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RESUMO

A sindrome congénita associada a infeccdo pelo virus Zika (SCZ) ¢ caracterizada por
malformagdes congénitas encontradas em criangas infectadas pelo virus Zika (ZIKV) durante
a gestagdo e, embora seu espectro clinico ainda ndo esteja totalmente esclarecido, esta associado
a microcefalia, disturbios neurolégicos, manifestagdes oftalmoldgicas e ortopédicas e também
a perda auditiva neurossensorial (PANS). O objetivo deste estudo foi caracterizar o
comportamento da fun¢do auditiva de criangas com SCZ nos primeiros trés anos de vida. Foram
avaliadas 139 criangas com SCZ com confirmagdo laboratorial do virus no liquido
cefalorraquidiano. Foram excluidas do estudo as criangas expostas a outros fatores de risco para
perda auditiva congénita ou perinatal, como histéria familiar de surdez congénita ou tardia,
infeccoes congénitas conhecidas como STORCH (sifilis, toxoplasmose, rubéola,
citomegalovirus, herpes simples), uso de medicacdes ototoxicas e ventilagdo mecanica, hipdxia
perinatal grave, entre outros. A avaliagdo auditiva foi realizada por meio da pesquisa do
potencial evocado auditivo de tronco encefalico automatico (PEATE-A) com uso do estimulo
Click anualmente e, quando detectada falha no exame, as criancas foram encaminhadas para
avaliagdo audioldgica complementar para defini¢do diagndstica. De 139 criangas com SCZ,
nove tinham PANS, que se manteve até a ultima avaliagdo. Uma delas foi excluida devido ao
uso de ototdxicos, resultando em uma ocorréncia de oito das 138 criangas do estudo (5,8%),
confimando uma ocorréncia maior de perda auditiva ao nascimento nas criangas com SCZ em
compara¢do a encontrada na populagdo geral. No entanto, nenhuma crianga com audi¢ao
normal na primeira avaliagdo desenvolveu qualquer comprometimento nos testes subsequentes.
Assim como, nenhuma crianga afetada demonstrou piora progressiva da func¢ao auditiva. Sendo
assim, a PANS resultante da SCZ nao parece apresentar nenhum comportamento progressivo
ou de aparecimento tardio. Contudo, ainda sao necessarios mais estudos para esclarecer melhor
a topografia da perda auditiva, utilizando avaliacdo por imagem e avaliacdo eletrofisiologica
das vias auditivas e do cortex auditivo, como por exemplo a pesquisa do potencial de longa

laténcia e o processamento auditivo central.

Palavras-chave: Virus Zika. ZIKV. Perda auditiva. Anormalidades congénitas.



ABSTRACT

Congenital Zika Syndrome (CZS) is characterized by congenital malformations found
in children infected with Zika virus (ZIKV) during pregnancy and, although its clinical
spectrum is not yet fully established, it is associated with microcephaly, neurological disorders,
ophthalmological and orthopedic manifestations and also sensorineural hearing loss (SNHL).
The aim of this study was to characterize the behavior of the auditory function of children with
CZS in the first three years of life. We evaluated 139 children with CZS and laboratory
confirmation of the virus in the cerebrospinal fluid. Children exposed to other risk factors for
congenital or perinatal hearing loss, such as family history of congenital or late deafness,
congenital infections known as STORCH (syphilis, toxoplasmosis, rubella, cytomegalovirus,
herpes simplex), use of ototoxic medications, mechanical ventilation, severe perinatal hypoxia,
among others. Auditory evaluation was performed by means of automated auditory brainstem
response with use of the Click stimulus annually and, when failure was detected, the children
were referred for complementary audiological evaluation for diagnostic definition. From 139
children with confirmed CZS, nine had confirmed SNHL, which was maintained until the last
evaluation. One of them was excluded, due to the use of ototoxic drugs, resulting in an
occurrence of eight of the 138 children in the study (5.8%), confirming a higher occurrence of
hearing loss at birth in children with SCZ than in the general population. However, no child
with normal hearing at the first assessment developed any impairment in subsequent tests.
Likewise, no affected children showed progressive worsening of hearing function. Thus, PANS
resulting from SCZ does not appear to show any progressive or late-onset behavior. However,
further studies are still needed to better clarify the topography of hearing loss, using imaging
and electrophysiological assessment of the auditory pathways and auditory cortex, such as
research on long-latency potential and central auditory processing. No child with normal
hearing at the first evaluation developed any impairment in subsequent tests. As well as, no
affected children showed progressive worsening of auditory function. The SNHL resulting from
CZS does not appear to have any progressive or late-onset behavior. However, further studies
are needed to better clarify the topography of hearing loss, using image evaluation and
electrophysiological evaluation of the auditory pathways and the auditory cortex, such as the

investigation of the long latency auditory evoked potentials and central auditory processing.

Keywords: Zika virus. ZIKV. Hearing loss. Congenital abnormalities.
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Ministério da Saude
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Nivel de audi¢do normalizado ¢ uma referéncia usada para mostrar que
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1 APRESENTACAO

No ano de 2015, houve um aumento alarmante na incidéncia de bebés nascidos com
microcefalia de etiologia desconhecida no Brasil, principalmente no estado de Pernambuco. A
partir dos primeiros eventos, foi observada uma forte associacdo com episodios de rash em
gestantes e, em novembro do mesmo ano, houve a identificacdo do ZIKV no liquido amnidtico
de gestantes, além da presenca de material viral no tecido nervoso de natimortos com
microcefalia nas regides afetadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Apesar de até entdo ser considerado nio agressivo como infec¢do adquirida em adultos,
houve a confirmag¢do de que o ZIKV era o agente causador de uma sindrome congénita grave.
Como a microcefalia era uma manifestacio comum a varios casos, a sindrome passou a ser
conhecida por tal achado (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

No entanto, o espectro de alteracdes da SCZ, até os dias atuais, ainda ndo € inteiramente
conhecido e pode incluir microcefalia, disturbios neuroldgicos, visuais e ortopédicos, perda
auditiva e outras manifestacdes em apresentagdes varidveis. Apesar de ser a microcefalia o que
primeiro chamou atencdo para essa nova entidade, a apresentacdo da sindrome pode ser
encontrada em criangas com perimetro cefalico normal (VAN DER LINDEN et al., 2016;
CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2016; EICKMANN et al., 2016;
SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DE PERNAMBUCO, 2017; MINISTERIO DA
SAUDE, 2017). Quanto mais precoce a fase da gestagio em que ocorreu a infecgdo materna,
maiores as chances do estabelecimento de anomalias graves no sistema nervoso central da
crianca (EICKMANN et al., 2016; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2018).

A partir de estudo transversal conduzido por Leal et al. em 2016, o ZIKV passou a ser
considerado indicador de risco para deficiéncia auditiva (LEAL et al., 2016; MINISTERIO DA
SAUDE, 2017), igualmente a todas as infeccdes STORCH, microcefalia, alteragdes
neuroldgicas, entre outros. No entanto, nesse primeiro estudo de 2016, as criangas foram
avaliadas em um tnico momento. Dada a gravidade das manifestagdes congénitas e as varias
lacunas ainda existentes no conhecimento sobre a infeccdo provocada pelo ZIKV, persiste a
necessidade de mais estudos para elucidar questionamentos sobre o comportamento da fungao
auditiva ao longo do tempo e, assim, verificar a possibilidade de ocorréncia de perda auditiva
progressiva ou tardia.

O presente trabalho ¢ uma dissertacdo elaborada como requisito para obtencao do titulo

de Mestre do Programa de Poés-graduagdo em Satde da Comunicacdo Humana, do
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Departamento de Fonoaudiologia, do Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal de
Pernambuco, com linha de pesquisa em “Audi¢do e Linguagem: desenvolvimento, diagndstico
e intervencao fonoaudioldgica”. O objetivo deste estudo foi caracterizar o comportamento da
funcdo auditiva de criangas com SCZ nos primeiros trés anos de vida, com o intuito de verificar
a ocorréncia de PANS nessa populagdo, assim como por meio do acompanhamento audiolégico
dessas criangas, observar se houve ocorréncia de piora progressiva da funcdo auditiva ou
aparecimento tardio de PANS nos primeiros trés anos de vida. Além disso, pretendeu-se
correlacionar os achados auditivos encontrados com as caracteristicas epidemioldgicas e
biologicas de criangas com SCZ.

Para a compra de alguns equipamentos que foram utilizados na coleta de dados, houve
o apoio de recurso do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
(CNPq) por intermédio da aprovagdo do projeto submetido ao Edital Universal 01/2016, cujo
nimero do processo ¢ 420108/2016-5 (Faixa B — até 60.000 reais).

O atual estudo foi organizado em capitulos, sendo que o primeiro deles corresponde a
apresentacdo do tema escolhido, o qual foi mais amplamente explorado no segundo capitulo,
pois este aborda o referencial tedrico do mesmo tema. O terceiro capitulo compreende a
metodologia do estudo e explica detalhadamente todos os procedimentos utilizados para a
execugdo deste trabalho. Os resultados foram apresentados no quarto capitulo na forma de um
artigo original intitulado: “AUDIOLOGICAL FOLLOW-UP OF CHILDREN WITH
CONGENITAL ZIKA SYNDROME IN THE FIRST THREE YEARS OF LIFE”, que sera
submetido para publicagdo a revista JAMA Pediatrics, cujo fator de impacto ¢ de 10,769. O
artigo esta formatado de acordo com as normas da revista para a qual sera enviado (ANEXO

A). Por ultimo, o capitulo cinco aborda as consideragdes finais deste estudo.

1.1 Objetivo geral

Caracterizar o comportamento da fungdo auditiva de criangcas com SCZ nos primeiros

trés anos de vida.

