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RESUMO

Objetivo - O objetivo desse estudo é determinar a prevaléncia da infec¢do congénita por CMV
na populacdo de pacientes pequenos para a idade gestacional, ou com baixo peso ao nascimento
ou prematuros sem causa definida e comparar com a prevaléncia da infeccdo em recém-
nascidos sem esses fatores de risco. Ainda, descrever o perfil de citocinas nesses dois grupos e

identificar diferencas clinicas e epidemioldgicas.

Método — Estudo transversal, multicéntrico, realizado em maternidades de referéncia, no
periodo de 2016 a 2020. Os pacientes pequenos para a idade gestacional, baixo peso ou
prematuros foram incluidos no grupo caso, no grupo controle foram incluidos os recém-
nascidos sem sintomas sugestivos de infec¢do congénita, sem doenca associada ou atribuida
a possivel infeccdo (congénita). Dentre os pacientes selecionados para o estudo, 75 amostras
foram submetidas a Polimerase Chain Reaction (PCR) para CMV e dosagem de citocinas,
39 amostras no grupo caso e 36 no grupo controle. As caracteristicas clinicas obstétricas,
neonatais, o perfil de citocinas e a positividade para CMV em PCR foram comparadas entre
0s grupos caso e controle e, posteriormente, foram comparadas as caracteristicas do grupo
de pacientes infectados e nédo infectados pelo CMV. Este estudo foi aprovado pelo Comité

de Etica de todas as instituicdes envolvidas.

Resultados - Dos 213 recém-nascidos inicialmente selecionados, 118 preencheram critério
para o grupo caso e 95 para o grupo controle. Observou-se maior nimero de consultas, testagens
para HIV e Sifilis nas maes do grupo controle. As mées do grupo caso apresentaram maior
média de gestacdes, ultrassonografias durante o pré-natal, testagens para Hepatite C, Rubéola
e CMV, o parto vaginal e o sexo feminino foram mais frequentes. Dos pacientes selecionados,
foram incluidas 75 amostras para realizacdo de PCR para Citomegalovirus e citocinas. O PCR
para CMV foi positivo em 7 casos, com prevaléncia de 9%. No grupo controle 4 (10%)
pacientes foram positivos e no grupo caso 3 (8%), sem significancia estatistica (p=0,77). A
dosagem de citocinas ndo apresentou diferenca estatistica entre os dois grupos. Quando
comparados os pacientes infectados e ndo infectados, as citocinas IFN o, TNF e IL-10
apresentaram maior dosagem no grupo de pacientes infectados por Citomegalovirus quando
comparado com o grupo de ndo infectados. Observou-se ainda maior frequéncia de recém-

nascidos do sexo feminino no grupo de pacientes infectados.



Concluséo - Embora o citomegalovirus possa resultar em recém-nascidos prematuros, com
baixo peso, ou pequenos para a idade gestacional, a interagdo entre infeccdo congénita e
esses fatores de risco ndo esta bem estabelecida. Mais estudos sdo necessarios para definir
melhor essa relacdo. Além disso, o perfil de citocinas encontrado sugere que a infeccéo
congénita por CMV pode resultar em alteracéo na cascata inflamatdria, porém, mais estudos

sdo0 necessarios para confirmar e estabelecer a importancia das alteragcdes encontradas.

Palavras-chave: Citomegalovirus; Transmissdo Vertical de Doengas Infecciosas; Recém-
Nascido de muito Baixo Peso; Recém-Nascido Pequeno para a Idade Gestacional; Recém-

Nascido Prematuro; Retardo do Crescimento Fetal.



ABSTRACT

Objective - The aim of this study is to determine the prevalence of congenital CMV infection
in the population of small for gestacional age, low birth weight or preterm patients and compare
with the prevalence in patients without this risk factors. Also, describe the cytokine profile

found in both groups and identify clinical and epidemiological differences.

Method - Case-control, multicenter study, carried out from 2016 to 2020. Patients with
restricted intrauterine growth, low birth weight or premature infants were included in the case
group, while patients with adequate weight, born at term, were included in the control group.
Among the patients included in the study, 75 patients were selected for CMV Polymerase Chain

Reaction (PCR) and cytokine dosage, 39 in the case group and 36 in the control group.

Results - Among the 213 patients with the sample collected, 75 patients were diagnosed with
Cytomegalovirus and cytokine dosage, 39 in the case group and 36 in the control group. PCR
for CMV was positive in 7 patients, resulting in a prevalence of 9%. In the control group 3 (8%)
patients were positive and in the case group 4 (10%), without statistical significance (p=0.77).
The dosage of cytokines showed no statistical difference between the two groups. The cytokines
IFN o, TNF B and IL-10 showed higher dosage in the group of patients infected with

Cytomegalovirus when compared to the group of non-infected ones (p<0.05).

Conclusion - Although Cytomegalovirus can result in prematurity, IUGR and low birth weight,
the interaction between congenital infection and these risk factors is not well established.
Further studies are needed to better define this relationship. Furthermore, the cytokine profile
found suggests that congenital CMV infection may result in an alteration in the inflammation
cascade, however, further studies are needed to confirm and establish the importance of the

alterations found.

Key words: Cytomegalovirus; Infectious Disease Transmission, Vertical; Infant, Very Low

Birth Weight; Infant, Small for Gestational Age; Infant, Premature; Fetal Growth Retardation.
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1 INTRODUGCAO

As infecgOes congénitas sdo doencas causadas por agentes infecciosos, transmitidas da mae
para o feto durante a gestacdo. A transmissdo pode ocorrer por via hematogénica atraves da
placenta ou por via ascendente, através do colo uterino. Os principais agentes infecciosos
causadores das infeccGes congénitas ou perinatais sdo o Toxoplasma gondii, 0 Treponema
pallidum, o Virus da Rubéola, Citomegalovirus (CMV), Herpes Simples virus, HIV (Virus da
Imunodeficiéncia Humana), Virus Varicela-zoster, Parvovirus B19, Zika Virus (ZIKV) e os
virus das hepatites (B e C). Como consequéncia das infeccdes congénitas, a gravidez pode
evoluir com aborto, parto prematuro ou crescimento intrauterino restrito (CIUR). O recém-
nascido infectado pode apresentar quadro semelhante a sepse neonatal, cardiopatia congénita,
comprometimento da visdo, audicdo, atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, dentre

outros, gerando grande impacto na satide pablica mundial®.

Na maior parte dos casos, 0 bindmio ndo apresenta sintomas durante a gestacao ou no periodo
neonatal, sendo o rastreio durante o pré-natal importante para identificar e tratar quando
indicado. Atualmente, o ministério da salde orienta triagem universal das gestantes apenas
para Toxoplasmose, HIV, Sifilis e Hepatite B. A frequéncia dessas infec¢des e a possibilidade
de tratamento justificam o rastreio universal como medida de saude publica. Segundo o
Ministério da Saude, em 2018, a taxa de incidéncia de sifilis foi 9/1000 nascidos vivos, a taxa
de HIV 2,9/1000, e a taxa de hepatite 0,4/1000. A taxa de toxoplasmose congénita relatada por
Dubey et al (2012). foi 0,5-2,3/1000 nascidos vivos no Brasil. A triagem universal para outras
infeccBes congénitas, apesar de desejavel, pode gerar grande impacto econémico, sendo muitas

vezes, inviavel?S,

1.1 Citomegalovirus

O CMV apresenta soroprevaléncia na populacdo de 40-100%, o que resulta em incidéncia
média de infec¢do congénita de 0,2 a 2,4 % nos diferentes paises, sendo mais frequente nas
regiGes com pior nivel socioecondmico. Em torno de 5 a 15% dos recém-nascidos infectados
intradtero apresentam comprometimento neuroldgico ou surdez ao nascimento. O diagnostico
é realizado preferencialmente por PCR (Polimerase Chain Reaction) ou cultura viral, que

devem ser realizados na saliva ou urina até 14-21 dias de vida. Estudos mostram que a
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prematuridade e o baixo peso ao nascimento sdo sintomas encontrados em 34 a 50% dos casos
de recém-nascidos infectados sintomaticos. O tratamento deve ser iniciado no periodo neonatal

com o objetivo de reduzir as sequelas auditivas .

1.2 Parvovirus B19

Segundo dados europeus, um a 13% das gestantes pode apresentar soroconversao para 0
Parvovirus B19 durante a gestacéo e 33 a 51% dos fetos resultantes dessas gestacfes podem
evoluir com infeccdo congénita. Esses recém-nascidos podem apresentar desde quadros leves
com anemia, até quadro graves com CIUR, hidropsia, morte fetal, aborto e alteracdes do

desenvolvimento neuroldgico. N&o ha vacina ou tratamento disponivel até o momento®®.

1.3 Herpes Simples

O Herpes Simples, acomete um recém-nascido a cada 3200 partos segundo dados americanos,
a infeccdo pode ocorrer intraltero ou no periodo periparto. Apesar de menos frequente, a
infeccé@o congénita resulta em sequelas graves como microcefalia, calcificacGes intracranianas,
hidranencefalia, micro-oftalmia, coriorretinite e atrofia dptica ao nascimento. A infeccdo
perinatal pode acometer apenas pele e mucosas, evoluir com encefalite ou doenca sistémica
com acometimento de multiplos 6rgdos. O tratamento precoce com Aciclovir resulta em menor

mortalidade e melhor desfecho neurolégico®®.

1.4 Zika virus

O ZIKV foi descoberto em 2015, e ap6s epidemia no Brasil, ficou evidente a sua associagao
com a infeccdo congénita, resultando em quadros neurologicos. Hoje, sabe-se que a infeccao
congénita pode resultar em microcefalia, alteracdes oftalmoldgicas, CIUR e baixo peso ao

nascimento. N&o ha vacina ou tratamento disponivel até 0 momento'? 3,
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O prognostico da infeccdo congénita € melhor quando o diagndstico € precoce e as intervencoes
séo iniciadas nos primeiros dias de vida. Nesse contexto, a triagem de pacientes com fator de
risco possibilitaria o direcionamento de recursos para os pacientes com maior probabilidade de
apresentar a infeccdo. Sabe-se que os fetos com infeccéo congénita por CMV, Parvovirus B19,
Herpes Simples e Zika Virus podem evoluir com CIUR, baixo peso ao nascimento (BP) ou
parto prematuro, no entanto, a frequéncia dessas infecches nesses pacientes ainda €
desconhecida. S&o necessarios estudos para avaliar a importancia das infecgdes congénitas

nesses pacientes com fator de risco®12 14-18,

Ao considerar a similaridade das manifestagdes clinicas e os varios agentes das infeccBes
congénitas, a possibilidade de realizar exame de triagem Unico que sugira ou descarte a
infeccdo, reduziria custos e evitaria investigacdes desnecessarias no recém-nascido. Ressalta-
se que a associacdo entre o perfil de citocinas e o diagnostico de sepse neonatal foi proposta
por varios autores'®?* no entanto, ha poucos estudos que abordam a alteracdo no perfil de

citocinas em pacientes com infecgdo congénita.

Chen et al.?®, observou o aumento significativo de 1L-33 em pacientes recém-nascidos com
infeccdo congénita por CMV, quando comparado com pacientes sem infecgdo. Klimova et al.?®
observou niveis elevados de IL-6 em recém-nascidos prematuros infectados com CMV e/ou
Herpes simples congénitos, quando comparado com o grupo controle. Apesar de a associa¢do
da dosagem de citocinas com as infec¢bes congénitas parecer promissora, 0s estudos sao
escassos. Compreender o papel da cascata inflamatéria e das citocinas pode auxiliar no
diagndstico precoce, identificar pacientes com pior prognostico e indicar a necessidade de

busca de novos tratamentos2’-3,

A necessidade de ampliar estudos para triagem de infecgdes congénitas, principalmente virais
e de definir o perfil de citocinas associado a essas infec¢des, sua contribuicdo no diagndstico e

correlages clinicas, justificou a realizacdo desse estudo.

Como proposto pelo Colegiado do Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias da Saude — Saude
da Crianca e do Adolescente da Faculdade de Medicina da UFMG, na resolucédo 03/2020 de
05 de fevereiro de 2010, a revisao da literatura e os resultados serdo apresentados sob a forma

de artigo de revisdo e artigo original, respectivamente.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Artigo de revisao

Diagnosis of congenital infections in premature, low-birthweight or newborns with
intrauterine growth restriction caused by Cytomegalovirus (CMV), Herpes Simplex

Virus (HSV), Parvovirus B19, and Zika Virus: a systematic review.

Abstract

Objectives: By reviewing studies including diagnosis of congenital infections in the patients
with the following risk factors for: prematurity, low weight at birth or intrauterine growth
restriction, the aim of this paper is to identify these infections in specific groups of patients and
to enable actions towards a better prognosis for infected newborns in adulthood.

Methods: The characteristics considered for selecting papers were: P-newborns younger than
30 days; V,-low weight at birth, prematurity and IUGR; O - frequency of congenital infections
with Cytomegalovirus, Parvovirus B19, Herpes Simplex, and Zika virus. The research was
performed using EMBASE, LILACS, SCOPUS and MEDLINE databases.

Results: Eight studies were included, all of which addressed congenital infection with
Cytomegalovirus,. Manuscript including Herpes Simplex, Zika virus or Parvovirus B19 did not
fulfill the defined criteria. A wide variation in the frequency of congenital infection with CMV
(zero to 4.8%) was found, which may be attributed to regional and methodological differences
between investigations, leading to difficulties in comparisons and analysis of the data.

Conclusion: Data from the reviewed papers point to a need for additional studies covering
various centers and with higher number of newborns to confirm the association of risk factors

with the examined congenital infections.
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Introduction

Congenital infections are diseases transmitted from the mother to the fetus during gestation.
Infections can occur via hematogenous through placenta or ascend through the uterus. The
main infectious pathogens that cause congenital diseases are Toxoplasma gondii, Treponema
pallidum, Rubella virus, Cytomegalovirus (CMV), Herpes simplex virus (HSV), Human
immunodeficiency virus (HIV), Varicella zoster virus (VZV), Parvovirus B19, Zika virus
(ZIKV), and Hepatitis viruses B and C*. As a consequence of congenital diseases, the infected
newborn can present with clinical features similar to neonatal sepsis, vision and hearing
impairment, and delayed neuropsychomotor development, among others, which has a
significant impact on public health worldwide. When initiated within the first months of life,

diagnosis, treatment, and rehabilitation may result in a better prognosis for these patients.

It is known that fetuses with congenital Cytomegalovirus, Parvovirus B19, Herpes simplex,
and ZIKV infections may develop with intrauterine growth restriction (IUGR), low-
birthweight (LBW) or premature labor?*; however, the real frequency of these infections in
patients with these risk characteristics is unknown. JUGR occurs when the fetus does not reach
the expected intrauterine growth for the gestational age, remaining below the 10" percentile in
the fetal growth chart. After the birth, newborns with IUGR are classified as small for
gestational age (SGA)°. LBW occurs when the newborn presents with a birth weight < 2.500
g ©. The World Health Organization defines premature labor as any birth before completing 37
weeks of gestation ’.

Currently, Brazil’s Ministry of Health advises the universal screening of pregnant women only
for Toxoplasmosis, HIV, Syphilis, and Hepatitis B 8. The frequency of these infections and the
possibility of treatment justify universal screening as a public health measure. According to
the Ministry of Health, in 2018, the incidence rate of syphilis was 9/1000 live births °, that of
HIV was 2,9/10001°, and that of hepatitis was 0.4/1000!. The rate of congenital toxoplasmosis
reported by Dubey et al.!? was 0.5-2.3/1000 live births in 2012. The universal screening of
other congenital infections as CMV, parvovirus B19, herpes simplex and ZIKV, is less
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frequently performed and often impracticable due to the high-cost of screening. The
investigation of congenital infections in newborns with risk characteristics could favor

diagnosis to patients with higher probability of infection.

