem ajudar no acompanhamento clinico dos recém-
nascidos com distlrbios congénitos subclinicos ou até mesmo ndo aparentes ao

nascimento.

6.5 PLACENTAS INFECTADAS COM HIV E ZIKV

Neste estudo, 23 placentas infectadas pelo HIV (grupo HIV) sem alteracdes

morfolégicas na microscopia convencional observada pelo patologista pediatrico
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foram comparadas a placentas saudaveis (grupo N-controle). Os achados mostraram
que o grupo HIV possuia maior area, perimetro, contagem de ndés, brotos e células de
Hofbauer CD163+ quando comparado ao grupo N-controle (TABELA 3).

Estudos também revelaram que as placentas expostas a infeccdo pelo HIV
exibiam as seguintes caracteristicas microscopicas: edema, imaturidade das
vilosidades, necrose focal de trofoblastos, numerosas células Hofbauer, deposi¢céo de
fibrina intervilosa e corangiose (LOPEZ et al.,2013; OBIMBO et al., 2019; ANDERSON
1997). No entanto, quando esses padrdes sdo sutis ou minimos, os patologistas nao
conseguem fazer o diagnéstico, porque grande parte dessas anormalidades é
fisiolégica em expressdo minima. Dado isso, técnicas morfométricas podem ser Gteis
para identificar anormalidades sutis.

Este estudo também demonstra que as anormalidades morfométricas
encontradas no grupo ZIKV e HIV sédo semelhantes, portanto, quando ambas foram
comparadas, ndo foram encontrados resultados estatisticamente significativos, exceto
pelo numero de brotos e células de Hofbauer CD163+ que tiveram maior contagem
no grupo ZIKV (TABELA 3).

Aparentemente a hiperplasia de Hofbauer e as Vvilosidades de
brotacdo/imaturidade podem ser mais pronunciadas e caracteristicas nas placentas
infectadas pelo ZIKV (NORONHA et al., 2018; LOPEZ et al., 2013). Esse aspecto pode
ajudar os patologistas pediatricos a suspeitar do diagndstico da transmissao vertical
do ZIKV.
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7 CONCLUSOES

7.1 CONCLUSAO GERAL

Ha um aumento no tamanho (maior perimetro) das vilosidades, alteracfes na
maturacdo vilosa (presenca de maior quantidade de brotos e nés) e aumento do
namero de células de Hofbauer apds a infeccédo pelo ZIKV quando comparada ao
grupo controle. Além disso, alteracdes muito semelhantes foram demonstradas nas
placentas infectadas pelo HIV quando comparadas ao grupo ZIKV, mas a hiperplasia
de células de Hofbauer podem ser menos pronunciadas no primeiro grupo.

7.2 CONCLUSOES ESPECIFICAS

Neste estudo foi possivel observar que, mesmo as placentas que foram
diagnosticadas como dentro dos padrées de normalidade pelo patologista no exame
de rotina, ao exame morfométrico apresentavam alteracbes de tamanho e de
maturacdo das vilosidades, porém discretas ao ponto de ndo serem percebidas pelo
patologista sem um exame mais acurado, como a morfometria automatizada.

Foi observado que infe¢cdes que ocorreram no segundo e no terceiro trimestre
geraram mais alteracdes de maturacdo e tamanho nas vilosidades placentarias,
guando comparadas aquelas gestantes que se infectaram no primeiro trimestre.

Ao compararmos os resultados morfométricos com a informacao de presenca
de CZS nos conceptos, foi observado que as placentas cujos bebés apresentaram
CZS demonstraram alteracdes de tamanho e maturacdo mais pronunciadas.

Sendo assim, a imaturidade vilosa e a hiperplasia de Hofbauer observadas nas
placentas de gestantes infectadas com ZIKV quando comparadas a placentas
infectadas com HIV e placentas saudaveis, tornam-se parametros para avaliacdo do
grau de comprometimento placentario de acordo com a idade gestacional bem como

a presenca ou ndo de CZS nos conceptos.
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Introduction: Zika virus (ZIKV) caused global concem due o the unexpected epidemic
of nfection in Brazil, associated with congenital microcephaly and other gestational
nieroumences. Study design:  This report describes the momphometnic analysis of
ZIKV-infected placentas (ZIKV; n = 23}, compared to the control non-infected group (M-
control; n = 23) and HIV-infected group (HIV: n = Z3). It also has analyzed the
relationship between the morphometric changes with the patholegical alerations on
comventional microscopy, time of pregnant infection, and presence of the Congenital
Zika Syndrome (CZ5). Results: The findings of this study showed significant
enlargement of area and perimeter, as well as a higher number of knots, sprouts, and
CD1i63+ Hofbauer cells of the ZIKW growp when compared to the N-control growp.
Placentas with patholegical changes on conventional microscopy had a higher
diameter, perimeter, and the number of knots, sprouts, and CO163+ cells when
compared to the placenta without alterations. We also observed a sagnificant
entargement of the vill's diameter, area, and perimeter, a higher mamber of sprouts,
and CO163+ Hofbauer cells in the group that had CZ5. HIV group had a larger area,
perimeter, count of knots, sprouts, and CO163+ Hofbauer cells when compared to the
N-conitrol growp, demonsirating that the morphometrical abnomalities finding on ZIKV
and HIV growp are very similar. Condusions: There is an increase in villus size and
maturity alterations after ZIKV infection during pregnancy, and the same alierations
seem to be described for HIV-infected placentas. These alterations may help to
umnderstand the aspect of ZIKV infection related to placental damage and congenital
disabilities, as well as possible deficencies that might appear after birth.
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