1.2 Objetivos especificos

e Descrever os achados auditivos de criangas com SCZ nos primeiros trés anos de vida;
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e Correlacionar os achados auditivos encontrados com varidveis epidemiologicas e
bioldgicas, como: presenca de rash materno durante a gestacdo, trimestre gestacional

de ocorréncia do rash materno, gravidade da microcefalia e sexo da crianca.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O ZIKV ¢ um RNA-virus, que pertence ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae
(ENFISSI et al., 2016; ROGERS, 2017), assim como os virus da Dengue (ADEGOKE et al.,
2017). Foi primeiramente isolado em macacos Rhesus, na floresta Zika (Uganda, Africa), em
1947 (ROGERS, 2017). No entanto, o primeiro caso de ZIKV reportado em humanos ocorreu
apenas em 1952, na Nigéria. Subsequentemente, houve alguns surtos de infec¢des benignas
esporadicas em humanos na Africa e na Asia (ENFISSI etal., 2016). Em 2007, houve o primeiro
registro do ZIKV fora da Africa e da Asia (RELICH et al., 2017), com estimativas de
contaminac¢do de aproximadamente 70% da populacio do estado de Yap, na Micronésia, mas a
maioria dos casos teve curta duracao ¢ sintomas brandos (LESSLER et al., 2016; NGUYEN,
2017). Em 2013-2014, uma grande epidemia foi documentada na Polinésia Francesa, assim
como um aumento concomitante no numero de casos de sindrome de Guillain-Barre,
demonstrando uma possivel associacdo com o ZIKV. Além disso, também foi observado um
aumento nos casos de microcefalia naquela regido (LESSLER et al., 2016; CAUCHEMEZ et
al., 2016; RELICH et al., 2017).

Dados filogenéticos, filogeograficos e andlises moleculares mais recentes concluem que
a epidemia atual no Hemisfério Ocidental teve inicio com a introdu¢do do ZIKV oriundo da
Polinésia Francesa na América do Sul (RELICH et al.,, 2017). A partir dessas analises
filogenéticas, verificou-se a existéncia de duas linhagens do ZIKV: a africana e a asiatica
(POSSAS, 2016). Adicionalmente, sugeriu-se que a epidemia do ZIKV no Brasil proveio da
linhagem asiatica do virus e a sua introdugdo no pais teria ocorrido a partir de alguns eventos
internacionais sediados no pais de 2013-2014, quando vérios visitantes estrangeiros
possivelmente trouxeram o virus ao Brasil (LESSLER et al., 2016; POSSAS, 2016).

Desde a identificagao do ZIKV no Brasil no inicio de 2015 (ZANLUCA et al., 2015), o
virus se espalhou rapidamente em varios estados do Brasil, particularmente na regido Nordeste
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017), e em outros paises das Américas (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019), em concomitincia com o aumento
substancial do registro de casos de sindrome de Guillain-Barré e de microcefalia (RELICH et
al., 2017). Em decorréncia disso, o Ministério da Satde declarou o ZIKV uma Emergéncia de
Satde Publica de Importancia Nacional (Espin) no dia 11 de novembro de 2015, assim como a
Organiza¢ao Mundial de Satide (OMS) declarou o ZIKV uma Emergéncia de Satide Publica de
Importancia Internacional no dia 01 de fevereiro de 2016 (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2016; LESSLER et al., 2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2017). O estado
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imunoldgico ingénuo da populacdo, infeccdes prévias pelo virus da dengue, viagens
internacionais, urbanizagdo, alteracdes climaticas e a grande atividade do mosquito Aedes
aegypti na regido podem ter contribuido para o surto maci¢o de ZIKV no Brasil e em outros
paises das Américas (POSSAS, 2016; LESSLER et al., 2016; LUCEY et al., 2017; LOWE et
al., 2018).

Em adicdo a isso, o ZIKV foi isolado do tecido cerebral e do liquido cefalorraquidiano
de bebés nascidos com microcefalia, além de ter sido identificado no tecido placentario de
gestantes que tinham sintomas compativeis com infecgdo pelo ZIKV (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017). Estudos epidemioldgicos comprovaram a associagdo temporal e geogréafica dos
casos de microcefalia com surtos de ZIKV (DE OLIVEIRA, 2016) e levaram a um consenso
cientifico de que o ZIKV esta relacionado a alteragdes congénitas (COSTELLO et al., 2016;
CAUCHEMEZ et al., 2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A principal forma de transmissdo do ZIKV ¢ por meio de picadas de mosquitos do
género Aedes, como o Aedes aegypti e o Aedes albopictus, infectados com o virus (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019). Outras formas documentadas de
transmissdo do ZIKV sdo a vertical (da gestante para o feto durante a gravidez ou o parto),
sexual, exposicdo laboratorial e transfusdo de sangue (NGUYEN et al., 2017; CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019).

Os estudos clinicos sugerem que mais de 80% das pessoas contaminadas pelo ZIKV sdo
assintomaticas (LESSLER et al., 2016; NGUYEN et al., 2017). Quando a doenga aguda
apresenta sintomas, o quadro clinico geralmente ¢ brando, inespecifico e autolimitado, com
duracdo aproximada de dois a sete dias, manifestando-se com febre, cefaleia, artralgia, mialgia,
conjuntivite ndo purulenta e rash maculopapular (FELLNER, 2016; NGUYEN et al., 2017;
CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019). Em raros casos, pode haver
o estabelecimento da sindrome de Guillain-Barré. Apesar de a maioria dos quadros em adultos
ser branda ou assintomatica, quando hé infec¢do materna durante a gestagdo, ha risco da
ocorréncia de microcefalia e de outras sequelas fetais, principalmente quando a infec¢ao ocorre
no primeiro trimestre da gestagdo (DE OLIVEIRA, 2016; LESSLER et al., 2016; HONEIN et
al., 2018).

O ZIKV ¢ um virus neurotrdpico, que ataca especialmente as células progenitoras
neurais corticais €, em minoria, as células neuronais em todas as fases de maturagdo. A
inflamacdo do tecido nervoso causada pelo virus pode levar a desregulagdo da embriogénese
cerebral e resultar em microcefalia e outras alteracdes neurologicas (COSTELLO et al., 2016;

CAUCHEMEZ et al., 2016; KUMAR et al., 2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2017).
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A SCZ consiste em uma série de malformagdes congénitas encontradas em criangas
infectadas com o virus durante a gestacdo e, embora seu espectro clinico ainda ndo esteja
completamente estabelecido, estd associada a uma série de manifestacdes: microcefalia
(perimetro cefalico menor que -2 desvios-padrdo, conforme graficos do Intergrowth de
crescimento padrio para sexo e idade gestacional ao nascimento. Se o perimetro cefalico for
menor ou igual a -3 desvios-padrdo, considera-se microcefalia severa — MINISTERIO DA
SAUDE, 2017; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019),
despropor¢do craniofacial, convulsdes, espasticidade, hiperreflexia, irritabilidade, disfungao
cerebral, disfagia, perda auditiva, danos oculares, contraturas articulares, hipertonia muscular,
artrogripose, dentre outros. Além disso, sdo verificadas anomalias cerebrais nos exames de
imagem, como calcificagdes corticais e subcorticais, malformagdes corticais, lisencefalia,
mielinizacio tardia, hipoplasia do tronco cerebral e cerebelo e ventriculomegalia (ARAGAO et
al., 2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2017; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2019).

No entanto, a infeccdo congénita pelo ZIKV pode-se apresentar de formas muito
variadas e nem todos os bebés terdo manifestagdes da doenca, podendo inclusive haver criancas
assintomaticas ao nascimento. Além disso, nem todas essas criancas apresentam microcefalia
(CAUCHEMEZ et al., 2016; COSTELLO et al., 2016; EICKMANN et al., 2016; LUCEY et
al., 2017; SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DE PERNAMBUCO, 2017;
MINISTERIO DA SAUDE, 2017; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2019). Quanto mais precoce a fase da gestacdo em que ocorreu a infec¢do materna, maiores as
chances do estabelecimento de anomalias graves no sistema nervoso central da crianga
(EICKMANN et al., 2016; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019),
0 que também ocorre nas infec¢des congénitas provocadas por outros agentes, como por
exemplo os virus da rubeola (NEU; DUCHON; ZACHARIAH, 2015) e citomegalovirus (PASS
et al., 2005; GODERIS et al., 2014).

O diagnostico da infeccdo materna pelo ZIKV ¢ muitas vezes dificil, pois o quadro
clinico se assemelha a outras infecc¢des virais, como dengue e chikungunya (FELLNER, 2016).
Apesar de a suspeita inicial se basear nos sintomas apresentados pela gestante, o diagnostico
clinico s6 pode ser confirmado por meio de exames laboratoriais. Dentre esses, o teste de acido
nucleico (NAT) do ZIKV [por exemplo, reagdo em cadeia da polimerase por transcri¢do reversa
(RT-PCR)] ¢ o padrao ouro e detecta a particula viral pela presenca do RNA do ZIKV em
amostras de sangue ou urina. Ja os testes sorologicos, como os ensaios imunoadsorventes

enzimaticos, detectam a presenga de anticorpos — imunoglobulinas anti-ZIKV. No entanto,
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mesmo com a realizagdo dos testes imunologicos e soroldgicos, ¢ dificil confirmar a infec¢ao
pelo ZIKV retroativamente, uma vez que sdo comuns reagdes cruzadas com outros flavivirus,
especialmente os virus da dengue (LANCIOTTI et al., 2008; FELLNER, 2016; CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2017; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2019).

Para as gestantes sintomaticas e com possivel exposi¢cdo ao ZIKV, devem ser realizados
simultaneamente teste NAT no soro e na urina ¢ ZIKV IgM no soro o mais rapido possivel até
12 semanas ap6s o inicio dos sintomas. Quando o resultado do NAT ¢ positivo no soro e na
urina, independentemente dos resultados de IgM, considera-se infec¢do materna aguda pelo
ZIKV. Assim também dever ser interpretado se houver resultado positivo do NAT no soro ou
na urina, juntamente com um ZIKV IgM positivo. Devido a rea¢do cruzada com outros
flavivirus e possivel reatividade inespecifica, os resultados podem ser dificeis de interpretar.
Assim, se o resultado do NAT for negativo e o IgM de ZIKV for ndo negativo (testes
presumidos positivos, duvidosos ou inconclusivos), devera ser realizado o teste de neutralizagao
por reducdo de placas (PRNT). Nesse caso, se 0 PRNT for maior ou igual a dez para ZIKV e
menor do que dez para dengue, considera-se infeccdo pelo ZIKV, embora ndo seja possivel
determinar se ¢ ou ndo uma infec¢do aguda. Se o PRNT para ZIKV for maior ou igual a dez e
maior ou igual a dez também para dengue, considera-se infec¢do por Flavivirus, mas nao ¢
possivel determinar o virus especifico, nem o tempo de infec¢do (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2017; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2019).