CMV presents an average rate of congenital infection between 0.2 to 2.4% in different
countries and is more frequent in regions with lower socioeconomic status®®. Despite the high
rate of congenital infection in some countries, 90% of the newborns are asymptomatic at birth
with no treatment indication®*. According to European data, depending on the season, 1-13%
of pregnant women may present seroconversion to parvovirus B19 during pregnancy, and 33—
51% of the fetuses from these gestations may develop congenital infections. There is currently
no vaccine or available treatment?. Meanwhile, HSV affects one newborn out of every 3,200
pregnancies according to American data. Early treatment with Acyclovir results in reduced

mortality and better neurologic outcomes®.

ZIKV was discovered in 2015, and after an epidemic in Brazil its association with congenital
infection resulting in neurological conditions was remarked. Today, it is known that congenital
infections may result in microcephaly, ophthalmological alterations, IUGR, and LBW? 15,
There is currently no vaccine or treatment available and it is believed that understanding the
infections in these groups of patients may direct public health policies towards a better

prognosis for these newborns in adulthood.

The objective of this systematic review was to study the frequency of congenital CMV,
parvovirus B19, herpes simplex, and ZIKV infections in newborns presenting prematurity,
low-birthweight, and IUGR.

Materials/Subjects and Methods

The study was guided by the acronym P.E.C.O., in which population (P) was defined as
newborns under 28 days of life; exposure (E) defined as patients presenting prematurity, low-
birthweight, or IUGR; control group (C) defined as patients with adequate weight; outcome
(O) as the frequency of congenital CMV, Parvovirus B19, Herpes Simplex, and ZIKV

infections.
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However, only one study comparing a control group with the studied population was found;
the P.E.C.O. criteria was therefore adjusted to P.V.O., a model adapted by Biruel and Pinto*®.
In this model, (P) defines population, (V) defines studied variables, and (O) the outcome. In
this context, the defined population was newborns under 28 days of life, the comparison
variables were low-birthweight, prematurity, and IUGR, and the outcome was the frequency

of congenital CMV, Parvovirus B19, Herpes Simplex, and ZIKV infections.

Papers were selected according to the “Preferred Reporting Items for Systematic review and
Meta-Analysis Protocols” (PRISMA-P)!" 18, Searches were performed using EMBASE,
LILACS, SCOPUS, and MEDLINE databases and limited to papers that studied human
newborns under the age of 28 days. Date, language, and type of study were not limited. The
search strategy utilized was: (("Congenital infection"[All Fields] OR "Infectious Disease
Transmission,  Vertical"[All _ Fields]) AND ("Cytomegalovirus"[All _ Fields] OR
"Cytomegalovirus Infections"[All Fields] OR "Zika Virus"[All Fields] OR "Zika Virus
Infection"[All Fields] OR "Parvovirus B19, Human"[All Fields] OR "Parvovirus"[All Fields]
OR "Parvoviridae Infections"[All Fields] OR "Herpes Simplex"[All Fields] OR "Herpes
Genitalis"[All Fields] OR "Simplexvirus"[All Fields] OR "Herpesvirus 2, Human"[All Fields]
OR "Herpesvirus 1, Human"[All Fields] OR "Encephalitis, Herpes Simplex"[All Fields]))
AND ("infant, low birth weight"[All Fields] OR "infant, very low birth weight"[All Fields] OR
"Infant, Extremely Low Birth Weight"[All Fields] OR "infant, small for gestational age"[All
Fields] OR "obstetric labor, premature"[All Fields] OR “premature birth"[All Fields] OR

"infant, premature"[All Fields] OR "infant, extremely premature"[All Fields] OR "fetal growth
retardation"[All Fields]) AND ("humans"[MeSH Terms] AND "infant, newborn"[MeSH

Terms]).

Original observational papers, case-controls, and cohorts that evaluated the prevalence of
congenital CMV, ZIKV, Parvovirus B19, or Herpes Simplex infections in newborns with
LBW, premature birth, or IUGR were included. We excluded duplicate papers, letters, and
editorials. Review papers were excluded, as they did not fulfill the P.V.O. criteria. Case series
or case reports were excluded due to their low level of evidence. Papers that fulfilled the
inclusion criteria but did not address the P.V.O. criteria were used only with regards to the

discussion.

All titles and abstracts were evaluated by two independent reviewers with the objective of
selecting papers that fulfilled the P.V.O. criteria as well as the inclusion and exclusion criteria.
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References were analyzed with the purpose of finding papers that were not selected in the initial
search. In the presence of any doubt, the paper was read in its entirety. Divergences were

evaluated by a third reviewer. The review was registered at Prospero 186658.

Data from the selected papers were extracted by a reviewer by means of a form. The following
data were tabulated: publication year, first author, type of study, study period, objectives,
population, and results. The STROBE (Strengthening the Reporting of Observacional Studies

in Epidemiology)® 2° was used for the qualitative analysis of observational studies.

Results

The database search resulted in 942 articles. The following articles were excluded: 288 (31%)
that were duplicates, 6 that were not retrieved in their entirety, 29 letters and editorials, 173
review articles, 206 case series or case reports, and 11 interventional studies that did not address

the P.V.O. criteria. The flowchart of article selection is presented at Figure 1.

Figure 1 - Selection of studies evaluating the frequency of Cytomegalovirus in
newborns with low birth weight, premature labor or small for gestational age.

Atrticles identified through database searching (n = 942)

EMBASE (n=234) LILACS (n=357) MEDLINE (n=116) SCOPUS (n=235)

Articles after duplicates removed .
(n=654) Excluded articles

e Unavailable (n = 6)
o Editorial or Letter (n=29)
e Review (n=173)
L]
L]

Articles screened for eligibility
(n=654)

Case report (n =206)
Intervention Study (n=
11)

Population (n = 139)
Variables (n = 32)
Outcome (n = 47)
Other (n =4)

Article included after screening references (n = 1)
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Of the remaining papers, 139 did not approach the population, variables or outcome defined in
the P.V.O. question; four were excluded for other causes. Two papers used serology for CMV
diagnosis, which is not considered the gold standard. One paper used viral culture for diagnosis;
however, the classification of SGA neonates was defined as birth weight below 2 standard
deviations from the expected gestational age, instead of weight below the 10" percentile. In
another study, blood, saliva and urine PCR for CMV was performed, but the result was not

stratified by sample type and data analysis for this review was not considered.

After methodological selection, eight studies fulfilled the selection criteria: two retrospective
cohort studies, three prospective cohort studies, and three cross-sectional studies. One of these
papers was included after a review of the bibliographical references. Table 1 summarizes the
findings of the studies and Table 2 adresses the quality evaluation according to the STROBE
statement. All included studies addressed congenital CMV infection; papers addressing herpes

simplex, ZIKV, or parvovirus B19 infections did not fulfill the defined inclusion criteria.

Regarding regional location, one study was performed in Brazil?, two in the USA?> 23 two in
Spain® 25, one in Finland?, one in Italy?’, and one in Canada®®. Furthermore, the population
varied between studies and six of them investigated infection only in premature patients,
varying from gestational age or birth weight. The others studies defined a specific gestational
age or a weight range for the premature patients. In three studies, the population was composed
of SGA patients, and one of them also studied patients with very low-birthweight. With respect
to the studies quality, some of them did not report the study design, potential bias, missing data.
The analysis of quality was difficult due to differences, including heterogeneity in population,
methods, including the definition of SGA, laboratorial techniques used for diagnosis and the

quality of some papers.

Discussion

Considering the high prevalence of congenital CMV infection®*4 and the fact that studies
reporting congenital infection by Herpes Simplex, ZIKV or Parvovirus B19 did not meet the

inclusion criteria, we chose to discuss CMV infection.
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In the studies included in this review, only Yamamoto et al.?* compared the frequency of CMV
in premature births compared with the control group. All other studies described data without
comparing them to control population; instead, they compared them with previous studies.
Premature patients and full-term newborns underwent urine collection for CMV investigation
through culture or PCR. A congenital infection frequency of 2,1% (6/289) (95% CI1 0.76-4.46)
was found in premature patients and 1.8% (3/163) (95% CI 0.38. 5.28) in full-term newborns
(p=0.58). Furthermore, there was no statistical significance in the frequency of infection
between premature births at less than 34 weeks of gestation and newborns born at 34 to 36
weeks of gestation (p=0.14). The authors also identified that prenatal assistance was more
frequent in full-term newborns group (92,6%) than pre-term group (84.5%) (p=0.01)?*. This
datum reinforces the possibility envisaged by the authors that other factors such as maternal
conditions, smoking, and prenatal assistance may be more important to prematurity than CMV

infection in the studied population.

Premature patients were also studied by Lorenzoni et al.?” in Italy between 2012 and 2013.
Premature and SGA full-term patients were investigated for congenital infection with CMV
through urinal PCR. An incidence of 3.03% (10/329) was found in the premature group and of
3.7% (2/53) in the SGA group. The author reported a loss of 24% (121/504) in cases (patients
that were not tested for congenital infection), which may alter the result in a significant way,
increasing or reducing the frequency of infection. Previous studies in Italy?® showed an

incidence of between 0.57-1% for congenital infection in newborns without risk characteristics.

Patients with a gestational age <34 weeks were investigated for congenital CMV infection in
Finland between 1989 and 1990. For the diagnosis, Panhani and Heinonen 2® performed viral
culture for the identification of monoclonal antibodies for CMV and found a frequency of 4,8%
(4/83). Studies conducted in newborns without defined risk characteristics in the same region
reported frequencies between 0,5-1,3% 3 3!, The biggest frequency found by Panhani and

Heinonen? could be justified by the small sample group.

Meanwhile, Balcells et al.?® undertook a multicenter study in Spain between 2013 and 2014 to
evaluate the frequency of congenital and acquired CMV infection in premature patients
weighing less than or equal to 1.500 g. Patients who presented with suspected congenital
infections underwent a urine PCR at birth, and those who had a positive result were diagnosed
with a congenital infection. Patients that were not thought to have a congenital infection
underwent urine collection for PCR at 4 to 6 weeks. If the patient tested positive in the first
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examination, additional PCR was performed on dried blood (neonatal screening) and/or in
collected urine until 14 days of life to confirm or rule out congenital infection. In a population
of 1,236 patients, 10 (0.8%) cases of congenital infection and 49 (4%) cases of acquired
infections were confirmed. According to the study, the frequency of congenital infection was
found to be similar to that previously described in the literature for full-term newborns in the
region. Through a similar study design and in the same country, Dominguez et al.?* studied
premature patients with a gestational age of 31 weeks or less and a birth weight less than or
equal to 1.500 g. Newborns suspected of having a congenital infection were investigated at
birth, and other patients underwent urine PCR screening for 5 weeks. To rule out or to confirm
the infection, a dried blood PCR (neonatal screening) was also performed. In total, eight
congenital infections were confirmed in a population of 342 premature patients resulting in an
incidence of 2,3% between 2006 and 2010. It was not possible to define the type of infection
in 10 (2.9%) cases; however, in 35 (10.2%) cases, the infection was defined as acquired. Even
though Dominguez et al.?* and Yamamoto, et al?*. found a similar frequency of congenital
infection, they proposed a screening protocol for CMV with the purpose of diagnosing
congenital and acquired infections.

In the studies of Balcells et al.?® and Dominguez et al.?* PCR for CMV identification was
performed in dried blood (neonatal screening) with the purpose of ruling out or confirming
congenital infection. This diagnostic method presents variable sensitivity (35-100%) that
depends on the methodology®?. Balcells et al.?® reported a sensitivity of 86% with the
methodology used in the study, while Dominguez et al.?* did not report the sensitivity of the
method used. Considering these observations, the sensitivity of the dried blood examinations,
and the selection of symptomatic cases defined by medical assistance to be screened at birth,
may have influenced the detection of congenital cases. However, a divergence in the frequency
of congenital infection was observed in both studies. This can be explained by the fact that
Balcells et al.?® included a population four times larger including 22 neonatal units and allowing
external variability in the sample, what can represent a more general observation of that
population. Meanwhile, Dominguez et al.?* included patients from only one center. Althought
both studies included newborns under 1.500g, Dominguez et al. ?* selected premature patients
under 31 weeks, what may have resulted in the selection of the most symptomatic patients with

congenital infection.
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An American study by Turner et al.??, conducted between 1993 and 2008, also studied the
incidence of congenital CMV infection among premature births with very low weight (weight
<1.500 g). However, these patients were investigated through urine and saliva collection for
rapid culture at birth. They diagnosed 18 cases of congenital infection in 4,594 patients, with
an incidence of 0.39% (95% CI 0.25%-0.62%), which was divergent from that reported in

previous studies emphasizing an incidence of 0.5-1.0% in full-term patients in the region3® 34,

Espiritu, et al.?® also studied the incidence of CMV in SGA patients, but the study was
conducted in the USA between 2007 and 2012. Through revision of the medical records, 386
SGA patients were identified in this period and 123 (32%) were submitted for urine collection
for the confirmation of CMV by PCR. No patient with congenital infection was identified. In
addition, it was found that 79% of tested patients presented with a maternal, fetal, or gestational
reason for LBW. It may be inferred that the low investigation rate may have underestimated
the congenital infection frequency in this study. In a similar way, a Canadian study conducted
by Vaudry et al.?® between 2003 and 2004, reported a congenital CMV infection frequency of
1.7% (1/58) in SGA patients. The study also reviewed patients with very low-birthweight
(under 1,250 g) and reported a frequency of 1.3% (1/79). Previous study found a frequency of
0.42% (64/15.212)% of congenital infection in newborns at the same country, however, 76
cases in 213 patients overcame with neonatal death or hospital discharge and the studied
presented a small sample size, which may have influenced the frequency of infection in the

study conducted by Vaudry et al.?%.

When comparing studies in SGA patients, Lorenzoni et al.?” studied SGA patients below the
3rd percentile and found a frequency of 3.7%. Using the same criteria, Vaudry et al.?® found a
frequency of 1.7%. The highest frequencies found by Lorenzoni et al.?” and Vaudry et al.?® may
be attributed to the selection criteria due to which the studies may have selected the most
symptomatic patients and thus, the patients most likely to be infected. The three studies
reported important data loss, which may have influenced the results. Yamamoto et al. %,
Balcells et al.?°, and Dominguez et al.?* did not focus on the study of patients with IUGR;

however, they observed the highest number of IUGR in the infected patients.

The heterogeneity in the included papers made difficult to analyze the results and can be the
responsible for the wide variation in frequency found for congenital CMV infection (0 to
4.8%).
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Conclusion

Knowledge of characteristics associated with congenital infections may direct investigations
towards patients with a higher probability of presenting the infection. However, the data are
scarce, controversial, and currently, the real association of these risk population with the CMV

infection is variable.

In this context, studies concerning screening in multiple centers and with higher number of
newborns are necessary to establish the association of congenital CMV, ZIKV, Parvovirus

B19, and herpes simplex infections with prematurity, IUGR, and low-birthweight.
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Table 1 — Characteristics of the studies that evaluated the CMV frequency in newborns with low-birthweight, prematures or with Intrauterine
Growth Restriction, Systematic Review, 1994-2018.