Para as criangas com suspeita de SCZ, independentemente dos resultados dos exames
maternos, recomenda-se a avaliagdo do RNA (NAT) do ZIKV em amostras de soro e urina do
bebé e [gM do ZIKV no soro nos primeiros dias apos o nascimento sempre que possivel. Além
disso, se o liquido cefalorraquidiano (LCR) for obtido para outros fins em criangas sintomaticas,
o teste NAT e IgM do ZIKV devem ser realizados no liquido porque o LCR foi a inica amostra
com resultado positivo em alguns lactentes com infec¢ao congénita pelo ZIKV (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019).

Ap6s a grande epidemia do ZIKV ocorrida em 2015-2016, foi observada uma forte
associacdo entre malformagdes congénitas e alteragdes neurologicas com infec¢do congénita
pelo ZIKV, o que levou a inclusdo desse virus aos patdgenos do acronimo STORCH [a bactéria
Treponema pallidum, que causa a sifilis (S), o protozoario Toxoplasma gondii (TO) que causa

a toxoplasmose e os virus da rubeola (R), citomegalovirus (C), herpes simples (H)]
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(SCHWARTZ et al., 2016), passando a compor o acrénimo STORCH+ZIKV (MINISTERIO
DA SAUDE, 2017).

As infecgdes congénitas em geral podem afetar diferentes sistemas e 6rgaos, e muitas
estdo associadas a um dano especifico do cérebro, incluindo microcefalia, calcificagdes
cerebrais, além da possibilidade de especialmente nessas criangas levar a perda auditiva, como
ja € bem determinado principalmente na rubeola e no citomegalovirus (CMV) (FOWLER;
BOPPANA, 2006; FOULON et al., 2008), o que inclusive pode ocorrer de forma isolada sem
outros danos evidentes, podendo também se manifestar apenas tardiamente, como se verifica
em alguns casos de infeccdo pelo CMV. Nao ha relato na literatura de associagdo entre perda
auditiva secunddria a infec¢des congénitas virais € o sexo da crianga (FOWLER, 1997).

Todas as infeccdes STORCH, assim como a microcefalia e outras alteragdes
neurologicas, sdo consideradas indicadores de risco para deficiéncia auditiva. Nesses casos,
recomenda-se realizar a pesquisa do potencial evocado auditivo de tronco encefalico (PEATE)
como primeira escolha para triagem auditiva neonatal (TAN) ao invés das emissdes
otoacusticas evocadas (EOAE) rotineiramente realizadas para pacientes de baixo risco para
perda auditiva, pois as EOAE nao identificam perdas auditivas retrococleares, as quais tem uma
prevaléncia maior nos pacientes que fazem parte do grupo de alto risco para deficiéncia
auditiva. A TAN deve ser realizada até o primeiro més de vida e, preferencialmente, nas
primeiras 48 horas apds o nascimento. Os pacientes que passam na TAN, mas possuem
indicadores de risco para perda auditiva, devem ter pelo menos uma nova avaliagdo audioldgica
entre 24-30 meses de vida. Caso os indicadores de risco sejam associados a perda auditiva de
inicio tardio ou perda progressiva da audigdo, sugerem-se avaliagcdes de acompanhamento mais
frequentes, idealmente a cada seis meses. Nos casos em que ¢ verificada falha na avaliacao
audioldgica, o diagnostico funcional e a intervengdo apropriados para cada caso devem ocorrer
preferencialmente antes dos seis meses de vida da criancga, pois a reabilitacdo auditiva precoce
permite o melhor desenvolvimento da fun¢do auditiva e, consequentemente, da linguagem oral
(JOINT COMMITTEE ON INFANT HEARING - JCIH, 2007; COMITE
MULTIPROFISSIONAL EM SAUDE AUDITIVA - COMUSA, 2010; CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019).

Na maioria dos casos de surdez associada as infecgdes virais congénitas, o dano ao
sistema auditivo ocorre dentro da coclea (COHEN; DURSTENFELD; ROEHM, 2014). E
possivel que lesdes semelhantes sejam responsaveis pelo déficit auditivo em criangas com
sindrome congénita associada a infeccdo pelo ZIKV, embora sejam necessarios estudos

histologicos para confirmar essa hipotese. No entanto, uma origem central concomitante precisa
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ser considerada nesses casos devido a associagdo do ZIKV com manifestacdes neuroldgicas.
Sendo assim, a avaliagdo do comportamento auditivo pode fornecer informagdes adicionais na
investigacdo audioldgica dessas criangas (LEAL et al., 2016). A vigilancia e a avaliagao
constantes de novos casos de SCZ sdo importantes para conhecer e descrever a extensao
fenotipica desta sindrome.

Uma pesquisa publicada em 2016 e conduzida em hospital de referéncia para saude
auditiva no estado de Pernambuco (Brasil) encontrou quatro casos de surdez em 69 criancas
avaliadas, o que equivale a uma ocorréncia de aproximadamente 6% de perda auditiva (LEAL
et al., 2016), a qual é muito maior do que a média reportada para a populacao geral de nascidos
vivos (1-3 casos de perda auditiva/1000 nascidos vivos) (COMITE BRASILEIRO SOBRE
PERDAS AUDITIVAS NA INFANCIA, 2007), demonstrando a associagdo do ZIKV com
PANS congénita (LEAL et al., 2016).

Como o ZIKV ¢ uma entidade relativamente nova, ainda ndo se conhece a sua evolugao,
por isso, ¢ importante o acompanhamento auditivo desses pacientes com o intuito de avaliar as
caracteristicas da perda auditiva relacionada a sindrome (LEAL et al., 2016; CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019). Diante do exposto, este estudo foi realizado
para conhecer melhor o comportamento da funcao auditiva de criangas com SCZ nos primeiros

trés anos de vida.

JUSTIFICATIVA

A infec¢do congénita pelo ZIKV foi identificada como um fator de risco para perda
auditiva (LEAL et al., 2016), assim como ocorre com outras infec¢des congénitas representadas
pelo acronimo STORCH. Em algumas dessas infecgdes, a perda auditiva ¢ de aparecimento
tardio e de evolugdo progressiva. Sendo assim, faz-se necessaria a investigacao da evolugdo das
caracteristicas auditivas também nessa populacdo com SCZ para que se conheca o
comportamento da funcdo auditiva ao longo do tempo e possam ser tragcadas estratégias

diagnosticas e terapéuticas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Delineamento do estudo

Estudo longitudinal, observacional e analitico.

3.2 Localizacio do estudo

O presente estudo foi realizado nos servigos de Otorrinolaringologia e de
Fonoaudiologia de hospitais de referéncia em satde auditiva e assisténcia a criangas com SCZ
no estado de Pernambuco, os quais prestam servigos a pacientes do Sistema Unico de Satide
(SUS) e estdo localizados na Regido Metropolitana do Recife: Hospital Agamenon Magalhaes
— HAM, pertencente a rede publica estadual, e Hospital das Clinicas da Universidade Federal

de Pernambuco — HC-UFPE, pertencente a rede publica federal.

3.3 Periodo de referéncia

A coleta dos dados teve inicio em novembro de 2015 e término em fevereiro de 2019.

O presente trabalho faz parte de um grupo de pesquisa que acompanha as criangas com
SCZ desde o surgimento dos primeiros casos de microcefalia em novembro de 2015, assim
como uma série de pesquisas esta sendo conduzida por esse grupo dentro do campo de atuagao
da otorrinolaringologia. Um primeiro estudo foi publicado em agosto de 2016 (Leal et al, 2016)
estimando inicialmente a ocorréncia de perda auditiva nessa populagdo referente aos primeiros
casos analisados (70 pacientes), sendo este presente estudo o produto do acompanhamento
daquelas 70 criangas com a inclusdao de mais 69 criangas no decorrer dos primeiros trés anos de

vida.

3.4 Populagao do estudo

A amostra populacional foi ndo probabilistica e selecionada por conveniéncia. A
populacao do estudo foi composta por 139 criangas nascidas a partir do primeiro semestre de
2015 (coincidente com periodo apds inicio da epidemia de ZIKV no estado de Pernambuco) e
confirmacao clinica, de imagem e laboratorial de SCZ, atendidas pelo servigo de referéncia do

estado em saude auditiva — Hospital Agamenon Magalhaes.
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Critérios de inclusio:

e Criangas com alteragdes clinicas, de imagem e epidemioldgicas compativeis com SCZ;!
e Criangas com confirmacao laboratorial do ZIKV por meio de ensaio de imunoadsor¢ao
enzimatica (ELISA) imunoglobulina M (IgM) especifica e/ou reagdo em cadeia da

polimerase por transcrigdo reversa (RT-PCR) para ZIKV no liquido cefalorraquidiano.?

Critérios de exclusao:

o Perda de seguimento, isto ¢, criangas que realizaram apenas uma avaliagdo
audioldgica ao longo do tempo do estudo;

J Criangas com sorologia positiva para outras infeccdes congénitas, como
citomegalovirus, toxoplasmose, rubeola, herpes virus, sifilis e outras arboviroses, como dengue
e chikungunya;

J Criangas que apresentassem algum fator de risco para perda auditiva, como

hipoxia perinatal grave e uso de drogas ototodxicas.

I Alteragdes clinicas e de imagem compativeis com SCZ, cujas possiveis manifestagdes sdo: microcefalia,
despropor¢ao craniofacial, atrofia cerebral, formagdo cortical anormal (polimicrogiria, lisencefalia, paquigiria,
entre outras), anormalidades do corpo caloso e cerebelares, ventriculomegalia / hidrocefalia, calcificagdes
intracranianas, atraso do desenvolvimento, deformidades articulares e de membros, alteragdes do tonus muscular
e da postura, hiperexcitabilidade, irritabilidade, epilepsia / espasmos infantis, alteragdes visuais, alteragdes
auditivas, comprometimento da sucgdo e disfagia (ARAGAO et al., 2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2017;
CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019).

Microcefalia: para recém-nascidos com até 48 horas de vida, considera-se o perimetro cefalico menor que
-2 desvios-padrao, segundo a tabela de InferGrowth, de acordo com a idade gestacional ao nascer e sexo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019). Apos as
primeiras 48 horas de vida, se recém-nascidos ou criangas pré-termo (idade gestacional menor que 37 semanas),
considera-se a circunferéncia craniana menor que -2 desvios-padrao, segundo a tabela de InterGrowth, de acordo
com a idade e o sexo. Apods as primeiras 48 horas de vida, se recém-nascidos ou criangas a termo ou pds-termo
(idade gestacional maior que 37 semanas), considera-se a circunferéncia craniana menor que -2 desvios-padrao,
segundo a tabela da OMS (MINISTERIO DA SAUDE, 2017; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2019), de acordo com a idade e o sexo. Define-se microcefalia severa quando o perimetro cefalico
¢ menor ou igual a -3 desvios-padrio para idade e sexo (MINISTERIO DA SAUDE, 2017; CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2018).

2 Alteragdes laboratoriais compativeis com SCZ: em todos os suspeitos devem ser testados o soro e a
urina quanto ao ZIKV pelo NAT e o soro também deve ser testado quanto a anticorpos IgM. Se o LCR for obtido,
0 que ocorre apenas em criangas sintomaticas ¢ cujo LCR ¢ colhido por outros motivos, também podera ser
utilizado para realiza¢do dos exames (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2018).
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3.5 Variaveis

Variavel dependente

J Perda auditiva: Falha no PEATE Click definida como a auséncia de onda V em
dois registros consecutivos na intensidade de 35 dB NAn. Confirmagao diagnéstica por meio
da pesquisa de PEATE frequéncia especifica (PEATE FE) quando os limiares auditivos
ultrapassaram 35 dB NAn em 500 Hz e 25 dB NAn em 2.000 Hz por conducdo aérea. A
conducdo Ossea também foi avaliada para classificar o tipo de perda auditiva nas mesmas
frequéncias segundo dados de Elsayed et al. para o percentil 95. S6 foram considerados para
analise os casos de perda auditiva neurossensorial (auséncia de gap aéreo-0sseo nas frequéncias

pesquisadas).

Variaveis independentes

< .

o Relacionadas a genitora: Rash materno (presenga ou auséncia de erupgdes
cutaneas vermelhas no corpo da genitora durante a gestagdo), trimestre da gestacdo em que
houve sintomas compativeis com infec¢io pelo ZIKV (presenga ou auséncia de rash materno,
febre, mialgia, artralgia, cefaleia ou outros sintomas no primeiro, segundo ou terceiro trimestre
da gestacao).

o Relacionadas a crianca: idade (periodo de tempo desde o nascimento até a data
de realizacdo do exame, contada em meses de vida), sexo (masculino ou feminino), microcefalia

como definida pela OMS.

3.6 Coleta de dados e acompanhamento audioldgico

A coleta de dados da pesquisa foi realizada seguindo o fluxo do atendimento
assistencial, uma vez que a avalia¢do auditiva passou a fazer parte do Protocolo Clinico e
Epidemioldgico de Microcefalia instituido pela Secretaria de Satide do Estado de Pernambuco
(SES/PE) em novembro de 2015. Sendo assim, a coleta de dados foi realizada a partir do
atendimento de pacientes encaminhados para avaliacdo otorrinolaringologica e
fonoaudiologica, por intermédio da central de regulagao da SES/PE. Adicionalmente, também
ocorreram atendimentos de pacientes provenientes de encaminhamentos realizados diretamente
entre os servigos de referéncia ao atendimento de criangas com SCZ.

Os pais ou responsaveis pelos pacientes foram informados da importancia e objetivos

da pesquisa e foram convidados a participar do projeto, confirmando seu intuito por meio do
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preenchimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A). Foi
esclarecido que, conforme desejasse, o paciente/responsavel poderia se retirar do estudo a
qualquer momento, sem prejuizo no tratamento ou acompanhamento médico.

Os dados referentes a informagdes epidemiologicas, sociodemograficas clinicas e
laboratoriais, além do exame fisico otorrinolaringolégico, foram coletados de formulario
especifico criado para atendimento desses pacientes, que consta nos prontuarios médicos das
unidades (APENDICE B).

As avaliagdes para acompanhamento audioldgico dessas criangas foram realizadas
seguindo as recomendacdes do Joint Committee on Infant Hearing (JCIH) 2007, do Comité
Multiprofissional em Saude Auditiva (COMUSA), do Ministério da Saude e da SES/PE. Ao
longo do primeiro ano de vida, foram realizadas as primeiras avaliagdes através de exame
otorrinolaringolégico executado por dois profissionais especialistas e avaliagdo auditiva por
meio da pesquisa do potencial evocado auditivo de tronco encefalico Click em 35 dB (PEATE
Click). Todas as criangas foram convocadas para exames semestrais para 0 acompanhamento
anual, conforme a rotina abaixo.

o A avaliacdo inicial e as reavaliagdes foram realizadas por meio de consulta
médica otorrinolaringologica completa e fonoaudiologica anualmente durante os trés primeiros
anos de vida para monitorizar as habilidades auditivas;

J As consultas médicas otorrinolaringologicas consistiram em anamnese € exame
fisico direcionados conforme padronizado em protocolo de avaliagio especifico (APENDICE
B);

o Todas as criangas foram submetidas a pesquisa de potencial auditivo evocado
automatico com uso do estimulo Click (PEATE Click);

o PEATE Click: o potencial evocado auditivo utilizado foi o de curta laténcia de
tronco encefalico. Os parametros de aquisicdo foram: estimulo Click filtrado (33 — 1.500 Hz),
taxa de estimulag¢do de 37,7 milissegundos, polaridade rarefeita, registro ipsilateral, janela de
25 milissegundos, intensidade de 35 dB NAn. Foi utilizado o fator de corre¢do sugerido para o
percentil 95% (ELSAYED et al., 2015 — EAR AND HEARING): Click em 2.000 Hz (-5dB). A
pele das criangas foi previamente preparada com o uso de pasta abrasiva especifica da marca
Nuprep e foram colocados eletrodos descartaveis da marca Meditrace nas posicdes Fz, FPz e
M1/M2. O fone utilizado foi o de inser¢do, do tipo descartavel, fabricado pela marca 3M. As

respostas foram consideradas presentes quando identificada a onda V em dois registros
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consecutivos. Para realizagdo do PEATE Click, foi utilizado o equipamento 7itan da marca
Interacoustics;

J As criangas que tiveram auséncia de resposta para o PEATE Click, foram
encaminhadas para consulta otorrinolaringologica diagndstica e foram submetidas ao reteste
com PEATE Click na intensidade de 35 dB NAn, com intervalo de aproximadamente um més.
As criangas que falharam no reteste foram encaminhadas para diagndstico audioldgico por meio
da pesquisa de PEATE frequéncia especifica (PEATE FE) imediatamente apds o reteste;

o PEATE FE: os estimulos utilizados foram tone bursts nas frequéncias de 500 e
2.000 Hz por vias aérea e 0ssea. Os parametros de aquisicdo por via aérea foram filtro passa-
alto de 33 Hz e filtro passa-baixo de 1.500 Hz, taxa de estimulagdo de 27,5 milissegundos,
polaridade rarefeita, registro ipsilateral, tempo de anélise de 25 milissegundos e nimero minimo
de 2.400 estimulos. Os parametros de aquisi¢do por via 0ssea foram: filtro passa-alto de 33 Hz
e filtro passa-baixo de 1.500 Hz, taxa de estimulacdo de 37,7 milissegundos, polaridade
alternada, registro ipsilateral, tempo de analise de 25 milissegundos e nimero minimo de 2.400
estimulos. Para coletar dados por condugdo 0ssea, foi utilizado um transdutor. A intensidade
inicial usada para a pesquisa do limiar eletrofisioldgico utilizando fone bursts por via aérea foi
de 60 dB NAn e por via dssea foi de 40 dB NAn. Quando a onda V nado era identificada, o
estimulo era aumentado. Quando a onda V era identificada, o estimulo era reduzido até a onda
desaparecer. Para realizagdo do PEATE FE, foi utilizado o equipamento Infegrity da marca
Vivosonic;

o Estimulos Click de 80 dB NAn foram utilizados para checar a presenga de
microfonismo coclear quando ndo houve resposta no PEATE tone burst. Esta pesquisa utilizou
os mesmos parametros de aquisi¢do descritos anteriormente para o PEATE de curta laténcia
com estimulo Click, porém foram realizados dois registros com a polaridade condensada e pelo
menos um registro com obstrugdo do conduto por meio do uso de fones de insercao;

J O diagnostico de perda auditiva foi confirmado quando os limiares auditivos
obtidos pelo PEATE FE excederam 35 dB NAn em 500 Hz e 25 dB NAn em 2.000 Hz por
condugdo aérea. A condugdo 6ssea também foi avaliada para classificar o tipo de perda auditiva
nas mesmas frequéncias, segundo dados de Elsayed et al. para o percentil 95;

J O mesmo protocolo foi repetido em intervalos de seis meses a um ano;

J Todos os pacientes que foram identificados com alguma alteragdo da funcdo
auditiva seguiram para intervencao adequada para cada tipo e grau de perda auditiva, disponivel

no proprio servigo de Otorrinolaringologia dos hospitais de referéncia do presente estudo.
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3.7 Analise dos dados

Foram utilizados os Softwares SPSS 13.0 (Statistical Package for the Social Sciences)
para Windows e o Excel 2010. Todos os testes foram aplicados com 95% de confianga e os
resultados estdo apresentados em forma de tabela com suas respectivas frequéncias absoluta e
relativa. As variaveis numéricas estdo representadas pelas medidas de tendéncia central e
medidas de dispersdo. Para verificar a existéncia de associa¢do entre as varidveis categoricas,
foi utilizado o Teste Exato de Fisher. O Teste de Normalidade utilizado foi Kolmogorov-
Smirnov. Para estabelecer a comparagdo entre dois grupos das varidveis quantitativas, foi

utilizado o Teste t Student.