YEAR, COUNTRY TYPE OF STUDY, OBJECTIVE POPULATION RESULTS
AUTHOR PERIOD
(Congenital infection with CMV confirmed)
1994, Finland Cross-sectional Study,  Describe the result of one year of screening  PNB (GA < 34w): 83 4 cases - 4.8%
CMV in patients with less than 34 weeks of
Panhani® 1989 to 1990 GA and the outcome of the infected
patients.
2001, Brazil Cross-sectional Study Determine the frequency of congenital PNB: 289 PNB: 6 cases — 2.1% (95% CI 0.76 —4.46)
infections with CMV in PNB and FTNBP.
Yamamoto? (Does not define the  Describe the clinical alterations found. FTNB (control): 163 FTNB: 3 cases—1.8% (95% Cl 0.38 —5.28)
period)
(p =0.58)
2010, Canada Prospective Cohort, Determine the maternal seroprevalence, NB VLW (weight <1.250g): 79 VLW: 1 case - 1.3%
risk factors, clinical characteristics and
Vaudry?® 2003 to 2004 incidence of congenital infection with ~NB SGA:58 SGA: 1 case - 1.7%
CMV using various diagnostic tests in a
cohort of high risk patients.
2012, Spain Prospective Cohort, Determine the clinical relevance of the PNB (GA'< 31w and weight < 1.500g): 342 8 cases - 2.3%
congenital and acquired infections with
Dominguez?* 2006 to 2010 CMV in extreme prematures.
2014, Italy Cross-sectional Study,  Evaluate the occurrence of congenital PNB: 329 PNB: 10 cases- 3.03%
CMV in PNB and/or SGA® with the
Lorenzoni? 2012 to 2013 purpose of identifying risk categories tothe ~ SGA: 54 SGA: 2 cases - 3.7%

routine screening.
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2014, USA
Turner?

20186, Spain
Balcells®

2017, USA
Espiritu®

Retrospective Cohort,

1993 to 2008

Prospective Cohort,

2013 to 2014

Retrospective Cohort,

2007 to 2012

Determine the incidence and the outcome
of congenital CMV in PNB with VLW¢.

Determine the epidemiology of congenital
and acquired infections with CMV in
prematures with weight < 1.500g and
analyze the efficiency of freezing breast
milk at lowering the CMV transmission

rate.

Evaluate the utility of total IgM collection
and urinal PCR for CMV routinely in
patients SGA.

Evaluate other risk factors for IUGR in the
tested patients.

PNB e VLW (weight < 1.500g): 4594

PNB? (weight < 1.500g): 1236

NBY SGA: 123

18 cases - 0.39%
(95% CI 0.25%- 0.62%)

10 cases - 0.8%

Zero cases

3PNB = premature newborn; "FTNB = full-term newborn; °SGA = small for gestational age; “VLW = very low-birthweight; ‘GA = gestational age; SNB = newborn;
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Table 2 — Quality evaluation according to the STROBE statement, studies of CMV frequency in newborns with low-birthweight, prematures or
with Intrauterine Growth Restriction, Systematic Review, 1994-2018.

Year, Fulfilled criteria Fulfilled criteria
uthor otal n= )
Auth (Total n=22) (%)
1994, Panhani et al®® 4/22 18.2%
2001, Yamamoto?! 13/22 59.1%
2010, Vaudry?® 16/22 72.7%
2012, Dominguez? 7122 31.8%
2014, Lorenzoni?’ 9/22 40.9%
2014, Turner?? 19/22 86.4%
2016, Balcells® 11/22 50%

2017, Espiritu® 13/22 59.1%
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar a prevaléncia de infecgdo congénita por Citomegalovirus e o perfil de citocinas
em recém-nascidos com baixo peso, crescimento intrauterino restrito ou prematuros, em
hospitais de referéncia de Belo Horizonte e comparar com a prevaléncia de infeccéo
congénita por Citomegalovirus e o perfil de citocinas de pacientes a termo, higidos e com

peso adequado.

3.2 Objetivos especificos

o Descrever as caracteristicas perinatais e clinicas de recém-nascidos com
crescimento intrauterino restrito, pequenos para a idade gestacional ou prematuros,
sem causa definida, e comparar com recém-nascidos a termo, higidos e com peso
adequado;

o Descrever as caracteristicas perinatais e clinicas dos pacientes infectados por
Citomegalovirus e comparar com o grupo de pacientes ndo infectados;

o Comparar a prevaléncia encontrada da infeccdo congénita por Citomegalovirus
entre o grupo de recém-nascidos pequenos para a idade gestacional, com baixo peso
ou prematuros sem causa definida e o grupo de recém-nascidos a termo, higidos e
com peso adequado;

o Descrever o perfil de citocinas no grupo de pacientes infectados por

Citomegalovirus e comparar com o grupo de pacientes ndo infectados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento, local e periodo do estudo

Trata-se de estudo transversal, multicéntrico, realizado simultaneamente em quatro hospitais
de Belo Horizonte: Hospital das Clinicas da UFMG, Maternidade Odete Valadares -
FHEMIG, Hospital Sofia Feldman e Hospital Risoleta Tolentino Neves no periodo de 2016
a 2020. Todo o processo de pesquisa foi realizado de forma completa em cada uma das
instituicGes participantes e foi coordenado pelo preponente. Os quatro hospitais prestam
assisténcia publica e sdo considerados referéncia para alto risco obstétrico e neonatal no
estado de Minas Gerais. Realizam ao todo em torno de 1600 partos por més.

4.2 Critérios de Incluséo

Foram incluidos no grupo caso os recém-nascidos sem doenca materna ou obstétrica, sem
alteracdo placentaria, fetal ou do recém-nascido que direcionasse a um diagnoéstico especifico

e apresentassem as seguintes caracteristicas:

e Prematuros, sem causa aparente, com IG > 28 semanas e/ou peso > 1000g e/ou;
e Pequenos para a idade gestacional e/ou;

e Com baixo peso ao nascimento.

Foram incluidos no grupo controle os recém-nascidos sem sintomas sugestivos de infeccdo
congénita, sem doenga associada ou atribuida a possivel infeccdo (congénita), com peso
acima de 2.500g, adequados para a idade gestacional, sem historico de prematuridade ou
crescimento intrauterino restrito na gestacdo e que a gestante ndo tenha apresentado nenhuma
comorbidade ou uso de medicamento que possa ter influéncia no crescimento fetal e/ou

prematuridade.

4.3 Critérios de Exclusao
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e Recém-nascidos que, apesar de preencherem os critérios de inclusdo, estavam
instaveis clinicamente para coleta de amostra de sangue.
e Recem-nascidos que ndo receberam consentimento de seu responsavel legal para

participagdo no estudo em questao.

4.4 DefinicOes

As curvas de crescimento do Intergrowth-21st (The international Fetal and Newborn Growth
Consortioum for the 21st Century)* foram utilizadas para a classificagdo dos recém-nascidos
por retratarem melhor o crescimento fetal/neonatal em condigfes ideais. Em relacdo as
definicbes para os padrGes de crescimento (PIG, AIG) e maturidade do recém-nascido

(RNPT e RNT), optou-se por adotar as definicdes da Organizacdo Mundial de Satide?*:

e Crescimento Intrauterino Restrito: quando o feto ndo atinge o crescimento intradtero
esperado para o sexo e idade gestacional, permanecendo abaixo do percentil 10th na
curva de crescimento?;

e Recém-nascido pequeno para a idade gestacional: aquele que nasce com peso abaixo do
percentil 10th para o sexo e idade gestacional?;

e Recém-nascido adequado para a idade gestacional: aquele que nasce com peso entre 0s
percentis 10th e 90th para o sexo e idade gestacional?;

e Recém-nascido com baixo peso: aquele que nasce com peso abaixo de 2.500 gramas®;

e Recém-nascido prematuro: aquele que nasce antes de completar 37 semanas de
gestacio*;

e Recém-nascido a termo: aquele que nasce entre 37 e 42 semanas de gestagao®.

4.5 Coleta de informacdes e espécimes clinicos dos grupos estudados
4.5.1 Grupo caso

Em cada hospital foram definidos o pesquisador e o aluno de iniciagdo cientifica
responsaveis pela identificacdo dos pacientes que preenchiam critério de inclusdo no grupo

caso. Apos identificacdo, o responsavel legal pelo paciente era abordado para autorizagéo
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e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE 1). O
paciente era entdo submetido a coleta de sangue, simultaneamente a coleta de exames de
rotina indicados pelo médico assistente, e uma amostra era encaminhada para o
processamento e armazenamento até a realizacao de PCR para Citomegalovirus e dosagem

de citocinas.

Os dados clinicos e propedéutica realizados rotineiramente para investigacao no pré-natal e de
assisténcia ao recém-nascido foram coletados em formulario proprio (APENDICE 2),
diretamente do prontuario médico, ndo havendo interferéncia na rotina assistencial. A selegdo

dos pacientes do grupo caso ocorreu de acordo com o fluxograma a seguir (Figura 1):

Identificacio do paciente do grupo caszo

* Recém-nascido prematuro, sem causa defimda com IG = 28 semanas
alon peso = 1000g;
* Fecém-nascido pequenc para a1dade gesfacional sem causa defimda;

* Recém-nascido com baixo peso ao nascimento, sem causa defimda.

$

Coleta daz amostras e preenchimento do formulario

# Conversa com responsavel legal pelo paciente e assmatura do TCLE
{Termo de consentimento livre & esclarecido);

* Preenchimento do formmlano para a coleta de dados;

* (Coleta de amostra.

Figura 1- Fluxograma de selecdo dos pacientes, preenchimento do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, formulério para a coleta de

dados e coleta de amostra para o grupo caso, 2016 a 2020.

4.5.2 Grupo controle

Os pacientes do grupo controle foram selecionados ap0s identificacdo, pelo laboratorio, de
amostras de repositorio, coletadas de recém-nascidos a termo, sem doenca associada ou
atribuida a possivel infeccdo (congénita) conhecida, adequados para a idade gestacional,
sem crescimento intrauterino restrito, cuja mée nao apresentou doenca de base, no pré-

natal ou periparto (obstétricas ou placentarias) e ndo utilizou medicamento que
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contraindicasse a inclusdo no estudo, com indicacdo da propedéutica pelo médico
assistente devido a outros diagndsticos. Os critérios de inclusdo e exclusdo dos pacientes
foram verificados através do prontuario. O responsavel legal pelo paciente era entdo
abordado para autorizacao e assinatura do TCLE (APENDICE 3) e as amostras eram ent&o
encaminhadas para processamento, armazenamento e posterior realizacdo de PCR para

Citomegalovirus e dosagem de citocinas.

Os dados clinicos, a propedéutica realizada na rotina do pré-natal e assisténcia ao recém-nascido
foram coletados em formulario préprio, diretamente do prontudrio médico, ndo havendo
interferéncia na rotina assistencial. A selecdo dos pacientes do grupo controle ocorreu de

acordo com o fluxograma a seguir (Figura 2):

Identificacao da amostra do paciente do grupo controle

Laboratdrio identifica amostras de recém-nascidos que seriam

descartadas e comunica o pesquisador da unidade.

¥

Preenchimento do formulirio de dados

o O pesquisador checa os critérios de inclusdo e/ou exclusdo no
grupo controle, conversa com responsavel legal pelo paciente;

o Assinatura do TCLE (Termo de consentimento livre e
esclarecido);

¢ Preenchimento do formulario para a coleta de dados.

Figura 2- Fluxograma de selegdo das amostras, preenchimento do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido e formulario para a coleta de dados

para o grupo controle, 2016 a 2020.

4.6 Amostra

Considerou-se estudo prévio, realizado em etapa anterior do projeto, de Oliveira et al. ° que

identificou 7,14% de infeccdo viral em 70 placentas estudadas. Além disso, considerou-se



45

possiveis perdas associadas a processamento e armazenamento das amostras com estimativa de

100 em cada grupo.

Posteriormente, de acordo com a qualidade das amostras, foram selecionados 80 pacientes para
a pesquisa de DNA do Citomegalovirus através da realizacdo de Polimerase Chain Reaction
(PCR) e dosagem de citocinas na proporcdo de 1:1. Apds realizacdo de PCR para
Citomegalovirus, com controle positivo e negativo, foram analisadas 39 amostras no grupo caso

e 36 amostras no grupo controle.

4.7 Processamento de espécimes clinicos
4.7.1 Coleta, centrifugacdo e armazenamento de amostras

Cada paciente foi submetido a uma coleta de 2 ml de sangue utilizando frasco de EDTA, em
seguida, as amostras foram identificadas e encaminhadas ao laboratério para centrifugagdo em
até 2 horas. O protocolo de centrifugacéo utilizado foi: 15 minutos, 3.000G, 4°C. O plasma foi
entdo armazenado a -80°C até o processamento. As amostras que ndo estavam viaveis ou que
sofreram descongelamento, ndo foram processadas. Todos os procedimentos e analises em
sangue periférico foram realizados em parceria com o Laborat6rio de Medicina Molecular da
Faculdade de Medicina da UFMG.

4.7.2 Realizacdo da Polimerase Chain Reaction para Citomegalovirus

O PCR para Citomegalovirus foi realizado através da técnica Nested PCR, como descrito
por Green e SambrooK®, com o objetivo de aumentar a sensibilidade e/ou especificidade
do exame. A técnica consiste em amplificar uma sequéncia maior do DNA que contém o
gene alvo na primeira reacdo, na segunda reacao ocorre a amplificacdo do gene alvo atraves
do material da primeira reagdo. Os primers utilizados foram descritos por Mclver et al.” e
foram produzidos pela IDT — Integrated DNA Tecnologies. As sequencias de oligonucleotideos
utilizadas estdo descritas no Quadro 1. O BLAST (Basic Local Aliggnment Search Tool) foi

utilizado para avaliar a sensibilidade/especificidade dos primers utilizados.
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Quadro 1 - Sequéncias de oligonucleotideos utilizadas na Polimerase Chain Reaction para Citomegalovirus.

Primeira reacdo | Primer CMV 1 CMVOF- AAG GTT CGA GTG GAC ATGGT - 20 bases

Primer CMV 2 - CMVOR- CAG CCA TTG GTG GTC TTA GG - 20 bases
Segunda reacdo | Primer CMV 3 - CMVIF- GAG CCT TTC GAG GAG ATG AA - 20 bases
Primer CMV 4 - CMVIR- GGC TGA GTT CTT GGT AAA GA - 20 bases

Fonte: elaborado pela autora

Para a extracdo do DNA, foi utilizado o Kit Purelink Viral RNA/DNA Mini Kit (catalogo
12280050 —ThermoFhisher Scientific) seguindo as recomendacdes do fabricante. Foram
extraidas ainda amostras para controle positivo (ATG-73) e negativo (ATG-126) de

Citomegalovirus (CMV - Fabricante Controllab).

Na primeira reagéo foram utilizados os primers externos (CMVOF e CMVOR) e o Kit GoTaq
Colorless Master Mix (catdlogo M7133 — Promega) nos seguintes volumes: 5uL de agua
ultrapura, 10uL de HotStart, 1,5 uL de cada primer e 2 uL de amostra (volume final de 20 uL).
As amostras foram entdo submetidas a ciclagem (termociclador MX3500, GE Healthacare)

de acordo com o protocolo adaptado de Mclver et al. ”:

95°C por 5 minutos (desnaturacdo inicial);

39 ciclos

- 95°C por 45 segundos (desnaturacao);
- 62°C por 1 minuto e 30 segundos (anelamento);

- 72°C por 1 minuto e 30 segundos (extensdo);

72°C por cinco minutos (extens&o final)

4°C (espera final)

Na segunda reacéo foram utilizados os primers externos (CMVIF e CMVIR), o produto final
da primeira reagéo e o Kit GoTaq Colorless Master Mix (catalogo M7133 — Promega) seguindo
0s mesmos volumes utilizados na primeira reacdo. As amostras foram entdo submetidas a
ciclagem (termociclador MX3500, GE Healthacare) de acordo com o protocolo adaptado de

Mclver et al.”:

e 95°C por 5 minutos (desnaturacéo inicial);

e 39ciclos
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- 95°C por 45 segundos (desnaturacao);
- 60°C por 1 minuto (anelamento);
- 72°C por 1 minuto (extensao);

e 72°C por cinco minutos (extenséo final)

e 4°C (espera final)

Para o resultado qualitativo do PCR foi utilizada a eletroforese em gel de agarose 1%. O padréo
utilizado foi o de 100pb (Ladder 100 PB — Ludwig Biotectologia) e a imagem foi capturada
com o equipamento ImageQuant 400 (GE Healthcare), o fragmento da reagéo possui 249pb. O

padrdo, os controles positivo e negativo estdo registrados na Figura 3.