3.8 Consideracoes éticas

Neste estudo, foram cumpridos os principios éticos previstos na Resolugdo 466/2012 do
Ministério da Saude do Brasil sobre pesquisas envolvendo seres humanos, respeitando o sigilo
ético dos contetidos e identificagdes dos sujeitos pesquisados. A pesquisa foi aprovada pelo
Comité de ética CAAE: 54085516.5.0000.5197 e numero do parecer 1.472.742 (ANEXO B).

As identidades dos pacientes foram preservadas. Os dados encontrados foram de
utilizagdo exclusiva para fins cientificos. As criangas que foram identificadas com alguma
alteracdo auditiva pelos exames realizados tiveram assegurado o devido tratamento por meio
da reabilitacdo auditiva adequada a cada caso, seja com aparelho de amplificacdo sonora
individual (AASI) ou implante coclear, além de tratamento fonoterapico, disponiveis no proprio
Servigo de Otorrinolaringologia e Fonoaudiologia de hospital de referéncia em satde auditiva
no estado de Pernambuco. Ressaltando-se que tanto a avaliagdo diagnostica audioldgica, assim
como o tratamento, ja faziam parte das atividades assistenciais desse hospital junto a SES
enquanto centro credenciado pelo Ministério da Satde em alta complexidade para Saude

auditiva, sendo incluido como centro de referéncia para os bebés acometidos pela SCZ.
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4 RESULTADOS

4.1 ARTIGO - AUDIOLOGICAL FOLLOW-UP OF CHILDREN WITH
CONGENITAL ZIKA SYNDROME IN THE FIRST THREE YEARS OF LIFE

Os resultados do presente estudo serdo apresentados a seguir no formato de artigo
original, o qual serd submetido para publicacdo a revista JAMA Pediatrics, cujo fator de

impacto é de 10.769.

AUDIOLOGICAL FOLLOW-UP OF CHILDREN WITH CONGENITAL ZIKA
SYNDROME IN THE FIRST THREE YEARS OF LIFE

INTRODUCTION

Severe microcephaly with partially collapsed skull; brain abnormalities, including thin
cerebral cortices and subcortical calcifications; macular scarring and focal pigmentary retinal
mottling; congenital contractures, including arthrogryposis and clubfoot are the five clinical
features that define the Congenital Zika Syndrome (CZS).!** However, the whole spectrum of
presentation remains unknown, partially because CZS is a recently described syndrome and the
first cases reported were the most severe on other hand, because there are still missing follow-
up studies with children exposed to the Zika virus during their intrauterine life.>° Beyond the
classical cortical neurological damage, congenital Zika virus infection can lead to several
disabilities such as swallowing disorders, visual impairment with no structural ocular
abnormalities’” and hearing loss.

It is estimated that nearly half of the children who undergo intra-uterine exposure to
Zika virus will exhibit abnormalities at birth or during the first year of life, with a correlation
between symptom severity and the gestational trimester of maternal infection. Despite this, after
birth, development of microcephaly in infants born with normal head circumference was
documented, leading to the belief in the continuity of viral activity in the neural tissue, even
after birth.%°

In 2016, our group published the first case report of hearing loss associated with
congenital Zika syndrome.! Shortly after, another publication from the same team
demonstrated that the occurrence of hearing loss in 69 newborns with microcephaly caused by

confirmed congenital Zika virus infection was 5.8%.* However, by the time, the mean age of
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testing was only 3,8 months of life.* Considering that other congenital infectious, like
congenital CMV, may become symptomatic with time, it would be reasonable to think that
SNHL from CZS could have the same progressive behavior.

The aim of this research was to confirm the occurrence of hearing loss in CZS at birth
and to study its long-term behavior in the early childhood in order to know if this impairment
can present later or progressively. Thus, we followed 138 children with CZS during up to first

three years of life.

PATIENTS AND METHODS

Design and population

We conducted an observational, prospective study from November 2015 to February
2019, with 138 children with CZS, aged 0-3 years, referred to Hospital Agamenon Magalhaes,
a center for diagnosis of hearing loss and hearing rehabilitation in Pernambuco. All children
had laboratory confirmation of Zika virus infection (positive Zika virus-specific IgM capture
enzyme-linked immunosorbent assay performed on cerebrospinal fluid).!!

Data Collection

The study was approved by the Ethics Committee on Research
(CAAE:54085516.5.0000.5197 and Protocol Number 1.472.742).

Of two hundred and fifty-five children with suspected CZS referred to Hospital
Agamenon Magalhaes, 139 tested positive for Zika virus infection, but one of them was
excluded from the study due to the use of ototoxic. Auditory evaluation was carried out by
screening and confirmation tests as recommended by the American Academy of Pediatrics and
the Joint Committee on Infant Hearing.'? These children were followed for a period of up to 3
years with variable intervals reassessments. All children were summoned for ABR screening
test every six months. However, not all of them have attended for examinations regularly. The
screening test consisted of measurement of the short latency auditory brainstem response (ABR)
using click stimuli. The acquisition parameters for screening tests were: filtered click stimulus
(33 - 1500 Hz), stimulation rate of 27.5 milliseconds, rarefied polarity, ipsilateral register,
analysis time of 25 milliseconds, intensity of 35 dB nHL and minimum number of 2400 stimuli.
Children's skin was prepared using brand-specific abrasive paste and disposable electrodes,
placed at the Fz, FPz and M1/M2 positions. The insert phones and electrodes used were
disposable. It was considered to be normal when wave V was identified in two consecutive

averaged waveforms at 35 decibels normalized hearing level (nHL). If the first screening test
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was not normal, it was repeated up to one month later.

If this second test also indicated hearing loss, a diagnostic confirmatory frequency-
specific ABR (FS-ABR) was conducted, in which the stimuli were tone bursts at frequencies
of 500 and 2.000 Hz by bone and air conduction. Acquisition parameters by air conduction
were: high-pass filter 33 Hz and low-pass filter 1500 Hz, stimulation rate of 27.5 milliseconds,
rarefied polarity, ipsilateral register, analysis time of 25 milliseconds and minimum number of
2400 stimuli. When bone conduction was used, acquisition parameters were: high-pass filter
33 Hz and low-pass filter 1500 Hz, stimulation rate of 37.7 milliseconds, alternating polarity,
ipsilateral register, analysis time of 25 milliseconds and minimum number of 2400 stimuli. In
order to collect data by bone conduction a transducer was used.

The initial intensity used for the search of electrophysiological threshold using tone
bursts by air conduction was 60 dB nHL and by bone conduction was 40 dB nHL. When the
wave V was not identified, the stimulus was increased or if the wave was identified it was
decreased until it disappeared.

Click stimuli at 80 dB nHL was used to check presence of cochlear microphonics when
there was no response at tone burst ABR. This search used the same acquisition parameters
described before for the short latency auditory brainstem response (ABR) using click stimuli,
however two records with the condensed polarity and at least one record with tube obstruction
of insert earphones were made.

The diagnosis of hearing loss was confirmed if hearing thresholds obtained by FS-ABR
exceeded 35 dB nHL at 500 Hz and 25 dB nHL at 2.000 Hz by air conduction. Bone conduction
was also assessed to classify the hearing loss type at the same frequencies according to Elsayed
et al. data for percentile 95™.!3 The same protocol was repeated with variable intervals during
six months to one year. Conductive hearing loss was not considered to be related to Zika virus
infection because this kind of impairment is caused by mechanical problems in middle or
external ear, which is not the case in congenital viral infections. For this reason, only SNHL
was attributed to the virus.

Zika virus—associated microcephaly was defined as head circumference 2 SDs below
the median for newborn gestational age and sex according to the Intergrowth table and
characteristic radiologic findings from cranial computerized tomography or magnetic resonance
imaging such as subcortical calcifications.!” Other infectious causes of congenital SNHL,
including CMV, toxoplasmosis, herpes simplex, and syphilis, were excluded by serologic

testing of infants and their mothers.
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Information on presence and timing of rash during pregnancy and on maternal or
perinatal risk factors for congenital hearing loss, such as alcohol consumption, familial hearing
loss, ototoxic drug exposure, birth trauma, and postnatal infections was also collected.

Statistical analyses

Software SPSS 13.0 (Statistical Package for Social Sciences) was used for Windows
and Excel 2010. All the tests were applied with 95% confidence and the results are presented
in table form with their respective absolute and relative frequencies. Numerical variables are
represented by measures of central tendency and dispersion measures. To verify the existence
of association between categorical variables, Fisher Exact Test was used. The Normality Test
used was Kolmogorov-Smirnov. In order to establish the comparison between two groups of

quantitative variables, Student's t-test was used.

RESULTS

In the first year of life, 30 children failed the first screening test with Click-ABR. From
these 30 children, 23 attended a second test approximately one month after the first exam. From
these 23 children, 13 had normal retests. Considering the seven children who failed the first
exam and did not attend the retest and the ten children who failed the retest, there were 17 cases
of hearing failure in the first year of life and ten of them had SNHL. From 89 children who
attended Click-ABR in the second year of life, 17 failed and seven of them had SNHL. In the
third year of life, 92 children performed Click-ABR, nine of them failed and six had SNHL
(Charts 1 and 2).

From 138 newborns with confirmed CZS, eight had diagnosis of SNHL since the first
exam until the last FS-ABR. One of them was excluded because she was exposed to ototoxic
drug before the first screening test, resulting in an occurrence of eight out of 138 (5,8%). The
characteristics of these hearing losses are summarized on Chart 3. In addition to these eight
children, there were two cases of conductive deafness, but, as previously mentioned, such cases
were not considered related to the Zika virus infection. Cochlear microphonics were not found
in any case of profound loss. From the affected children in the end of this study (8 cases of
SNHL), four had been tested with a second FS-ABR conducted between 13 to 24 months and
a third FS-ABR between 25 to 36 months of life. Only one child was not tested in the second
year of life (case 4 of the Chart 3). Three children (cases 3, 5 and 6 of the Chart 3) were not
tested in the third year of life until the conclusion of this study. In all of them, the second and

third tests confirmed the result of the first one.
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In the SNHL group, 5 children (71,4%) had severe microcephaly, defined as head
circumference 3 SDs below the median for newborn gestational age and sex according to the
Intergrowth table. In the same group, 7 mothers (87,5%) self-reported rash during pregnancy,
and 6 of them (85,7%) presented rash in the first trimester. There were no significant differences
in characteristics or medical history between the two groups, except for infant sex (Table), since
87,5% of cases of sensorineural hearing loss were male. Only in this variable, there was a

statistically significant difference in relation to sensorineural hearing loss (p-value = 0,027).