Padrao / Controle + / Controle -

Figura 3 - Eletroforese do padréo, controle positivo e controle
negativo utilizados na realizagdo da Polimerase Chain

Reaction para 0 Citomegalovirus.
Fonte: cedido pelo Laboratério de Medicina Molecular da Faculdade de
Medicina da UFMG

4.7.3 Dosagem de citocinas

O kit de imunoensaio utilizado foi o Milliplex MAP human high sensitivity T cell assay
(HSTCMAG-28K - EMD Millipore) para quantificar os niveis de expressao de 45 citocinas no
plasma. Foram avaliados os seguintes analitos: MIP-1alpha, SDF-1alpha, IL-27, LIF, IL-1beta,
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IL-2, IL-4, IL-5, IP-10, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, PIGF-1, Eotaxin, IL-12p70, I1L-13, IL-17A, IL-
31, IL-1RA, SCF, RANTES, IFN-gamma, GM-CSF, TNF-alpha, HGF, MIP-1beta, IFN-alpha,
MCP-1, IL-9, VEGF-D, TNF-beta, bNGF, EGF, BDNF, GRO-alpha, IL-1alpha, IL-23, IL-15,
IL-18, IL-21, FGF-2, IL-22, PDGF-BB, VEGF-A em placas de 96 pocos, de acordo com as
instrugGes do fabricante. As placas foram lidas utilizando um sistema Luminex 100/200. Foi
estabelecida aquisicéo entre 8.000 e 15.000 eventos para discriminar quaisquer eventos duplos
e para garantir que apenas microparticulas unicas fossem medidas. Cerca de 50 microlitros, por
ensaio, foram recolhidos individualmente em cada poco, utilizado posteriormente, para gerar a
intensidade média de fluorescéncia (IMF) para um dado marcador. As intensidades médias de
fluorescéncia foram convertidas em concentragdes (pg/mL) utilizando a equacéo derivada da
escala padrdo de cada analito pelo software Milliplex Analyst. Cada amostra foi medida em
duplicata. As andlises foram realizadas em amostras que ndo passaram por processo de

descongelamento.

4.8 Analise estatistica

O banco de dados e analise estatistica foram realizados com Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) 19.0 (IBM, Armonk, NY). Dados clinicos, obstétricos e neonatais foram
considerados na analise. A andlise descritiva foi realizada com frequéncia e percentual de
variaveis categoricas, média e desvio padrdo de varidveis quantitativas. A analise comparativa
das variaveis entre o grupo caso e controle e entre recém-nascidos infectados e ndo infectados
pelo Citomegalovirus incluiu qui-quadrado ou teste de Fisher para variaveis categoricas e Teste
T ou Mann Whitney para varidveis quantitativas. Significancia estatistica foi considerada p <
0,05.

4.9 Consideracdes eticas

O projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa de todos os hospitais envolvidos
(Hospital das Clinicas-UFMG, Maternidade Odete Valadares — FHEMIG, Hospital Sofia

Feldman e Hospital Risoleta Tolentino Neves), 0s pareceres se encontram nos Anexos 1 a 6.
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Para o grupo caso, foi realizada a coleta de sangue periférico do recém-nascido, quando
consentido pelos pais ou responsavel legal e paciente estavel clinicamente. As
complicacdes sdo relacionadas ao procedimento, com complicacbes da técnica como
sangramento e hematomas locais. Esse tipo de procedimento faz parte, frequentemente, da
assisténcia ao recém-nascido internado. No grupo controle, ndo foram realizadas novas
coletas de exames de sangue, sendo utilizado o material do repositorio, colhido por outros

diagndsticos e que seria descartado pelo laboratério.

Considera-se que os beneficios da investigacao de infecgdo congénita pelo Citomegalovirus
superam 0s riscos, uma vez que os resultados podem contribuir na assisténcia de gestantes

e na abordagem precoce de recém-nascidos infectados.

4.10 Financiamento

O trabalho foi realizado com auxilio de recurso obtido pelo Edital Universal FAPEMIG/2014
e através de Bolsa Institucional de Iniciacdo Cientifica UFMG/FAPEMIG e UFMG/CNPq.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Artigo Original 1

PREVALENCE AND CYTOCINES PROFILE IN PRETERM, SMALL FOR
GESTATIONAL AGE AND LOW BIRTH WEIGHT IN NEWBORNS WITH AND
WITHOUT CONGENITAL CYTOMEGALOVIRUS INFECTION

Abstract

Objective: The aim of this study is to determine the prevalence of congenital CMV infection
in the population of preterm, low birth weight or IUGR patients and compare it with the
prevalence in patients without a risk factor. Also, describe the cytokine profile found in both

groups and identify clinical and epidemiological differences.

Method: Case-control, multicenter study, carried out from 2016 to 2020. Patients with
restricted intrauterine growth, low birth weight or premature infants were included in the case
group, while patients with adequate weight, born at term, were included in the control group.
Among the patients included in the study, 75 patients were selected for CMV Polymerase Chain
Reaction (PCR) and cytokine dosage, 39 in the case group and 36 in the control group.

Results: Among the 213 patients with the sample collected, 75 patients were diagnosed with
Cytomegalovirus and cytokine dosage, 39 in the case group and 36 in the control group. PCR
for CMV was positive in 7 patients, resulting in a prevalence of 9%. In the control group 3 (8%)
patients were positive and in the case group 4 (10%), without statistical significance (p=0.77).
The dosage of cytokines showed no statistical difference between the two groups. The cytokines
IFN o, TNF B and IL-10 showed higher dosage in the group of patients infected with
Cytomegalovirus when compared to the group of non-infected ones (p<0.05).

Conclusion: Although Cytomegalovirus can result in prematurity, IUGR and low birth weight,
the interaction between congenital infection and these risk factors is not well established.
Further studies are needed to better define this relationship. Furthermore, the cytokine profile

found suggests that congenital CMV infection may result in an alteration in the inflammation



52

cascade, however, further studies are needed to confirm and establish the importance of the
alterations found.

Key words: infant, newborn; cytomegalovirus; polimerase chain reaction; cytokines.

Introduction

Cytomegalovirus (CMV) is the most frequent agent of congenital viral infections, affecting
around 0.2 to 2.4% of live births in different countries. Transmission is intrauterine, and the
infected newborn can present a clinical presentation similar to neonatal sepsis, impaired vision
and hearing, neuropsychomotor development delay, among others, which causes a great impact

on public health worldwide!~’.

Universal screening for congenital CMV infection in newborns is not established due to cost-
benefit issues, considering the necessary diagnostic tests and that most newborns are
asymptomatic, with no indication for treatment. On the other hand, early neonatal diagnosis
would enable treatment and rehabilitation in the first months of life, resulting in a better
prognosis in adulthood. It is known that fetuses with congenital CMV infection can evolve with
intrauterine growth restriction (IUGR), low birth weight (LBW) or preterm birth?> ", however,
the prevalence of this congenital infection in patients with risk factors is uncertain so far. Data

are scarce and controversial in the literature review?> 8-10,

In this context, screening patients with ITUGR, BP or premature infants would enable the
targeting of resources to patients with a higher probability of infection. In addition, infected
newborns have prolonged viral replication, which may reflect the inability to produce an
adequate immune response and, consequently, result in a worse prognosis**-*3. Understanding
the role of the inflammatory cascade and cytokines can help in early diagnosis, identify patients

with a worse prognosis and indicate the need to search new treatments.

The aim of this study was to determine the prevalence of congenital CMV infection in the

population of patients with IUGR, low birth weight or premature infants without a defined
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cause, to compare with patients without these risk factors, and to describe the cytokine profile
in these patients.

Methods

This is a cross-sectional study, carried out in Belo Horizonte, state of Minas Gerais, Brazil,
from 2016 to 2020. Newborns were collected in four reference maternity hospitals: Hospital
das Clinicas da UFMG, Maternidade Odete Valadares - FHEMIG, Hospital Sofia Feldman and

Hospital Risoleta Tolentino Neves.

The researcher responsible for identifying the patients who met the inclusion criteria in the case
group was defined in each hospital. The inclusion criteria were: premature newborns, with no
apparent cause, with GA > 28 weeks and/or weight > 1000g, and/or newborns small for
gestational age without a defined cause, and/or newborns with low birth weight, without a
defined cause.

Exclusion criteria were patients without clinical conditions for collection, patients with
asphyxia or neonatal sepsis, or patients whose mother used medication during pregnancy. The
identification of patients was performed using the daily list of newborns. The inclusion and
exclusion criteria of patients were verified by information from medical records and a

standardized questionnaire was filled out.

After identifying eligible patients, the Informed Consent Form was applied. After consent, the
patient was then submitted to blood collection, simultaneously to the collection of routine tests
indicated by the assistant physician. Patients in the control group were selected after
identification of repository samples by the laboratory, collected from newborns who met the
inclusion criteria: full-term newborns, without associated underlying disease or attributed to
possible known (congenital) infection, adequate for gestational age, without intrauterine growth
restriction, whose mother did not present any underlying disease, in the prenatal or peripartum
period (obstetric or placental), with an indication for laboratory tests by the assistant physician

due to other diagnoses such as jaundice.

The definitions of the World Health Organization were used: a) Intrauterine Growth Restriction:
when fetus does not reach the expected intrauterine growth for the sex and gestational age,
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remaining below the 10th percentile on the growth curve!#; b) Small for gestational age: those
who born weighing less than the 10th percentile for gender and gestational age*; ¢) Low birth
weight: newborn who born weighing less than 2,500 grams®®; d) Premature newborn: one who

is born before completing 37 weeks of gestation™®.

To calculate the sample, a previous study by Oliveira et al.1” was considered, which identified
7.14% of viral infections in 70 placentas studied. In addition, possible losses associated with

sample processing and storage were considered, with an estimate of 100 patients in each group.

A 2 ml blood sample from each patient included in the study was centrifuged, and the plasma
was stored at -80°C until processing. Samples that were not viable or thawed were not
processed. PCR for Cytomegalovirus was performed using the Nested PCR® technique, the
primers used were described by Mclver et al.'® and were produced by IDT — Integrated DNA
Technologies. The BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) was used to assess the
sensitivity/specificity of the used primers. For DNA extraction, the Purelink Viral RNA/DNA
Mini Kit (catalogue 12280050 — ThermoFhisher Scientific) was used, following the
manufacturer's recommendations. Samples for positive (ATG-73) and negative (ATG-126)
control of Cytomegalovirus (CMV — Manufacturer Controllab) were also extracted.

In the first reaction, external primers (CMVOF and CMVOR) and the GoTaqg Colorless Master
Mix Kit (Catalog M7133 — Promega) were used in the following volumes: 5uL of ultrapure
water, 10uL of HotStart, 1.5 uL of each primer and 2 uL of sample (final volume of 20 uL).
The samples were then subjected to cycling (MX3500 thermocycler, GE Healthacare)
according to the protocol adapted from Mclver et al.*®: 95°C for 5 minutes, 39 cycles (95°C for
45 seconds; 62°C for 1 minute and 30 seconds; 72°C for 1 minute and 30 seconds), 72°C for
five minutes and 4°C (wait). In the second reaction, external primers (CMVIF and CMVIR),
the final product of the first reaction and the GoTag Colorless Master Mix Kit (catalog M7133
—Promega) were used, following the same volumes used in the first reaction. The samples were
then subjected to cycling (thermocycler MX3500, GE Healthacare) according to the protocol
adapted from Mclver et al.!®: 95°C for 5 minutes; 39 cycles (95°C for 45 seconds; 60°C for 1
minute; 72°C for 1 minute), 72°C for five minutes and 4°C (final wait). For the qualitative PCR

result, 1% agarose gel electrophoresis was used.

The quantification of 45 cytokines expression levels in plasma was performed with the
immunoassay kit: Milliplex MAP human high sensitivity T cell assay (HSTCMAG-28K - EMD
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Millipore). The following analytes were evaluated: MIP-1alpha, SDF-1alpha, IL-27, LIF, IL-
1beta, IL-2, IL-4, IL-5, IP-10, IL-6, IL-7, IL- 8, IL-10, PIGF-1, Eotaxin, 1L-12p70, I1L-13, IL-
17A, IL-31, IL-1RA, SCF, RANTES, IFN-gamma, GM-CSF, TNF-alpha, HGF, MIP-1beta,
IFN-alpha, MCP-1, IL-9, VEGF-D, TNF-beta, bNGF, EGF, BDNF, GRO-alpha, IL-1alpha, IL-
23, I1L-15, IL-18, IL-21, FGF-2, 1L-22, PDGF-BB, VEGF-A in 96-well plates according to
manufacturer's instructions. Plates were read using a Luminex 100/200 system. Acquisition
between 8,000 and 15,000 events was established to discriminate any double events and to
ensure that only single microparticles were measured. Approximately 50 microliters per assay
were collected individually in each well, used later to generate the mean fluorescence intensity
(MFI) for a given marker. Mean fluorescence intensities were converted to concentrations
(pg/ml) using the equation derived from the standard scale of each analyte by Milliplex Analyst
software. Each sample was measured in duplicate. All procedures and analyzes in peripheral

blood were performed by the Molecular Laboratory of the INCT — MM.

Database and statistical analysis were performed with Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) 19.0 (IBM, Armonk, NY). Clinical, obstetric, and neonatal data were considered in the
analysis. Descriptive analysis was performed with frequency and percentage of categorical
variables, mean and standard deviation of quantitative variables. Comparative analysis of
variables between the case and control group and between newborns infected and not infected
with Cytomegalovirus included the Chi-square or Fisher's test for categorical variables and
Student's T test or Mann Whitney test for quantitative variables. Statistical significance was

considered when p < 0.05.

The study was approved by the Research Ethics Committee of all hospitals involved and was
carried out with the aid of a resource obtained by the Universal Notice FAPEMIG/2014 and
through the Institutional Scientific Initiation Scholarship UFMG/FAPEMIG and UFMG/CNPQ.

Results

Samples were collected from 213 newborns who met the inclusion criteria: 118 in the case
group and 95 in the control group. During processing, 133 samples were excluded because they
were considered unfeasible (coagulation, centrifugation with insufficient volume, delay in

processing or that underwent thawing), resulting in 80 samples. After performing paired PCR
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with negative and positive controls, PCR for cytomegalovirus and cytokine dosage were
performed in 75 samples, 39 in the case group and 36 in the control group.

When comparing the group of 213 newborns initially selected with the group of 75 newborns
whose samples were submitted to PCR and cytokine dosage, the only variable with statistical
difference was prenatal care, with less chance to perform prenatal care in the group of 75
patients, (OR = 0.16 - 95% CI, 0.03 - 0.86). It is reiterated, however, that this difference was

also observed between the case and control groups of the 213 patients initially selected.

The perinatal and clinical characteristics of the 75 selected patients are described in Table 1.
There was no statistical difference when comparing maternal age, prenatal care, number of
consultations, previous pregnancies, abortions, type of delivery or gender of the newborn. The
mean number of ultrasounds performed during prenatal care was higher in the case group (p <
0.001). The investigation of congenital infections during prenatal care did not show any
statistical difference between the two groups for HIV, Syphilis, Hepatitis C, Rubella or CMV.
There is a greater number of tests in the case group for Toxoplasmosis (p = 0.04) and hepatitis
B (p < 0.001). The variables gestational age, weight, length and the newborn's head

circumference had lower means in the case group.

Table 1 — Perinatal and clinical characteristics of newborns, in case and control groups in

which congenital CMV infection and cytokine profile were investigated, 2016 to 2020.

Group
Case Control Odds ratio
VARIABLE n=39 n=36 P Cl 95%
Maternal Age
mean (sd) 25.86 (6.97) 26.15 (7.55) 0.87** --
Prenatal Care
Yes 36 (48.0%) 33 (44.0%) 0.91*** OR1.25
No 3 (4.0%) 3 (4.0%) Cl 95% 0.26- 6.06
Prenatal Consultations
mean (sd) 6.08 (2.65) 6.91 (2.84) 0.19™ --
Pregnancies (including current)
mean (sd) 1.46 (1.44) 1.03 (1.27) 0.17" --
Abortions
mean (sd) 0.31(0.61) 0.22 (0.59) 0.54™ --
Ultrasounds
mean (sd) 1.90 (1.42) 0.61 (0.59) <0.001* -
HIV Tests
mean (sd) 1.82 (0.68) 2.0 (0.41) 0.14* --
Syphilis Tests
o e 2.23 (0.90) 2.06 (0.58) 0.34*

Hepatitis B Tests
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mean (sd) 1.38 (0.59) 1.0 (0.33) <0.001* --
Hepatitis C Tests
mean (sd) 0.15 (0.36) 0.03 (0.16) 0.06* -
Toxoplasmosis Tests
mean (sd) 1.26 (0.63) 1.00 (0.47) 0.04* --
Rubella Tests
mean (sd) 0.13 (0.33) 0.03 (0.16) 0.11* -
CMV Tests
mean (sd) 0.05(0.22) 0.00 (0.00) 0.17* -
Type of deliver
y\Io/aginal n (%) Y 36 (48.0%) 29 (38.7%) 0.10*** SF 915'&90 2.578
Cesarean n (%) 3 (4,0%) 7 (9,3%) ' '
Gestational Age
mean (sd) 36.91 (2.63) 38.94 (1.25) <0.001* --
Gender
Female 22 (29.3%) 13 (17.6%) 0.07*** OR 2.89
Male 17 (22.7%) 23 (30.7%) Cl 95% 0.68-12.20
Weight
mean () ?j’??;'é’g) 3327.89 (320.08) 0001 -
Lenght
mean (sd) 44.85 (2.80) 49.45 (1.53) <0.001* --
Head Circumference
mean (sd) 31.79 (1.61) 34.43 (1.29) <0.001** -

Subtitle: sd — standard deviation; CMV — Cytomegalovirus.

“Mann- Whitney Test; “Student’s T Test; " Chi-square Pearson’s Test.

PCR for CMV was positive in the peripheral blood of seven patients, resulting in an overall

prevalence of 9%. In the control group, 3 (8%) patients were positive and, in the case group, 4

(10%), without statistical significance (p = 0.77) (Table 2).

Table 2 — Diagnosis of CMV infection in case and control groups of reference maternity
hospitals in Belo Horizonte-MG, Brazil, 2016-2020.

Group
. . . Case Control
Congenital CMV infection n=39 =36
Yes 4 (5.3%) 3 (4.0%) 0.77%**
No 35 (46.7%) 33 (44.0%) Odds ratio 1.25 Cl 95% 0.26 — 6.06

“Mann- Whitney Test; “Student’s T Test; ““Chi-square Pearson’s Test.

Perinatal, clinical characteristics and cytokine profile in newborns with and without

congenital Cytomegalovirus infection
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Two groups were considered of the 75 newborns in which CMV PCR and cytokine profiling
were performed: CMV-infected patients (7 patients) and CMV-uninfected patients (68

patients).

Considering prenatal variables, only the number of tests for CMV showed a statistical
difference, with a higher mean of tests in the group of newborns not infected with CMV (p =
0.02). The chance of the newborn being female was greater in the group of infected patients (p
= 0.03). When considering only CMV-infected newborns (n = 7), one pregnant woman did not
undergo ultrasound during prenatal care and 6 had no abnormalities in obstetric ultrasound.
Serology for CMV was not collected from any pregnant woman. As for neonatal workup, no
newborn was submitted to transfontanelar ultrasound and lumbar puncture, blood counts were
collected from three patients and no changes were evidenced. Table 3 describes the perinatal
and clinical characteristics of newborns with and without congenital CMV infection, and Table

4 describes the clinical characteristics of each infected newborn.

Table 3 — Perinatal and clinical characteristics of newborns with and without congenital
CMV infection, reference maternity hospitals in Belo Horizonte-MG, Brazil, 2016-2020.

Congenital CMV Infection

YES NO Odds ratio
VARIABLE p
n=7 n= 68 Cl 95%

Maternal Age
mean (sd) 23.00 (3.83) 26.33 (7.43) 0.34*
Prenatal Care
Yes 6 (8.0%) 63 (84.0%) 0.52***  OR0.47
No 1(1.3%) 5 (6.7%) Cl 95% 0.04-4.76
Prenatal consultations
mean (sd) 5.17 (2.99) 6.59 (2.72) 0.22%*
Pregnancies (including current)
mean (sd) 1.57 (1,13) 1.22 (1.40) 0.52**
Abortions
mean (sd) 0.71(0.95) 0.22 (0.54) 0.06*



Ultrasounds

mean (sd)

HIV Tests

mean (sd)

Syphilis Tests

(Rapid Test or VDRL)

mean (sd)

Hepatitis B Tests

mean (sd)

Hepatitis C Tests

mean (sd)

Toxoplasmosis Tests

mean (sd)

Rubella Tests

mean (sd)

CMV Tests

mean (sd)

Type of Delivery

Vaginal n (%)

Cesarean n (%)

Gestational Age

mean (sd)

Gender
Female n (%)

Male n (%)

Weight

mean (sd)

Length

1.57 (1.13)

1.86 (0.37)

2.29 (1.11)

1.29 (0.75)

0.14 (0.37)

1.14 (0.69)

00 (00)

00 (00)

7 (9.3%)

00 (00%)

37.58 (2.22)

6 (8.0%)

1 (1.3%)

2849.86

(591.59)

1.25 (1.29)

1.91 (0.59)

2.13(0.73)

1.19 (0.49)

0.09 (0.28)

1.13 (0.57)

0.09 (0.28)

0.03 (0.17)

58 (77.3%)

10 (13.3%)

37.92 (2.39)

29 (38.7%)

39 (52.0%)

2842.62

(611.90)

0.53**

0.81**

0.33*

0.65**

0.64**

0.96**

0.08**

0.02**

OR1.12
0.27***
Cl195% 1.02-1.21

0.71**

0.03***  OR 8.06

Cl 95% 0.92-71.42

0.97**
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mean (sd) 48.07 (3.35) 46.96 (3.23) 0.39%*

Head circumference

mean (sd) 33.25(2.32) 33.03 (1.95) 0.78*

Low Weight

Yes 2 (2.7%) 23 (30.7%) 0.77***  ORO0.78

No 5 (6.7%) 45 (60.0%) Cl 95% 0.14-4.34
Complete blood count

Yes n (%) 3(4.0%) 29 (38.7%) 0.99***  OR 1.00

No n (%) 4 (5.3%) 39 (52.0%) C1 95% 0.20-4.78
Transfontanelar ultrasound

Yes n (%) 0 (0%) 4 (5.3%) 0.51***  OR1.10

Non (%) 7 (9.3%) 64 (85.3%) CI 95% 1.02-1.19

60

Subtitle: sd — standard deviation; CMV- Cytomegalovirus
“Mann- Whitney Test; “"Student’s T Test; " Chi-square Pearson’s Test.

Table 4 - Clinical characteristics of newborns with confirmed Cytomegalovirus infection.

Patient GA Weight Gender Clinical characteristics
Control 1 38+3 2,960 Fem Asymptomatic

Control 2 39+5 3,670 Male Asymptomatic

Control 3 40+4 3,475 Fem Asymptomatic

Case A 37+6 2,394 Fem Low weight

Case B 35+3 2,670 Fem Asymptomatic

Case C 36+5 2815 Fem Asymptomatic

Case D 34+3 1965 Fem Low weight and HC < 10th

percentile

Subtitle: GA — gestational age; HC — head circumference.
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The mean values of cytokines in pg/ml, by group, CMV-infected patients (n=7) and uninfected
patients (n=68), are described in table 5. A higher dose of IL-10 was observed (p= 0.04), IFN
alpha (p=0.02) and TNF beta (p=0.01), with statistical significance, in the group of infected

patients.

Table 5 - Mean dosage of cytokines in the blood of newborns, groups with and without

congenital CMV infection, 2016 to 2020.

Group
Cytokines p
Total Case Control
(pg/mi) (n=75) (n=7) (n=68)
mean (sd) mean (sd) mean (sd)
MIP-lalpha 5.44 (0.52) 9.04 (12.011) 4.79 (6.91) 0.15**
SDF-1alpha 75.45 (7.59) 135.22 (142.91) 66.5 (56.77) 0.19*
IL-27 34.73 (71.91) 62.95 (69.09) 33.61 (38.17) 0.33*
LIF 11.04 (41.37) 12.45 (8.91) 11.14 (6.21) 0.61**
IL-1beta 18.63 (6.41) 29.92 (35.78) 18.12 (6.81) 0.92*
IL-2 22.2 (12.44) 20.65 (9.01) 23.16 (10.1) 0.52**
IL-4 39.82 (44.98) 87.36 (117.54) 36.34 (28.81) 0.34*
IL-5 83.39 (28.42) 87.72 (30.55) 85.33 (27.11) 0.82**
IP-10 45.04 (163.04) 251.17 (509.96) 23.83 (53.45) 0.46*
IL-6 25 (106.28) 28.57 (33.13) 26.05 (114.84) 0.95**
IL-7 0.36 (0.59) 0.89 (1.49) 0.32 (0.42) 0.85*
IL-8 11.06 (31.07) 26.88 (59.48) 7.96 (25.59) 0.24*
IL-10 2.94 (8.02) 9.3 (12.71) 2.43 (7.52) 0.04*
PIGF-1 26.18 (74.27) 29.34 (34.11) 23.24 (74.02) 0.83**
Eotaxin 13.42 (23.66) 19.74 (23.58) 12.58 (24.38) 0.46**
IL-12p70 4.31(7.1) 12.19 (19.14) 3.69 (4.36) 0.89*
IL-13 2.81 (4.02) 6.04 (6.63) 2.57 (3.71) 0.17*
IL-17A 7.67 (6.33) 12.98 (15.96) 7.46 (4.42) 0.70*
IL-31 8.71 (17.19) 19.39 (30.14) 7.85 (15.76) 0.24*
IL-1RA 30418.26 1231.4 35535.44 0.65**
(188143.08) (1713.8) (203862.82)
SCF 5.82 (5.75) 10.4 (13.58) 5.1 (4.07) 0.40*
RANTES 202.8 (595.59) 441.86 (808.27) 169.92 (584.04) 0.26**
IFN-gamma 36.75 (63.18) 45.89 (48.07) 34.23 (62.55) 0.63**
GM-CSF 18.44 (25.02) 34.9 (52) 17.69 (21.28) 0.76*
TNF-alpha 67.42 (30.29) 57.53 (27.77) 70.23 (30.4) 0.29*
HGF 75.51 (126.75) 85.09 (60.41) 67.89 (124.28) 0.72**
MIP-1beta 28.25 (37.32) 38.13 (43.78) 26.18 (37.04) 0.42**
IFN-alpha 0.02 (0.13) 0.19 (0.43) 0 (0.04) 0.02**
MCP-1 66.5 (112.46) 113.3(191.62) 58.51 (94.62) 0.46*
IL-9 4.49 (16.54) 21.6 (49.81) 2.97 (8.15) 0.75*
VEGF-D 6.26 (16.68) 12.77 (22.47) 5.28 (16.48) 0.27**
TNF-beta 1.58 (12.62) 17.46 (42.13) 0.05(0.2) 0.01*
bNGF 43.5 (25.45) 52.23 (34.2) 42.9 (24.69) 0.36**
EGF 11.3(12.37) 11.02 (6.75) 11.39 (13.08) 0.94**
BDNF 91.9 (430.09) 351.86 (900.66) 64.05 (369.49) 0.77*
GRO-alpha 9.42 (20.05) 31.67 (60.96) 7.23 (9.01) 0.25*



IL-1alpha 0.21 (0.81) 1.46 (2.5) 0.09 (0.22) 0.76*
IL-23 5.44 (47.36) 66.33 (98.57) 34.83 (40.25) 0.60*
IL-15 1417857.92 147499.15 ( 1642770.75 0.71%*
(9948135.84) 389860.68) (10785608.23)
IL-18 35.06 (59.14) 44.15 (52.11) 31.91 (56.8) 0.58%*
IL-21 9.31 (33.80) 53.17 (96.87) 5.43 (16.88) 0.77*
FGF-2 9.17 (20.89) 31.11 (60.27) 6.73 (11.1) 0.44*
IL-22 22.51 (66.61) 117.46 (200.07) 13.56 (24.28) 0.68*
PDGF-BB 3128.2 (3,072.05) 4020.05 (3,030.35) 295251 (2,775.01)  0.33**
VEGF-A 75.21 (152.45) 160.13 (227.7) 64.47 (144.59) 0.34*
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Legenda: “Teste U de Mann-Whitney; ™ Teste-t.

Discussion

In this study, the overall prevalence of congenital CMV was 9.0% (7/75), which is higher than
that reported in literature. The CMV prevalence ranges from 0.2% to 2.4% in different countries
and is more frequent in regions with lower socioeconomic conditions®’. A study by Santos et
al.?° found a prevalence of 6.8% for congenital CMV infection in newborn infants at the same

institution.

When comparing case (n=39) and control (n=36) groups, a higher number of screening for
hepatitis B and toxoplasmosis in the case group was observed. This difference can be attributed
to different antenatal protocols?*; however, it was not observed in the general group studied
(n=213).

Several authors have studied the importance of congenital CMV in prematurity, low birth
weight, and/or small-for-gestational-age infants with a variable prevalence, differing in country
population and method of diagnosing®3'1°. The highest prevalence was described by Panhani
and Heinonen®®, who identified four infections (4.8%) in preterm newborns with less than 34
weeks among 83 newborns. Urine viral culture was used for the diagnosis of congenital
infections and is considered as the gold standard, allowing for additional diagnoses.
Additionally, the small sample size could have influenced the results. Turner et al.” also used
urine viral culture to investigate congenital cytomegalovirus infections, but on the other hand,

had a prevalence of 0.39% (18/4594) in preterm newborns with very low birth weight.
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In Brazil, Yamamoto et al.® investigated CMV infection in preterm and full-term newborns in
a population of similar socioeconomic status. The authors performed PCR and urine culture,
which are the preferred specimens for diagnosis, due to their high sensitivity and specificity?.
They identified a prevalence of 2.1% in preterm newborns and 1.8% in full-term newborns,
without statistical difference. In this study the prevalence of CMV infection in case group was
10% and in control group 8%, higher than previous studies.

Although this sample has a higher prevalence of congenital CMV than that described in
literature, one must consider the possibility that the diagnosis of congenital CMV infection
through peripheral blood has underestimated the number of infections. The use of peripheral
blood to perform PCR for diagnosis 282 and follow-up™ ?* of newborns with congenital
infections have already been described, however infected newborns may not present viremia®?%,

decreasing the sensitivity of the method.

The higher prevalence of congenital CMV infection found in this study can be attributed to the
socioeconomic level of population. In Brazil, Mussi-Pinhata et al.?® found a seroprevalence of
97% among low-income and urban pregnant women. Cytomegalovirus can be transmitted to

the fetus when a pregnant woman has a primary infection, reactivation, or reinfection?®?’.