Chart 1 — Follow-up — Hearing screening (Click-ABR) in the first three years of life of
infants with CZS

HEARING . 1'*YEAR OF LIFE 2" YEAR OF | 3"9YEAR OF
SCREENING First Exam Retest LIFE LIFE
n =138 % n=23 % n=389 % n=92 %
Passed in both ears 108 | 78,3 13| 56,6 72| 80,9 83| 90,3
Failed in both ears 14| 10,1 51 21,7 6 6,7 4 4.3
Failed in one ear 16| 11,6 51 21,7 11| 124 5 5.4

Chart 2 — Follow-up — Type of hearing loss in the first three years of life of infants with
CZS

TYPE OF HEARING 1t YEAR OF LIFE 2"Y YEAR OF LIFE 3"YEAR OF LIFE
LOSS n=17 % n=17 % n=9 %
Conductive 7 41,2 10 58,8 33,3
Sensorineural 10 58,8 7 41,2 66,7
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Chart 3— Last Frequency-specific Auditory brainstem response thresholds in infants with
confirmed hearing loss and clinical and laboratory evidence of congenital Zika syndrome.

Case No. Last FS-ABR ABR
RE LE
500 Hz 2000 Hz | 500 Hz | 2000 Hz
1 No No No No Bilateral profound
response | response | response | response SNHL
2 20dB 15dB No No Unilateral profound
nHL nHL response | response SNHL (LE)
3 25dB 45dB 35dB 35dB Bilateral mild SNHL
nHL nHL nHL nHL
4 55dB 75dB 90dB No Bilateral SNHL
nHL nHL nHL response (Moderate on right/
profound on left)
5 65dB 60dB 40dB 75dB Bilateral moderate
nHL nHL nHL nHL SNHL
6 75dB 55dB 45dB 40dB Bilateral moderate
nHL nHL nHL nHL SNHL
7 75dB 85dB 90dB 85dB Bilateral SNHL
nHL nHL nHL nHL (Moderate on right/
severe on left)
8 No No 35dB 25dB Unilateral profound
response | response nHL nHL SNHL (RE)

FS-ABR = frequency-specific ABR; RE = right ear; LE = left ear; SNHL = sensorineural
hearing loss; dB = decibels; Hz = Hertz.



Table — Number of infants with Congenital Zika Syndrome (N = 138), by hearing test

status and selected characteristics — Brazil, November 2015-February 2019

Sensorineural hearing loss

Characteristic (number Yes (N=8) No (N =130) p-value
with information
available)
n (%) n (%)

Degree of microcephaly IN=T7) (N=108)
Severe (>3 SD below mean 5(71,4) 48 (44.,4) 0,399 *
for gestational age)
Other (<= SD below mean 2 (28,6) 60 (55,6)
for gestational age)
Gestational age at birth (N=28) (N =116)
<37 weeks (preterm) 1(12,5) 14 (12,1) 1,000 *
37-41 weeks (term) 7(87,5) 101 (87,0)
>=42weeks (postterm) 0(0,0) 1(0,9)
Weight x GA (N=38) (N =116)
SGA 2 (25,0) 17 (14,7) 0,240 *
AGA 5(62,5) 93 (80,1)
LGA 1(12,5) 6 (5,2)
Self-reported rash during (N=38) (N=113)
pregnancy
Yes 7 (87,5) 84 (74,3) 0,678 *
No 1(12,5) 29 (25,7)
Timing of rash during N=17) (N=82)
pregnancy
First trimester 6 (85,7) 56 (68,3) 1,000 *
Second trimester 1(14,3) 19 (23,2)
Third trimester 0(0,0) 7(8.5)
ICU (N=06) (N=280)
Yes 0(0,0) 5(6,3) 1,000 *
No 6 (100,0) 75 (93,7)
Infant sex (N=28) (N =125)
Female 1(12,5) 69 (55,2) 0,027 *
Male 7 (87,5) 56 (44,8)
Death (N=38) (N=127)
Yes 0(0,0) 324 1,000 *
No 8 (100,0) 124 (97,6)

Mean = SD Mean = SD
Cephalic perimeter (cm) 29,31 £2,90 29,09 +£2,18 0,783 **

(*) Fisher’s Exact Test (**) Student’s t Test

Abbreviations: SD = standard deviation; GA = gestational age at birth; SGA = small for
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gestational age; AGA = appropriate for gestational age; LGA = large for gestational age; ICU

= intensive care unit
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DISCUSSION

The occurrence of SNHL in the general population is of about 1-3:1,000. In this sample
of 138 newborns with CZS, this occurrence was of 5.8% (8 of 138), which is higher than the
occurrence of hearing loss at birth in the general population. This result is exactly the same as
found in our previous 2016 study with a smaller sample (4 of 69) and with only one evaluation
in the first year of life.

In the first year of life, there were ten children identified with sensorineural hearing loss,
but one of them was considered to be normal after a second and third FS-ABR. The first
abnormal responses in this case could be the result of the maturation process of the auditory
pathways. The wave V is generated primarily within the inferior colliculus. It is also the most
robust ABR wave, used for electrophysiological threshold search when studying auditory
function. During the initial years of life, peak latencies become progressively earlier in time
and peak amplitude increases becoming more visible at lower intensities.!* Concerning the
wave V, from birth to 3 years of age is the critical period for the development and this can
explain the presence of an apparent hearing loss at birth that disappear in subsequent tests.!> A
second child was excluded from the study due to the use of ototoxic, leaving eight cases of
SNHL at the conclusion of this study.

No specific pattern was found concerning degree or laterality of the losses. All cases of
SNHL have been treated with hearing aids and speech therapy, except to three of them, two that
have unilateral hearing loss (Chart — patients 2 and 8) and the other (Chart — patient 1) that
received a cochlear implant because of a bilateral profound sensorineural hearing loss.

It is important to say that no child considered normal on the first exam has failed on
subsequent exams, which makes us believe that, in respect to its long-term course, Zika
infection doesn’t appear to present with progressive or late onset hearing loss as could be
expected, and this data could support the recommendation of the last CDC guidance for
diagnosis, evaluation and management of infants with CZS that no longer recommended a
diagnostic ABR in the first year if the hearing screen is passed by automated ABR. !¢

However, since complete knowledge about the pathogenesis of Zika virus in the
auditory system remains unknown and other viral congenital infections already showed later
onset of hearing loss, like rubella syndrome, even if the viral reactivation has not been
demonstrated, it would be reasonable to follow these children until at least 30 months of age,

once it’s already recommended by the Joint Committee on Infant Hearing that children with
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risk factors for hearing loss should have a diagnostic auditory assessment by 24 to 30 months
of age.!2 1718
The exact site of the lesions in the auditory system caused by Zika virus is still uncertain,
and the data here presented does not allow us to clarify this issue. Audiological tests addressed
to central auditory process evaluation, could provide useful information on this, and are being
conducted, although the severe neuromotor handicap usually present on these children with
CZS represents a major limitation for the investigation depending on behavioral
manifestations.!” Long latency ABR tests also has been used for this purpose, with the
advantage of not being affected by the neurological impairment, but definitive results are still
not available.

Although more than 70% of the children with sensorineural hearing loss had severe
microcephaly, there was no statistical difference between the groups with and without SNHL
in this study. In our previous publication, all the affected children where in the severe
microcephaly group. Also, in other study with visual impairment, the severity of the
microcephaly and the maternal infection in the first trimester of pregnancy appeared to be risk
factors for ocular abnormalities.?’ Nevertheless, this information should be interpreted with
caution due the small sample size in the affected group. The only characteristic that was
statistically significant different in relation to sensorineural hearing loss was the infant sex, but
there is no known cause to justify such a finding until now.?! No other variables were
statistically different between the groups.

This is the largest series of hearing evaluation of children with confirmed CZS ever
published. However, the small affected group does not allow us to establish a precise
presentation pattern of the hearing loss. Moreover, only children with the worst spectrum of the
syndrome were studied leaving aside the infected children with a milder form and the
asymptomatic cases. A cohort of infected pregnant women is being conducted to determine the

general occurrence of SNHL in exposed children.

CONCLUSION

Sensorineural hearing loss is a part of congenital Zika syndrome presentation and it
seems to be present since birth with no late-onset or progressive behavior. Aspects of the whole
mechanism of hearing impairment like auditory cortex damage and subsequently central
hearing processing remain unclear. Further studies are needed to better clarify the topography

of hearing loss, using image evaluation and electrophysiological evaluation of the auditory
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pathways and the auditory cortex, such as the investigation of the long latency auditory evoked

potentials and central auditory processing.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa se prop0s a avaliar e acompanhar a audicao de criangas com diagnéstico
de SCZ durante os primeiros trés anos de vida com o intuito de verificar o possivel aparecimento
de perda auditiva tardia ou progressiva nesta populacao, de forma semelhante ao que ocorre em
outras infec¢des congénitas.

De fato, na populagdo da nossa pesquisa, foi constatada uma ocorréncia maior de perda
auditiva ao nascimento nas criangas com SCZ em comparagao a encontrada na populagdo geral,
sugerindo que o ZIKV ¢ realmente um fator de risco para perda auditiva. No entanto, nao
observamos perda auditiva progressiva ou de aparecimento tardio. Tais achados ratificam as
ultimas orientagdes do Centers for Disease Control and Prevention para diagndstico, avaliacao
e acompanhamento de criangas com SCZ, que ndo mais recomendam um PEATE de
diagnostico no primeiro ano de vida se o PEATE-A realizado na triagem auditiva for
considerado normal.