At the present study, the initial proposal to collect urine and blood to perform PCR was
abandoned due to difficulties in obtaining urine samples before the newborn discharge. Still,
difficulties in the collection and transport of blood samples were highlighted, which led to the
exclusion of some patient samples. Considering the importance of congenital CMV infection,
the possibility of neurological sequelae and difficulties to establish diagnose screening, new
diagnostic methods are needed. Ross et al.?® studied the diagnosis of congenital CMV through
urine PCR on cotton balls and Koyano et al.?® studied the diagnosis through urine PCR on filter

paper; however, neither technique was validated.

In this study, the cytokine profile revealed the highest dosage of cytokines IFN-a, TNF-p, and
IL-10 in the CMV-positive group compared to the non-CMV group. Chen et al.*® observed a
significant increase in the IL-33 levels in newborn patients with congenital CMV infection,

when compared to patients without infection. Numazaki et al.3! observed high levels of IFN-y
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and TNF-a in two newborns with symptomatic congenital CMV compared to two
asymptomatic newborns. Furthermore, the frequency of CMV-specific CD4+ T-lymphocytes
was higher in symptomatic patients than in healthy children, immune to CMV, and without
urinary viral excretion. Although the association between cytokine dosage and congenital

infections seems informative, studies on this topic are scarce.

The presence of proinflammatory cytokines in children with positive CMV-PCR must be
clarified; additionally, these children should be followed-up to define consequences in children
exposed to inflammation during fetal life. Infants exposed to microorganisms or other stimuli
can present with fetal inflammatory response syndrome and have a high chance of presenting
with early onset neonatal sepsis, intraventricular hemorrhage, periventricular leukomalacia, and
death®. Some complications may emerge as sequelae, including bronchopulmonary dysplasia,
neurodevelopmental disorders, retinopathy of prematurity, and hearing loss, worsening the
development and adaptability of these children®2. Potential pharmacological interventions
might drive the need to measure and minimize the impact of having the virus and a

proinflammatory profile.

This is a preliminary finding regarding newborns small for gestational age, of low birth weight,
or of preterm birth without any cause; however, cytokine profile found in infected patients can
help to define the prognosis and potential treatments with immunomodulatory therapies. CMV-
infected patients present with prolonged viral replication'3, and the present data demonstrate
that infants present active replication and a chronic inflammatory reaction.

Conclusion

Cytomegalovirus was highly prevalent in a sample of tested newborns. Congenital infection by
cytomegalovirus resulted in modifications of inflammatory response, with a significant increase
in the cytokines IFN-o, TNF-p, and 1L-10.
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5.2 Artigo Original 2

ASSISTENCIA PRE-NATAL DE RECEM-NASCIDOS COM BAIXO PESO AO
NASCIMENTO, PEQUENOS PARA A IDADE GESTACIONAL OU PREMATUROS:
UM ESTUDO CASO-CONTROLE

RESUMO

Objetivo: descrever a assisténcia pré-natal de maes de recém-nascidos prematuros e/ou com
baixo peso ao nascimento e/ou pequenos para a idade gestacional sem causa definida e

comparar com recém-nascidos a termo sem fatores de risco.

Meétodo: estudo transversal, realizado em Belo Horizonte, no periodo de 2016 a 2020.
Recém-nascidos prematuros, e/ou recém-nascidos pequenos para a idade gestacional, e/ou
recém-nascidos com baixo peso ao nascimento foram incluidos no grupo caso. No grupo
controle foram incluidos recém-nascidos a termo, com idade gestacional adequada e sem

crescimento intrauterino restrito.

Resultados: Foram selecionados 213 recém-nascidos, 118 no grupo caso e 95 no grupo
controle. As mées dos pacientes do grupo controle realizaram maior niumero de consultas
(p<0,001), maior média de testagens para HIV (p<0,001) e sifilis (p<0,001) durante o pré-natal.
As maes dos pacientes do grupo caso realizaram maior média de exames de ultrassonografia
(p<0,001) e testagem para Hepatite C (p<0,001) durante o pré-natal. O parto vaginal foi mais
frequente no grupo caso (p<0,001). A realizacdo de Ultrassom Transfontanela foi mais
frequente no grupo caso (p<0,001), ja a realizacdo de hemograma no recém-nascido foi mais

frequente no grupo controle (p<0,001).

Concluséo: Esse estudo ndo estabelece associagdo entre a qualidade da assisténcia pré-natal e
os desfechos prematuridade, baixo peso ou peso inadequado para a idade gestacional, no
entanto, observa-se que o acompanhamento durante a gravidez ainda ndo ocorre como
preconizado pelo Ministério da Saude. Entender as causas das limitagdes da assisténcia pré-
natal pode auxiliar na elaboragdo de medidas publicas com o objetivo de adequar o

acompanhamento durante a gestacao.
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Palavras chave: Cuidado preé-natal; Retardo do crescimento fetal; Recém-nascido de baixo

peso; Recém-nascido pequeno para a idade gestacional; Recém-nascido prematuro.

Introducéo

O acompanhamento pre-natal € definido como o cuidado a gestantes com o objetivo de garantir
as melhores condicOes de satide para o recém-nascido e para a maet. No Brasil, o Programa de
Humanizag&o no Pré-Natal e Nascimento foi implantado no ano de 2000 e foi a primeira diretriz
nacional de assisténcia pré-natal que estabeleceu nimero de consultas e exames minimos
durante a gestacdo®. Desde entdo, as novas evidéncias possibilitaram o aperfeicoamento e
atualizacdo das recomendacdes nacionais de assisténcia a gestante e ao recém-nascido. No
entanto, estudos apontam que nem todas as gestantes brasileiras possuem acesso a pré-natal

adequado®°.

Sabe-se que a assisténcia pré-natal possibilita identificar fatores de risco, prevenir e tratar as
doencas da gravidez, resultando em melhor desfecho materno e fetal.O acompanhamento
inadequado durante o pré-natal esti associado a desfechos como 6bito materno, neonatal,
prematuridade e baixo peso ao nascer® ’. No Brasil, o Ministério da Satide®, preconiza o inicio
do pré-natal no primeiro trimestre, ainda, todas as gestantes devem ter acesso a no minimo seis
consultas. Nesse contexto, entender a associacao da adequacgdo do pré-natal nos pacientes com

esses desfechos pode ajudar no planejamento de medidas publicas.

O objetivo desse estudo € descrever a assisténcia pré-natal de maes de recém-nascidos
prematuros e/ou com baixo peso ao nascimento e/ou pequenos para a idade gestacional ou

prematuros sem causa definida e comparar com recém-nascidos a termo sem fatores de risco.

Métodos

Este estudo faz parte de estudo maior em que foi investigada a frequéncia da infeccéo
congénita por Citomegalovirus em pacientes pequenos para a idade gestacional, prematuros

ou com baixo peso. Trata-se de estudo transversal, realizado em Belo Horizonte, estado
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brasileiro de Minas Gerais, Brasil, no periodo de 2016 a 2020. Os recém-nascidos foram
captados em quatro maternidades de referéncia: Hospital das Clinicas da UFMG,
Maternidade Odete Valadares - FHEMIG, Hospital Sofia Feldman e Hospital Risoleta

Tolentino Neves.

Em cada hospital foi definido o pesquisador responsavel pela identificacdo dos pacientes
que preenchiam critério de inclusdo no grupo caso: recém-nascidos prematuros, sem causa
aparente, e/ou recém-nascidos pequenos para a idade gestacional sem causa definida, e/ou

recém-nascidos com baixo peso ao nascimento, sem causa definida.

Foram excluidos os recém-nascidos < de 28 semanas ou 1.000g, com asfixia, sepse
neonatal ou outras comorbidades e pacientes cuja mae teve complicacdo obstétrica,

periparto ou usou medicacao durante a gravidez.

A identificacdo dos pacientes foi realizada pela lista diaria de recém-nascidos. Os critérios
de incluséo e exclusdo dos pacientes foram verificados por informacGes de prontuérios e foi
preenchido questionario padronizado. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi

aplicado para todos os pacientes incluidos.

Para o grupo controle foram selecionados recém-nascidos a termo, que nasceram no mesmo
periodo do estudo sem doenca de base associada ou atribuida a possivel infeccdo (congénita)
conhecida, adequados para a idade gestacional, sem crescimento intrauterino restrito, cuja

mae ndo apresentou comorbidades, no pré-natal ou periparto (obstétricas ou placentarias).

Foram utilizadas as definicdes da Organizacdo Mundial de Salde: a) Recém-nascido
prematuro: aquele que nasce antes de completar 37 semanas de gestacdo®; b) Recém-nascidos
pequeno para a idade gestacional: aqueles que nascem com peso abaixo do percentil 10th para
0 sexo e idade gestacional'®; ¢) Recém-nascido com baixo peso: aquele que nasce com peso
abaixo de 2.500 gramas'!; d) Crescimento Intrauterino Restrito: quando o feto n&o atinge o
crescimento intraltero esperado para o sexo e idade gestacional, permanecendo abaixo do

percentil 10th na curva de crescimento™®.

O banco de dados e analise estatistica foram realizados com Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) 19.0 (IBM, Armonk, NY). Dados clinicos, obstétricos e neonatais foram
considerados na analise. A analise descritiva foi realizada com frequéncia e percentual de

variaveis categoricas, méedia e desvio padrdo de varidveis quantitativas. A analise comparativa
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das variaveis entre o grupo caso e controle incluiu Qui-quadrado ou Teste de Fisher para
variaveis categoricas e Teste T de Student ou Mann Whitney para variaveis quantitativas.

Significancia estatistica foi considerada p < 0,05.

O estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa (COEP) de todos os hospitais
envolvidos e foi realizado com auxilio de recurso obtido pelo Edital Universal FAPEMIG/2014
e através de Bolsa Institucional de Iniciacdo Cientifica UFMG/FAPEMIG e UFMG/CNPq.

Resultados

Neste estudo, foram incluidos 213 recém-nascidos, com 118 no grupo caso € 95 no grupo
controle. A Tabela 1 compara as caracteristicas perinatais e clinicas de todos recém-nascidos
incluidos no estudo, em geral e por grupo. Durante o pré-natal, 205 (96,2%) gestantes foram
acompanhadas, 140 (65,7%) delas iniciaram o pré-natal no primeiro trimestre. No grupo
controle, 66 (69,4%) gestantes iniciaram o pré-natal no primeiro trimestre, no grupo caso 74
(62,7%). Dentre as 213 gestantes, apenas 2 (0,9%) relataram historia prévia de prematuridade.
O acompanhamento ultrassonogréafico foi realizado por 161 (75,6%) gestantes, dessas, 54
(25,4%) realizaram 2 ou mais exames, 7 recém-nascidos tiveram o diagnostico de CIUR no pré-
natal.

Em relacdo a testagem para as infecgdes congénitas, o exame de HIV foi realizado em todas as
gestantes, 47 (22,1%) realizaram trés ou mais exames. A pesquisa de Sifilis também foi
realizada em todas as gestantes, 57 (26,8%) realizaram trés ou mais exames. A Hepatite B foi
investigada em 205 (96,2%) gestantes, 44 (20,7%) realizaram 2 ou mais exames, 2 realizaram
anti-HBS. Ja a Hepatite C foi testada em 13 (6,1%) gestantes, 13 (6,1%) foram investigadas
para Rubéola e 3 dessas eram susceptiveis e 10 eram imunes. O Citomegalovirus foi investigado
em 10 (4,7%) gestantes e todas foram consideradas imunes a doenca. Toxoplasmose foi
investigada em 197 (92,5%) gestantes e 125 (58,7%) delas eram susceptiveis e 72 (33,8%)
foram consideradas imunes. Nenhuma relatou histéria prévia de infeccdo ou foi investigada
para Herpes Simples. O nimero médio de cada exame realizado no pré-natal encontra-se na
Tabela 1.

Dentre os 213 recém-nascidos, 100 (46,9%) foram do sexo feminino. O parto vaginal foi o

escolhido em 178 (83,6%) gestantes, com idade gestacional média foi de 37,62 (x 2,77)
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semanas, sendo 69 (32,4%) prematuros. O peso médio dos recém-nascidos foi de 2737,07 (+
618,01) gramas e 50 (23,5%) recém-nascidos foram considerados pequenos para a idade

gestacional e 82 (38,5%) nasceram com baixo peso.

Apo6s o nascimento, foi realizada propedéutica de alguns recém-nascidos (Tabela 1), os
principais achados do hemograma foram: anemia, policitemia, plaquetopenia, plaquetose,
leucopenia e leucocitose. Apenas um recém-nascido apresentou ultrassom transfontanela
alterado, com o diagnostico de hemorragia peri-intraventricular, um paciente foi submetido a

puncdo lombar que néo apresentou alteragdes.

Quando comparamos o grupo caso (n=118) com o grupo controle (n=95), observamos que o
grupo controle realizou maior nimero de consultas (p<0,001), testagens para HIV (p<0,001), e
Sifilis (p<0,001) no pré-natal. As gestantes do grupo caso apresentaram maior numero de
gestacdes (p=0,01) e testagem para infecces que ndo fazem rotina do pré-natal como Hepatite
C (p<0,001), Rubéola (p=0,02) e CMV (p=0,02). Os recém-nascidos do grupo caso
apresentaram maior chance de ser do sexo feminino (p<0,001) e de realizar USTF ap6s o
nascimento (p<0,001). A idade gestacional, os pardmetros antropométricos (peso,
comprimento e estatura) e a realizacao de hemograma no recém-nascido apresentaram diferenca

estatistica entre 0s grupos.

Tabela 1 — Caracteristicas perinatais e clinicas dos recém-nascidos, geral e por grupo
estudado, 2016 a 2020.

Grupo
; Total Caso Controle Odds ratio
VARIAVEL p
n=213 n=118 n=95 IC 95%
Idade materna
média (dp) 26,59 (9,01) 25,80 (7,38) 26,67 (7,30)  0,41** --
Fez pré-natal
Sim 205 (96,2%) 114 (53,5%) 91 (42,7%) 0,75%** OR 1,25
Néo 8 (3,8%) 4 (1,9%) 4 (1,9%) 1C95% 0,30-0,14
Consultas pré-natal
média (dp) 6,75 (2,58) 6,20 (2,51) 7,41 (2,53) <0,001**  --

Gestagdes (inclui a atual)
média (dp) 1,32 (1,54) 1,58 (1,75) 1,0 (1,17) 0,01* --



Abortos

média (dp)
Ultrassonografias
média (dp)

Testagens HIV
média (dp)

Testagens Sifilis
(VDRL ou Teste rapido)
média (dp)

Testagens Hepatite B
média (dp)
Testagens Hepatite C
média (dp)
Testagens
Toxoplasmose
média (dp)

Testagens Rubéola
média (dp)
Testagens CMV
média (dp)

Tipo de parto
Vaginal n (%)

Cesarea n (%)

Idade gestacional
média (dp)

Sexo

Feminino

Masculino

Peso ao nascimento
média (dp)

Comprimento

média (dp)

Perimetro cefalico
média (dp)

Realiza¢do de HMG
Simn (%)

N&o n (%)

Realizagdo de USTF

Simn (%)
N&o n (%)

0,26 (0,72)

1,18 (1,04)

2,04 (0,68)

2,25 (0,78)

1,19 (0,52)

0,06 (0,24)

1,15 (0,52)

0,06 (0,24)

0,05 (0,21)

178 (83,6%)
35 (16,4%)

37,62 (2,77)

100 (46,9%)
113 (53,1%)

2737,07
(618,01)

46,48 (3,45)

32,88 (2,06)

91 (42,7%)
122 (57,3%)

15 (7,0%)

0,35 (0,87)

1,51 (1,18)

1,92 (0,67)

2,2(0,77)

1,19 (0,50)

0,10 (0,30)

1,21 (0,50)

0,09 (0,29)

0,08 (0,26)

109 (51,2%)
9 (4,2%)

36,35 (3,03)

65 (30,5%)
53 (24,9%)

2312,63
(451,63)

44,52 (3,18)

31,73 (1,88)

39 (18,3%)
79 (37,1%)

14 (6,6%)

0,16 (0,46)

0,77 (0,62)

2,19 (0,67)

2,29 (0,81)

1,19 (0,55)

0,01 (0,10)

1,07 (0,55)

0,02 (0,14)

0,01 (0,10)

69 (32,4%)
26 (12,2%)

39,20 (1,17)

35 (16,4%)
60 (28,2%)

3264,27
(316,97)

48,93 (1,84)

34,30 (1,20)

52 (24,4%)
43 (20,2%)

1 (0,5%)

0,08*

<0,001*

<0,001™

<0,001*

0,96**

<0,001*

0,05**

0,02*

0,02*

<0,001***

<0,001*

<0,001***

<0,001*

<0,001*

<0,001*

<0,001***

<0,001***

75

OR 4,56
1C95% 2,0 -0,31

OR 2,10
1C95% 1,21-3,65

OR 0,40
1C95% 0,23-0,71

OR 12,65
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198 (93,0%) 104 (48,8%) 94 (44,1%) 1C95% 1,63-100

Legenda: RN — recém-nascido; dp — desvio padrdo; USTF ~Ultrassom transfontanela; CMV- Citomegalovirus; HMG -hemograma
“Teste U de Mann- Whitney; “Teste-t; " Teste X2 de Pearson.

Discussao

O acompanhamento precoce e adequado das gestantes permite o diagnéstico e o tratamento de
afeccBes caracteristicas do pré-natal, reduzindo a prematuridade e, consequentemente, as
mortalidades neonatal e infantil'>. O crescimento intrauterino restrito e o baixo peso ao
nascimento, apresentam maior prevaléncia em paises subdesenvolvidos e sdo desfechos comuns

quando ndo ha pré-natal adequado® >4,

De acordo com o Ministério da Saude®, o acompanhamento deve ser iniciado no primeiro
trimestre e todas as gestantes devem ter acesso a no minimo seis consultas. Observa-se que
apesar de 96,2% das gestantes estarem inseridas no pré-natal, apenas 140 (65,7%) iniciaram o
acompanhamento no 1° trimestre, por outro lado, a média do numero de consultas foi adequada
nos dois grupos. Apesar de ndo ser obrigatdria a realizacdo de ultrassonografia, a maioria das

gestantes foi submetida ao exame.

A investigagdo para HIV e Sifilis deve ser realizada no primeiro e terceiro trimestres e na hora
do parto, totalizando trés exames durante o pré-natal. Para prevencdo da transmissdo vertical
da Hepatite B, recomenda-se realizar a investigacdo no primeiro trimestre com HbsAg e
atualizar a vacinacdo, caso necessario. A abordagem no parto dependerd da avaliagdo do
esquema vacinal e da sorologia Anti-HBS*1>, A sorologia para Toxoplasmose também deve
ser solicitada no primeiro trimestre, sendo recomendado novos exames apenas para pacientes
susceptiveis, idealmente a cada més. Até 2018 a triagem era realizada pelo Programa de
Controle de Toxoplasmose Congénita do Estado de Minas Gerais'® e passa a ser recomendado
pelo Ministério da Satde desde 2020%® Neste estudo, apesar de todas as gestantes terem sido
investigadas, observa-se que em média, as gestantes realizaram menos exames para HIV e para
Sifilis do que o recomendado® 7. A Hepatite B foi investigada em quase todas as gestantes,
porém a avaliacdo do cartdo vacinal ndo é habitualmente relata no prontuario pela equipe e o
anti-HBS foi solicitado para apenas duas gestantes. Durante o pré-natal, a triagem e o
diagndstico de infeccdo por HIV, Sifilis e Toxoplasmose, possibilitam o tratamento durante a

gestacdo, com reducéo da transmisséo vertical®’ 18,
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A Toxoplasmose foi investigada em 92,5% das gestantes, 125 (58,7%) susceptiveis e 72
(33,8%) imunes. Baseado no elevado nimero de gestantes susceptiveis para Toxoplasmose e a
média de 1,15 (DP=0,52) exames por paciente, pode-se considerar que nem todas as gestantes
susceptiveis realizaram uma segunda testagem no pré-natal, como recomendado®. Nos anos de
2004 e 2005, o estudo de Carellos et al.® encontrou soroprevaléncia para toxoplasmose de
56,3% em pacientes da rede publica de Belo Horizonte, contrastando com a soroprevaléncia de
33,8% encontrada. Apesar de se tratar de populacdes que provavelmente apresentam perfil
socioeconémico parecido, a menor soroprevaléncia pode ser atribuida ao tamanho da amostra

ou a uma mudanca no perfil soroldgico dessas pacientes.

Quando comparamos 0s grupos caso (n=118) e controle (n=95), a maior frequéncia de testagem
para as infec¢bes congénitas que ndo fazem parte da rotina do pré-natal (Hepatite C, Rubéola e
CMV), realizacdo de ultrassom obstétrico e de realizacdo de USTF apds o nascimento pode ser
atribuida a investigacdo, de acordo com os protocolos institucionais, para pacientes prematuros,
pequenos para a idade gestacional, com baixo peso ou com diagnostico de CIUR. O maior
numero de consultas e a maior frequéncia de testagem para HIV e Sifilis nos pacientes do grupo
controle pode ser atribuida ao fato de esses pacientes terem nascido a termo, o que possibilita
maior nimero de consultas e a triagem do terceiro trimestre, recomendada pelo Ministério da
Saude® *’. Por outro lado, 0 maior nimero de consultas no grupo controle pode refletir um
melhor acompanhamento durante o pré-natal. Em 2016, a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) publicou manual recomendando no minimo oito consultas de pré-natal, com o objetivo
de reduzir a mortalidade perinatal e melhorar o cuidado com a gestante?.,

Héa tendéncia para a prematuridade quando a mulher é multipara, principalmente com mais de
cinco gestacoes?’. No entanto, a média de gestacdes no grupo caso foi de 1,58. A chance de o
parto ser vaginal foi maior no grupo caso, o que pode ser atribuido ao critério de selecdo, que
pode incluir os recém-nascidos com trabalho de parto prematuro sem causa nesse grupo, uma

vez que casos de maes com comorbidades e indicacdo de cesarea foram excluidos do estudo.

Em relacdo ao recém-nascido, a diferenca encontrada na idade gestacional e nos parametros
antropométricos (peso, comprimento e estatura) pode ser atribuida aos critérios de sele¢do dos
pacientes. Quanto a propedéutica realizada para o recém-nascido, além do USTF, observou-se
diferenca na realizacdo de hemograma entre o grupo caso e controle. No entanto, maior nimero

de hemogramas foi realizado no grupo controle, uma vez que foi utilizada amostra de
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repositério de recém-nascidos a termo sem comorbidades e que realizaram coleta para outros

diagnosticos como ictericia.

Dentre as limitagOes, considera-se que este estudo faz parte de estudo maior em que foi
investigada a frequéncia da infec¢do congénita por Citomegalovirus em pacientes pequenos
para a idade gestacional, prematuros ou com baixo peso comparados a recém-nascidos a
termo sem comorbidades. Um estudo de coorte com inclusdo de gestantes ao longo do pré-
natal, cujo desfecho avaliado fosse a prematuridade e/ ou recém-nascidos pequenos para a
idade gestacional e baixo peso, poderia ampliar a avaliagdo de varidveis associadas a
qualidade da assisténcia pré-natal.

Apesar de esse estudo ndo estabelecer associacdo entre a qualidade da assisténcia pré-natal e 0s
desfechos prematuridade, baixo peso ou peso inadequado para a idade gestacional, observa-se
que o acompanhamento durante a gravidez ainda ndo ocorre como preconizado pelo Ministério
da Saude. Ainda, 0 acompanhamento preconizado pela OMS com 8 consultas durante o pré-
natal pode resultar em melhor desfecho neonatal. Entender as causas das limitacfes da
assisténcia pré-natal pode auxiliar na elaboragédo de medidas publicas com o objetivo de adequar
0 acompanhamento durante a gestacao.

Concluséo

Embora as gestantes estudadas tenham acesso ao pré-natal na rede publica, com insercdo
precoce em grande parte dos casos, observamos que o acompanhamento esta aquém do

minimo estabelecido pelo Ministério da Saude.

Assim, apesar de o crescimento intrauterino restrito, baixo peso e prematuridade ndo terem
sido associados ao pré-natal inadequado, a melhoria do acompanhamento pode repercutir na

melhoria das mortalidades materna e neonatal.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Embora as gestantes estudadas tenham amplo acesso ao pré-natal na rede publica, com
insercdo precoce em grande parte dos casos, observamos que o0 acompanhamento esta aquém

do minimo estabelecido pelo Ministério da Saude.

Assim, apesar de o crescimento intrauterino restrito, baixo peso e prematuridade ndo terem
sido associadas a infec¢do congénita por citomegalovirus, o acompanhamento inadequado
durante o pré-natal, pode contribuir para esses desfechos no periodo neonatal.

A maior prevaléncia de Citomegalovirose congénita encontrada na populacao geral, pode ser
atribuida as limitacdes deste estudo, mas € necessario investigar a prevaléncia da infeccao
com novos estudos ou programas de triagem. O diagndstico para decisdo terapéutica, o
tratamento, quando indicado, e intervengdes de reabilitacdo precoce, resultam em melhor

progndstico da crianca infectada.

O estudo do perfil de citocinas encontrado, com aumento de IFN-o, TNF-$ e IL-10 nos
pacientes com infeccdo congénita por CMV pode indicar replicacdo viral prolongada e

consequentemente, resposta inflamatoria crénica.

Até o momento, poucos estudos descreveram o perfil de citocinas nesses pacientes. Estudos
direcionados para avaliacdo de resposta celular especifica, com marcadores celulares sdo
necessarios, podendo auxiliar em estudos de intervencdo farmacoldgica com o objetivo de

minimizar o impacto da replicacdo viral prolongada e resposta inflamatéria cronica.



APENDICE 1 - TCLE (GRUPO CASO)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

DETECGAO DE INFECGAO POR CITOMEGALOVIRUS, PARVOVIRUS, HERPES E
ZIKA VIRUS EM PREMATURIDADE SEM CAUSA DEFINIDA

Antes de vocd acsitar que seu filhe & vocd participem desta pesquisa € importante que
vocé leia e entenda esta explicagdo.

O diagnostico de infecgdes maternas com risco de transmissao para o recém- nascido &
importante para prevencaoc e tratamento precoce das criancas acometidas. Varios exames
podem ser realizados para descobrir essas infecgles, como exame da placenta, do
Iiquido amnidtico, exames de sorologia (sangue), ultrassons do feto, exames especificos e
no liquor (liguido da espinha). Quando s30 indicados, ajudam a definir s vocé e seu filho
foram acometidos. Essas infecgdes podem ser prevenidas ou tratadas. No caso da
gestante, o tratamento pode evitar a infecgao do feto e no caso da crianga o tratamento
pode evitar sequelas e melhorar a qualidade de vida, desde que o tratamento seja iniciado
precocemente.

O objetivo desta pesquisa & investigar se as criangas nascidas prematuras ou baixo peso
ou pequenas para a idade gestacional apresentam relagdo com infecgdo causada por
virus como citomegalovirus, parvovirus, herpes e Zika virus. O exame realizado para
identificar essas infecgdes se chama Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR).

Teremos dois grupos avaliados neste estudo. Ja foi colhido sangue e urina das criangas
que foram consideradas que poderiam ser identificadas com essas infecgdes. O grupo
controle, ao qual vocé podera participar, inclui recém-nascidos sem nenhuma dessas
alteragbes (prematuras ou baixo peso ou peguenas para a idade gestacional) ou outras
doengas ac nascimento & durante o pré-natal gue leve a algum desses sinais,

Para isso, gostariamos de saber se vocé autoriza a realizagdo dos mesmos exames em
sangue que tenha sido colhido para outros exames de rotina. Caso vocé concorde,
utilizaremos o sangue ja retirado do seu filho para avaliacdo de exames da rotina do
atendimento no hospital & ndo serd realizada nova coleta de saangue do seu filho. A
quantidade de Zml de sangue ou menaor volume serd necessario para o utilizarmos para
realizar a pesquisa, Caso vocé ndo esteja de acordo, o sangue restante sera desprezado
como todas as amostras de pacientes gue ndo s&o utilizadas.

Caso vocéd esteja de acordo, gostariamos também de coletar 2 urina do seu recém-
nascido, com o uso de sacos coletores externos, que sd3o colocados de modo a
armazenar a urina do zeu filho. Essas amostras sdo de fundamental importincia para
nosso estudo e para que possamos estudar e contribuir para melhorar a assisténcia as
mées e recém-nascidos no future.

Informagdes incluindo dados demograficos, informagbes de pré-natal e condigbes do
nascimento dos recém-nascidos serlo retiradas do prontuario (registro) médico, sem
qualguer intervencio ou interferéncia nas praticas assistenciais.

As informagdes sobre sua doenca e de seu filho{a) serdo confidenciais e ndo serg usado
nome de vocéds. Apenas os pesquisadores poderdo ter acesso a essas informagdes e
identifica-los,

Todos os outros procedimentos para sua assisténcia e de seu recém- nascido sio rotinas

e & sdo realizados normalmente na matemidade, caso seja identificado o virus
pesquisado ou cutros microorganismos em testes realizados na rotina.

Lembramos gue ndo é previsto nenhuma ajuda pela sua participagdo, Os procedimentos
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& tratamento recebidos na rotina da assisténcia ndo sio considerados complicagies da
pesquisa.

Se, por algum motivo vocé desistir de participar do estudo, vocé e seu filho nac serdo
prejudicados em nenhum aspecto da assisténcia e continuardo a receber os mesmos
procedimentos  rotinsiros e  todo o cuidado necessario  para  ajuda-los.

Se vocé tiver alguma duvida quanto aos seus direitos pode contatar Dra. Roberta Maia de
Castro Romanelli (31) 3408 8822, o Comité de Etica da UFMG, (31) 3409-4592 & da
FHEMIG (31) 3239-9642 ou 3239-9650.

Cansentimento

Li & entendi as informagdes acima. Tive a oportunidade de fazer perguntas e esclarecer
todas as minhas dividas. Este formulario estad sendo assinado voluntariamente por mim.
Concordo em participar juntamente com meu filho do estudo até gue eu decida o
contrario. Receberei uma copia assinada deste consentimento.

Autorizo 0 uso da amostra de sangue ja colhida
[ )8im | JNac

Autorizo a coleta de urina por meio de sacos coletores

[ )8im | )Mo
Assinatura do(s) responsaveis Data [ 1/
Assinatura do pesquisador Data / [

Assinatura de testemunha Data [ /
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APENDICE 2 - FORMULARIO PARA A COLETA DE DADOS

FORMULARIO PARA A COLETA DE DADOS
Grupo: [ ] Caso [ ] Controle

Maternidade:

1. IDENTIFICACAQ

Identificagdo: Prontuario:

Nome: Data de nascimento: /!

Nome da Mae:

2. DADOS DO PRE-NATAL

Tdade da mée: DUM: [/ [

Insercio no pré-natal (més da gestagfo): Numero de consultas:
Gestagdes prévias: Partos prévios: Abortos prévios:
Prematuridade anterior: [ | Nio [ 18im Causa:

USGO: / /  Descrigio:
USGO: /7 Deserigio:
USGO: / /  Deserigéo:

Comorbidades:

Medicamentos na gestacio:

Qutros diagnosticos:

1° TRIM 2 TRIM 3" TRIM

SOROLOGIAS Data Resultado Data Resultado Data Resultado

HIV

HEFPATITEB

"HEPATITE C

SIFILIS

RUBEOLA

CMV
| HERPES

TOXOPLASMOSE




3. DADOS DO PARTO

Datadoparto:  / /  Idade gestacional: Idade gestacional completa:
Tipo de parto:
Peso de nascimento: PC: COMEP:

Malformacio: [ IN&o [ ]8im Qual?