Como a SCZ ¢ uma patologia de aparecimento relativamente recente € o completo
mecanismo da deficiéncia auditiva associada a mesma ainda ndo € inteiramente conhecido, sdo
necessarios mais estudos a fim de esclarecer melhor a topografia da perda auditiva utilizando
estudos com avaliacdo por imagem e avaliagdo eletrofisiologica das vias auditivas e do cortex
auditivo, como por exemplo a pesquisa do potencial de longa laténcia e o processamento

auditivo central.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE
(Para responsavel legal pelo menor de 18 anos — Resolugdo 466/12)
Titulo da Pesquisa: “ACOMPANHAMENTO AUDIOLOGICO DE CRIANCAS
COM SINDROME CONGENITA ASSOCIADA A INFECCAO PELO VIRUS ZIKA”
1. INTRODUCAO
Solicitamos a sua autorizagdo para convidar o (a) seu/sua filho (a)

(ou menor

que estd sob sua responsabilidade) para participar, como voluntirio (a), da pesquisa
"Acompanhamento audiologico de criancas com sindrome congénita associada a infec¢do pelo
virus Zika”. Vocé foi selecionado por intermédio da central de regulagdo da Secretaria Estadual
de Saude (SES) e sua participacdo ndo € obrigatoria. Sua recusa ndo trara nenhum prejuizo em
sua relacdo com o pesquisador ou com o Hospital Agamenon Magalhdes. Essa pesquisa ¢ de
responsabilidade da pesquisadora Mariana de Carvalho Leal Gouveia, residente na Rua General
Abreu e Lima, 65, apto 901, Tamarineira CEP: 52041-040, e-mail marianacleal@hotmail.com,
telefone de contato (81) 992331521. Também participam desta pesquisa os pesquisadores
Tamires Sales, telefone de contato (81) 999827392, Cristiane Marcela Santos Silva, telefone de
contato (81) 999606905, Lilian Muniz, (81) 34161634, Silvio Caldas (81) 34161635 e Rebeka
Jacques (81) 987155318. Se decidir autorizar o menor pelo qual € responsavel a participar da
mesma, ¢ importante que leia as informagdes a seguir sobre a pesquisa e o papel do seu filho
(a) enquanto participante dela. Neste momento, vocé pode desistir de participar e retirar seu
consentimento. No caso de vocé decidir retirar o seu filho (a) do estudo, devera notificar ao
profissional e/ou pesquisador que o estejam atendendo. Caso queira autorizar a participa¢ao do
seu filho (a) na pesquisa ¢ preciso entender a natureza e os riscos da participacdo dele e dar,
aqui, o seu consentimento livre e esclarecido, rubricando as folhas e assinando ao final deste
documento, que esta em duas vias, uma via lhe serd entregue e a outra ficara com o pesquisador

responsavel.
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2. OBJETIVO

Este estudo tem por objetivo avaliar os possiveis problemas auditivos sofridos pelas
criangas nascidas com sindrome congénita associada a infecc¢ao pelo virus Zika.

3. PROCEDIMENTO DO ESTUDO

Se concordar em participar, vocé€ serd submetido a uma entrevista em que respondera a
um questiondrio acerca dos dados do pré-natal, parto, genitora e recém-nascido. Permitird
também que o pesquisador e sua equipe tenham acesso ao prontudrio do paciente em questao,
a fim de resgatar os resultados dos exames de triagem auditiva neonatal ja realizados. Os
resultados dos exames serdo analisados na consulta de retorno ao ambulatorio de
Otorrinolaringologia no Hospital Agamenon Magalhaes, onde, a depender dos mesmos, cada
caso tera a sua condugdo terapéutica. Os dados serdo arquivados junto ao pesquisador
responsavel por um periodo de cinco anos. A qualquer momento vocé pode desistir de participar
e retirar seu consentimento.

4. DESCONFORTOS, INCOVENIENCIA, INCOMODOS E RISCOS

O exame otorrinolaringologico no paciente pode provocar discreto desconforto durante
otoscopia, rinoscopia e oroscopia. Serdo realizados também exames auditivos, porém nao sao
exames invasivos e ndo determinam qualquer risco adicional ao paciente.

5. BENEFiCIOS E DEVOLUCAO DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos serdo repassados para os participantes da pesquisa por meio de
consultas de acompanhamento no ambulatério de Otorrinolaringologia do Hospital Agamenon
Magalhades e Hospital das Cinicas. Nelas, eles serdo informados acerca dos proximos passos
para o tratamento e condu¢do de cada caso. Desta forma, visamos auxiliar no estabelecimento
de a¢des de promocao de saude destes pacientes e suas familias.

6. RELEVANCIA DA PESQUISA

A importancia desta pesquisa esta em proporcionar o conhecimento dos possiveis danos
audiologicos sofridos pelas criancas nascidas com sindrome congénita secundaria a infec¢ao
pelo Virus Zika. Tais alteragdes podem trazer repercussdes para o desenvolvimento desses
individuos, entdo diagnostica-las o mais precocemente possivel se faz essencial para que sejam
realizadas medidas terapéuticas eficazes para cada caso especifico.

7. CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Todas as informagdes obtidas mediante a sua participacdo neste estudo ndo poderdo ser
mantidas em estrita confidencialidade, pois algumas delas podem vir a ser solicitadas pelo
Comité de Etica em Pesquisa que aprovou o projeto deste trabalho. No entanto, vocé ndo sera

identificado quando o conteudo de suas informagdes for utilizado, seja para propoésitos de
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publicagdo cientifica ou educativa. Os dados a serem publicados serdo impessoais e integrados
ao conjunto daqueles dos demais voluntarios da pesquisa. A sua identidade e os seus dados de
carater pessoal especifico, em tudo que depender da pesquisadora dentro do respeito a lei, serdo
mantidos em absoluto sigilo.

8. PARA OBTER INFORMACOES ADICIONAIS

Vocé deve dar ou ndo o consentimento para participar da pesquisa, tendo plena liberdade
para aceitar participar ou recusar-se a participar da mesma. Tem o direito de continuar até o
final da coleta de dados ou desistir da participacdo a qualquer momento. Caso vocé venha a ter
algum problema diretamente ligado a
pesquisa, ou tenha mais perguntas sobre a mesma, pode entrar em contato com a pesquisadora
Mariana de Carvalho Leal Gouveia, que ¢ a orientadora responsavel por esta pesquisa, pelo
telefone (81) 992331521, cujo endereco eletronico ¢ marianacleal@hotmail.com.

9. DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Li ou alguém leu para mim as informagdes contidas neste documento antes de assinar
este Termo de Consentimento. Declaro que fui informado sobre o objetivo, os métodos e
procedimentos da pesquisa, as inconveniéncias, riscos, beneficios da mesma. Por isso coloco
minha assinatura ao final do documento, logo a seguir. Declaro também que toda a linguagem
técnica utilizada na descricdo deste estudo de pesquisa foi satisfatoriamente explicada e que
recebi respostas para todas as minhas davidas. O pesquisador me informou que o projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Estudos do
Hospital Agamenon Magalhdes que funciona no proprio Hospital Agamenon Magalhaes,
localizado na ESTRADA DO ARRAIAL, 2723 — CASA AMARELA - 3° ANDAR — CEP
52051-380, RECIFE — PE — BRASIL.

Confirmo também que recebi uma copia deste formuldrio de consentimento.
Compreendo que sou livre para me retirar do estudo em qualquer momento, sem perda de
beneficios ou qualquer outra penalidade na relagdo com os pesquisadores. Dou o meu
consentimento de livre e espontdnea vontade e sem reservas, para participar como voluntério

desta pesquisa.

Recife, de de 201

Assinatura da pesquisadora Local/Data
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Eu, , CPF ,

abaixo assinado, responsavel por

b

autorizo a sua participagdo no estudo “Acompanhamento audioldgico de criangas com sindrome
congénita associada a infec¢do pelo Virus Zika”, como voluntirio (a). Fui devidamente
informado (a) e esclarecido (a) pelo (a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela
envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes da participacao dele (a).
Foi-me garantido que posso retirar o0 meu consentimento a qualquer momento, sem que iSso

leve a qualquer penalidade para mim ou para o (a) menor em questao.

Recife, de de 201

Assinatura do (da) responsavel Local/Data
Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite

do sujeito em participar. 02 testemunhas (Nao ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome e Assinatura da testemunha Local/Data

Nome e Assinatura da testemunha Local/Data
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APENDICE B —- PROTOCOLO DE AVALIACAO

TELEFONE CONTATO:
PROTOCOLO SINDROME CONGENITA DO VIRUS ZIKA

Data da entrevista: Origem do encaminhamento:

Dados pessoais

Nome da crianga:

Genitora;: Idade:

RG: DN: Sexo: MASCULINO ( ) FEMININO ( )
Naturalidade: Procedéncia:

Idade Gestacional: Perimetro cefalico: Peso ao
nascimento: Altura:

PIG( ) AIG () GIG( )
Intercorréncias no trabalho de parto: SIM () NAO ()

Se sim, quais?

Apgar 1°minuto: () Apgar 5° minuto: ()

Necessidade de intubacdo na sala de parto SIM () NAO ()

Necessidade de UTI SIM () NAO ()

Ictericia neonatal SIM () NAO ()
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Antecedentes pré-natais e maternos

Doengas maternas na gestacao:

Exposicdo a substancias toxicas com potencial teratogénico:

drogas ilicitas ()

alcool ()

outras

Sinais e sintomas sugestivos de infec¢ao SIM () NAO ()
Presenga de rash cutaneo SIM () NAO ()

Se sim, em que idade gestacional?

Antecedentes familiares:

Transtornos genéticos SIM () NAO ( ) QUAL

Microcefalia SIM () NAO ( ) QUEM:

Exame Otorrinolaringologico:

e Otoscopia:

OD:
OE:
e Oroscopia: NORMAL ( )
Se alteragdes, quais?
e Rinoscopia: NORMAL ()

Se alteragdes, quais?
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Resultados de exames:

TAC de cranio sem contraste ( / / ): NORMAL ( )

Se alteragdes, quais?

e Emissoes Otoacusticas ( / / ) (0])]) OE
e Reflexo cocleo-palpebral PRESENTE ( ) AUSENTE ( )

e BERAClick ( / [/ )
OD OE

e BERA ToneBurst ( / / ): NORMAL ( )

Se alteragdes, quais?

DISFAGIA

Disfagia: sim( ) nao( )

Se sim, especificar a queixa:

PRINCIPAL SINTOMA:
INICIO DO SINTOMA

Infeccdo respiratdria (N de episodios):

Via de alimentacao oral exclus (), USO DE ESPESSANTE( ) sonda exclus ( ) GTT

exclus: ()

TEMPO NECESSATIO PARA ALIMENTAR-SE:
IRRITABILIDADE DURANTE A DIETA: ( )SIM ( )NAO
RONCO: ( )SIM ( )NAO
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ANEXO A - REQUERIMENTOS PARA SUBMISSAO A REVISTA JAMA
PEDIATRICS

How Do I?
Format My Manuscript

Manuscript Preparation and Submission Requirements

Manuscript Submission

All manuscripts must be submitted online via the online manuscript submission and review
system.

At the time of submission, complete contact information (affiliation, postal/mail address, email
address, and telephone numbers) for the corresponding author is required. First and last names,
email addresses, and institutional affiliations of all coauthors are also required. After the
manuscript is submitted, the corresponding author will receive an acknowledgment confirming
receipt and a manuscript number. Authors will be able to track the status of their manuscripts
via the online system. After manuscript submission, all authors of papers under consideration
for publication will be sent a link to the Authorship Form to complete and submit (see sample
Authorship Form). See other details in these instructions for additional requirements.*

Cover Letter

Include a cover letter and complete contact information for the corresponding author
(affiliation, postal/mail address, email address, and telephone number) and whether the authors
have published, posted, or submitted any related papers from the same study (see Previous
Publication, Preprint Server Posting, and Related Manuscripts and Reports).

Manuscript Style

Manuscripts should be prepared in accordance with the AMA Manual of Style, 10th
edition,? and/or the ICMJE Recommendations for the Conduct, Reporting, Editing, and
Publication of Scholarly Work in Medical Journals.*

Manuscript Components

Include in the manuscript file a title page, abstract, text, references, and as appropriate, figure
legends and tables. Start each of these sections on a new page, numbered consecutively,
beginning with the title page. Figures should be submitted as separate files (1 file per figure)
and not included in the manuscript text.

Recommended File Sizes

We recommend individual file sizes of no more than 500 kB and not exceeding 1 MB, with the
total size for all files not exceeding 5 MB (not including any video files).

Manuscript File Formats

For submission and review, please submit the manuscript as a Word document. Do not submit
your manuscript in PDF format.
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Use 10-, 11-, or 12-point font size, double-space text, and leave right margins unjustified
(ragged).

Title Page

The title page should be the first page of your manuscript file. It should include a manuscript
title; the full names, highest academic degrees, and affiliations of all authors (if an author's
affiliation has changed since the work was done, the new affiliation also should be listed); name
and complete contact information for corresponding author; and manuscript word count (not
including title, abstract, acknowledgment, references, tables, and figure legends).

Title

Titles should be concise, specific, and informative.?P® Please limit the length of titles to 150
characters for reports of research and other major articles and 100 characters for Editorials,
Viewpoints, Commentaries, and Letters. For scientific manuscripts, do not use overly general
titles, declarative titles, titles that include the direction of study results, or questions as titles.
For reports of clinical trials, meta-analyses, and systematic reviews, include the type of study
as a subtitle (eg, A Randomized Clinical Trial, A Meta-analysis, A Systematic Review). For
reports of other types of research, do not include study type or design in the title or subtitle.

Other Observational Studies

These manuscripts include Cohort Study, Case-Control Study, Cross-sectional Study, Case
Series, Economic Evaluation, Decision Analytical Model, Comparative Effectiveness
Research, Genetic Association Study, Diagnostic/Prognostic Study, Quality Improvement
Study, Survey Study, and Qualitative Study. Each manuscript should clearly state an objective
or hypothesis; the design and methods (including the study setting and dates, patients or
participants with inclusion and exclusion criteria and/or participation or response rates, or data
sources, and how these were selected for the study); the essential features of any interventions
or exposures; the main outcome measures; the main results of the study; a discussion section
placing the results in context with the published literature and addressing study limitations; and
the conclusions and relevant implications for clinical practice or health policy. Data included
in research reports must be original and should be as timely and current as possible
(see Timeliness of Data). Follow EQUATOR Reporting Guidelines.

A structured abstract is required; for more information, see instructions for preparing Abstracts
for Reports of Original Data. A list of 3 Key Points is required (see guidance on preparing Key
Points). Maximum length: 3500 words of text (not including abstract, tables, figures,
acknowledgments, references, and supplemental material) with no more than a total of 5 tables
and/or figures and no more than 50-75 references.
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ANEXO B - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

HOSPITAL AGAMENON Plataforma
MAGALHAES - HAM Q’foﬂl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa:AVALl/}QAO AUDIOLC')GICA, DE CRIANGCAS COM SUSPEITA INFECGAO
CONGENITA POR ZIKA VIRUS

Pesquisador: Mariana de Carvalho Leal Gouveia

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 54085516.5.0000.5197

Instituicdo Proponente: Hospital Agamenon Magalhaes - HAM
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.472.742

Apresentacao do Projeto:

A fundamentacgéao teérica foi apresentada de forma adequada a ponto de demonstrar a importancia do
projeto de pesquisa, sendo apresentada como justificativa o nimero de casos de recém nascidos com
microcefalia e de gestantes acometidas por infecéo por Zika virus, notificados no Brasil e no Estado de
Pernambuco, atinge propor¢cdes maiores a cada dia e a necessidade conhecer as caracteristicas clinicas
desta

nova entidade, que passa a fazer parte do diagndstico diferencial das infecgdes

congénitas.

Objetivo da Pesquisa:

Os objetivos geral e especificos foram apresentados de forma adequada.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos e beneficios foram apresentados corretamente.

Riscos apresentados: Os pacientes nao serdo submetidos a nenhum risco adicional.

O beneficio do estudo é conhecer melhor as caracteristicas relacionadas a microcefalia relacionada a
provavel infecgdo por Zika virus. E considerado beneficio também a avaliagéo e seguimento, o que ja esta
previsto pela assiténcia,possibilitando a identificagdo precoce de alteragdes associadas e com isso
possibilitando a intervengdo adequada e precoce.

Endereco: Estrada do Arraial, 2723

Bairro: Prédio Anexo a Emergéncia Geral CEP: 52.051-380
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)3184-1769 Fax: (81)3048-0117 E-mail: cepham@hotmail.com.br
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HOSPITAL AGAMENON -~ Plataforma
MAGALHAES - HAM %

Continuagéo do Parecer: 1.472.742

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Apresentacao adequada

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Preenche as exigéncias

Recomendacoes:

Nenhuma

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Sem pendéncias

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Em consonancia com o Parecer do Relator, Termos apresentados no Projeto sdo adequados e preenchem
as exigéncias.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 10/03/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 665161.pdf 23:42:56
Projeto Detalhado / | PROJETOZIKA.pdf 10/03/2016 |Mariana de Carvalho [ Aceito
Brochura 23:42:36 |Leal Gouveia
Investigador
Outros LattesCrisMarcela.pdf 10/03/2016 |Mariana de Carvalho | Aceito

23:40:57 [Leal Gouveia
Declaragao de Confidencialidadecompleto.pdf 09/03/2016 |Mariana de Carvalho | Aceito
Pesquisadores 08:59:24 |Leal Gouveia
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 08/03/2016 |Mariana de Carvalho | Aceito
Assentimento / 00:42:02 [Leal Gouveia
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | PROJETO.pdf 08/03/2016 |Mariana de Carvalho | Aceito
Brochura 00:41:43 |Leal Gouveia
Investigador
Cronograma CRONOGRAMADETALHADO.pdf 08/03/2016 |Mariana de Carvalho | Aceito

00:29:59 |Leal Gouveia

Outros lattesTAMIRES. pdf 08/03/2016 |Mariana de Carvalho | Aceito
00:17:10 |Leal Gouveia
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Continuagéo do Parecer: 1.472.742

Outros LATTESSILVIOCALDAS.pdf 08/03/2016 |Mariana de Carvalho | Aceito
00:16:49 |Leal Gouveia

Outros LATTESREBEKA.pdf 08/03/2016 |Mariana de Carvalho | Aceito
00:16:03 [Leal Gouveia

Declaragao de AUTORIZACAOHAM.pdf 08/03/2016 |Mariana de Carvalho | Aceito

Instituicdo e 00:09:32 [Leal Gouveia

Infraestrutura

Outros LATTESLILIAN.pdf 08/03/2016 |Mariana de Carvalho | Aceito
00:07:18 [Leal Gouveia

Outros LATTESMARIANA.pdf 08/03/2016 |Mariana de Carvalho | Aceito
00:06:16 [Leal Gouveia

Declaragédo de Carta_hc.pdf 08/03/2016 |Mariana de Carvalho | Aceito

Instituicdo e 00:03:06 |Leal Gouveia

Infraestrutura

Declaragao de Anuencia.pdf 18/02/2016 |Mariana de Carvalho | Aceito

Instituicéo e 22:54:34 |Leal Gouveia

Infraestrutura

Folha de Rosto Folha_rosto.pdf 18/02/2016 [Mariana de Carvalho | Aceito

22:53:05 |Leal Gouveia

Orcamento ORCAMENTO.pdf 18/02/2016 |Mariana de Carvalho | Aceito
04:23:53 |Leal Gouveia

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

RECIFE, 31 de Margo de 2016

Assinado por:
CARLOS ALBERTO SA MARQUES

(Coordenador)
Endereco: Estrada do Arraial, 2723
Bairro: Prédio Anexo a Emergéncia Geral CEP: 52.051-380
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)3184-1769 Fax: (81)3048-0117 E-mail: cepham@hotmail.com.br
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