4. EXAMES:

Hemograma: ___//  Descrigéo:
Reticuléeitos: 7/ Descrigdo:

US transfontanela: __/ /  Descrigiio:
Puncdo lombar. __/ /  Descrigiio:

RX deossoslongos:  /  /  Descriglo:

5. CLASSIFICACAO:

[ PIG [JAIG ] GIG
[IRNT [ ] RNPT
[ IBP [IMmBP [ ]BPE

Legenda:

DUM-data da 6ltima menstruagio; PC — perimetro cefilico; COMP — comprimento; PIG-pequenc para a idade gestacional; ATG-
adequado para a idade gestacional; GIG- grande para a idade gestacional; RNT-recém-nascido a termo; RNPT- recém-nascido
pretermo; BP-baixo peso; MBP-muito baixo peso; BPE-baixo peso extremo.



APENDICE 3 - TCLE (GRUPO CONTROLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

DETECGAO DE INFECCAO POR CITOMEGALOVIRUS, PARVOVIRUS, HERPES E ZIKA
VIRUS EM PREMATURIDADE SEM CAUSA DEFINIDA
Antes de vocé aceitar que seu filho e vocé participem desta pesquisa é

importante que vocé leia e entenda esta explicagdo.

0 diagnostico de infecgdes maternas com risco de transmissdo para
o recém- nascido é importante para prevencio e tratamento precoce das

criangas acometidas.

Varios exames podem ser realizados para descobrir essas infecgies,
como exame da placenta, do liquido amnié6tico, exames de sorologia (sangue),
ultrassons do feto, exames especificos e no liquor (liquido da espinha). Quando

sdo indicados, ajudam a definir se vocé e seu filho foram acometidos.

Muitas dessas infecctes podem ser tratadas. No caso da gestante o
tratamento pode evitar a infeccdo do feto e no caso da crianga o tratamento
pode evitar sequelas e melhorar a qualidade de vida, desde que o tratamento

seja iniciado precocemente.

0 objetivo desta pesquisa € investigar se o caso do seu filho ter sido
prematuro estd relacionado com infecgdo causada por wvirus como
citomegalovirus, parvovirus, herpes e Zika virus. Para isso, serd feita a
pesquisa desse virus por um exame chamado Reagdo em Cadeia de
Polimerase (PCR). Uma amostra de urina e 2ml de sangue serdo coletados do
seu filho (a) para realizagdo desse exame. Devido a coleta de sangue pode
ocorrer sangramento e aparecer mancha roxa no local. Para tentar reduzir
essas complicagbes, vamos pedir a amostra quando forem coletados outros
exames do seu filho(a), pedidos rotineiramente pela equipe médica. S6 vamos
coletar o sangue se a equipe médica considerar que seu recém-nascido

encontra-se estivel.

Todos os outros procedimentos para sua assisténcia e de seu recém-

nascido sdo rotinas e ja sdo realizados normalmente na maternidade, caso seja



identificado © virus pesquisado ou outros microorganismos em testes

realizados na rotina,

As informagdes sobre sua doenga e de seu filho(a) serdo confidenciais e
ndo sera usado nome de vocés. Apenas os pesquisadores poderdo ter acesso a

essas informacoes e identifica-los.

Lembramos que ndo é previsto nenhuma ajuda pela sua participacao.
Os procedimentos e tratamento recebidos na rotina da assisténcia nio sdo

considerados complicacdes da pesquisa.

Se, por algum motive vocé desistir de participar do estudo, vocé e seu
filho ndo serio prejudicados em nenhum aspecto da assisténcia e continuario
a receber os mesmos procedimentos rotineiros e todo o cuidado necessario

para ajuda-los,

Se vocé tiver alguma divida quanto aos seus direitos pode contatar Dra.
Roberta Maia de Castro Romanelli (31) 3409 9822, a Dra. Renata Coimbra
Prates (31) 3298-6044, o Comité de Etica da UFMG, (31) 3409-4592 e da
FHEMIG (31) 3239-9642 ou 3239-9650.

Consentimento

Li e entendi as informagdes acima. Tive a oportunidade de fazer perguntas e
esclarecer todas as minhas dividas. Este formuldrio estd sendo assinado
voluntariamente por mim. Concordo em participar juntamente com meu filho
do estudo até que eu decida o contririo. Receberei uma copia assinada deste

consentimento.

ff —
Assinatura da paciente Data

[ S—
Assinatura do pesquisador Data

[

Assinatura de testemunha Data
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ANEXO 1 - PARECER DO CEP (UFMG)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
MINAS GERAIS %9"0!'

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DETECCAC DE CITOMEGALOVIRUS, HERPES VIRUS E PARVOVIRUS EM
ABORTAMENTO E PREMATURIDADE SEM CAUSA DEFINIDA

Pesquisador: Roberta Maia de Castro Romanelli

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 07849612.6.0000.5149

Instituigdo Proponente: Faculdade de Medicina ((UFMG))

DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 156.809
Data da Relatoria: 23/11/2012

Apresentacdo do Projeto:

Parte-se da hipotese de que casos de abertamento e prematuridade sem causa aparente podem ser
associados a infeccBes congénitas virais, especialmente CMY, Parvovirus

B19 e Herpes simplex 1 & 2. Estudo sera realizado em duas etapas. 1°. Estudo transversal com inclusio de
placentas decorrentes de abortamento ou parto prematuro encaminhadas para avaliagio anatomopatoldgica
de rotina e armazenadas em parafina pela Anatomia Patologica da Faculdade de Medicina da UFMG para
realizacdo de Reagdo em Cadela de Polimerase (PCR) associada a imuno-histoguimica para identificag3o
de Citomegalovirus, Herpes virus & Parvovirus. 28 Estudo prospectivo, com inclus3o de placentas
encaminhadas para avaliagdo anatomo-patolégica de rotina. Também serfo avaliades os recém-nascidos
prematuros, que nao apresentem causa definida para a prematuridade. Sera realizada pesquisa do

DNA viral por PCR para os mesmos agentes nas placentas e em sangue periférico de recém-nascidos
prematuros sem causa definida. Ser3o coletados dados, em questionario estruturado, relativos ao
diagnadstico materno, alteragtes placentdrias e manifestacbes clinicas no recém-nascido. Local do estuda:
Maternidade do HC/UFMG, Servigo de Anatomia

Patoldgica, para a propedéutica proposta em placenta; Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnolegia em
Medicina Molecular (INCT - MM) onde sera realizada PCR em sangue periférice. Sero identificadas
mulheres maicres de 18 anos, independente da etnia, gue tenham sido assistidas na maternidade e tenham
evoluido com abortamento espontanec ou parto prematuro sem causa definida. Essas placentas s3o
enviadas para investigacio rotineira no setor de Anatomia Patolagica

Enderego: Av. Presidents Antdnio Carlos, G827 20 Ad 512005

Bairro: Unidade Administrativa Il CEP: 34 270-001

UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE

Telefone: 3134-0045 Fax: 3134-0045 E-mail: coep@prpqg.ufmg.br. cospi@reitoria.ufmg.br
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e serdo identificadas por listagem na maternidade. Para avaliacio de recém-nascidos prematuros sem
causa definida ou com sintomas relacionados a infecgdes congénitas poderdo ser incluidos. Os métodos
utilizados estdo descritos. Analise

estatistica.

Objetivo da Pesquisa:

Detectar infecgBes por citomegalovirus, parvovirus B19 e herpes simplex virus 1 & 2 em

placentas de abortamento e de prematuros sem causa aparente do Hospital das Clinicas da UFMG. Objetivo
Secundario: - Identificar a prevaléncia de infeccéo por citomegalovirus. parvovirus B19 e herpes simplex
virus 1 e 2 em prematuros sem causa aparente.-

Correlacionar os achados placentarics com dados da histenia clinica e propedéutica da gestante durante o
prenatal e diagndstico do recém-nascido

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os nscos e beneficios estio descritos

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa & viavel

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Apresentou anuencia da Unidade Funcional e questiondrio a ser aplicado

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
SMJ, sou pela aprovacio

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagido da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Aprovade conforme parecer.

Enderego: Av. Presidenis Antdnic Carlos 5827 20 Ad 512005

Bairro: Unidade Administrativa |1 CEP: 24.270-001
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Enderego:

Bairro: Unidade Administrativa Il

UF: MG
Telefone:

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PlataFforma
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BELO HORIZONTE, 25 de Novembro de 2012

Assinador por:
Maria Teresa Marques Amaral
(Coordenadeor)

Av. Presidente Antdnio Carlos, 6327 2° Ad 51 2005

Municipio:
3134-0045

CEP: 31.270-201
BELO HORIZONTE

Fax: 3134-0845 E-mail: coep@prpg.ufmg.br. coep@reitoria. ufmg.br
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ANEXO 2 - EMENDA 1 - PARECER CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
MINAS GERAIS %‘M

PARECER CONSUBSTANCIADC DO CEP
DADOS DA EMENDA
Titulo da Pesquisa: DETECCAO DE CITOMEGALOVIRUS, PARVOVIRUS, HERPES VIRUS E ZICA
VIRUS EM PREMATURIDADE SEM CAUSA DEFINIDA
Pesquisador: Roberta Maia de Castro Romanelli
Area Tematica:
Versdo: 3
CAAE: 075849612.6.0000.5149

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Patrocinador Principal: UNIWERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.451.153

Apresentacgio do Projeto:

Trata-se de estudo prospectivo em maternidades de referéncia de Belo Horizonte |, de 2016 a 2018. Sera
realizada pesquisa de CMV, parvovirus, herpes e Zica virus por Reagio em Cadeia de Polimerase (PCR)
em urina e sangue periférico de recém-nascidos com prematuridade sem causa aparente. Além disso, serdo
coletados dados da histdria clinica e propedéutica da gestante durante o pré-natal e obtidos em prontuana,
e diagndstico do RN. Nesse braco prospectivo, para investigagdo do CMY parvovirus, herpes e Zica virus,
sera feita coleta de urina & 2 ml de sangue periférico de recém-nascidos para realizacio de PCR. Ha
estrutura fisica para realizacéo dos exames laboratoriais propostos no INCT (Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia), no laboratorio de biclogia molecular na Faculdade de Medicina/lUFMG), parceiro da pesquisa.
Movo recurso pelo Edital FAPEMIG — Demanda Universal 2014 foi obtido para continuidade e execucio da
segunda parte do projeto, ja aprovada previamente. O banco de dados e analise estatistica sero realizados
com o Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 19.0.

Local da Pesquisa - Estude a ser realizado em matemidades de referencia em alto risco obstétnico, com alta
prevaléncia de prematuridade (18%). Pretende-se incluir HC/UFMG (projeto ja aprovado), Odete Valadares,
Hospital Sofia Feldman e Hospital Risoleta Tolentina Neves. Ha parceria cientifica com setores da
Faculdade de Medicina da UFMG (FM/UFMG) como o Instituto Nacional de Ciéncia e

Enderego: Av. Presidente Antdnio Carles GB27 20 Ad 51 2005
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Continuagio do Parecer: 1.451.153

Tecnologia em Medicina Melecular (INCT - MIM) onde sera realizada PCR em urina sangue periférico
(parceria com Dra Débora Marques Miranda). E setor de referéncia para execugdo dos exames e contam
com toda infra-estrutura necessaria. Populacio a ser estudada - Para avaliacio de recém-nascidos
prematures sem causa definida > 28 semanas de idade gestacional ef/ou >1.000g ou com sintomas
relacionados a infecces congénitas poderio ser incluidos e a equipe serd comunicada pelos médicos
assistentes, caso o recém-nascido preencha critérios de inclusio e necessite investigacio. Métodos que
possam afetar diretamente os sujeitos da pesquisa - Havera coleta de sangue periférico de recém-nascidos,
desde que consentide pelo pais e nag haja instabilidade do paciente. As complicacBes estio relacionadas
ao procedimento, com complicagbes da técnica como sangramento & hematomas locais. No entanto, serd
solicitado a amostra quando a equipe assistencial necessitar de outros exames de rotina para evitar nova
pungdo venosa apenas para amostra para pesquisa. Os resultados podem contribuir na assisténcia de
gestantes e outros recém-nascidos na definicie de propedéutica de investigag2o de infecgdes pelo CMV. -
Fontes de material para pesquisa; urina e sangue perifénco de recém-nascidos com prematuridade sem
causa ou suspeita de infeccdo congénita a esclarecer (Vide Populagdo a ser estudada); além de dados
clinicos e propedéutica propedéutica realizada no prenatal e de assisténcia ao recém-nascido serdo
rotineiramente para serfic coletados em formulano proprie, diretamente do prontuaric medico, nc havendo
interferéncia na rotina assistencial. Uma vez identificado RN de risco sera necessana realizacio de
ultrassonografia transfontanelar e tiagem auditiva na maternidade. Analise estatistica: As informaces serfio
digitadas e analisadas em banco de dados criado no Statistical Package for Social Sciences (SP33) 19.0.
Critério de Inclus3o:

- Recém-nascido prematuro, sem causa aparente, correspondente a as placentas investigadas, cuja
prematuridade nio fol atribuida a nenhuma causa aparente.

Critério de Exclusio:

- Recém nascidos que, apesar de preencherem os criténos de inclus3o, estejam instaveis clinicamente para
coleta de amostra de sangue.

- Recém nascidos que ndo tenham recebido consentimento de seu responsavel legal na participagdo no
estudo em guestic.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Detectar infecc@es por citomegalovirus, parvovirus, herpes virus e Zica virus em
prematures sem causa definida em maternidades de referencia de Belo Honzonte.

Objetivo Secundario:

Enderego: Av. Presidente Antdnic Carles, 6827 2° Ad 51 2005
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Continuaga do Parecer: 1.461.153

- Identificar a prevaléncia de infecgio por citomegalovirus,parvovirus, herpes virus e Zica virus em recem-
nascidos prematuros sem causa aparente.

- Carrelacicnar os achados com dados da historia clinica e propedéutica da gestante durante o prenatal e
diagndstico do recém-nascido (RN).

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos: O nisco potencial € aguele atnbuido a uma coleta de sangue venoso periférico. As complicages
estdo relacionadas ao procedimento, com complicacdes da técnica como sangramento e hematomas locais.
Esse tipo de procedimento faz parte, frequentemente, da assisténcia aoc RN internado. Ressalta-se que serd
solicitado a amostra quando a equipe assistencial necessitar de outros exames de rotina para evitar nova
pungio venosa apenas para amostra para pesquisa. Acredita-se que o beneficio da investigagio de
infeccao congénita pelos agentes pesquisades superam os riscos, uma vez que os resultades podem
contribuir na assisténcia de gestantes e outros recém-nascidos na definicdo de propedéutica de
investigacao de infecgbes congénitas pelo CMV.

Beneficios: Com a determinacio da prevaléncia de infeccio congénita por CMV, pretende-se ampliar a
investigacio de infecefes congénitas no prenatal e para o recém-nascido, visando melhorias na assisténcia
do bindmio m3e-filho no prenatal e pés-parte. O pronto diagnédstico permite o possibilidade de tratamento
precoce da infeccdo, com reducdo do acometimento fetal e de recém-nascidos. Embora a trniagem e
tratamento da gestante ainda ndo estejam estabelecidos, a identificagio precoce do recém-nascidos
acometido, permitem redugfo de lestes neurcldgicas e auditivas visando individuos de insercio social,
economicamente ativos quando alcancarem idade laborativa. Com obteng&o dos resultados e novos
recursos pretende-se dar continuidade a linha de pesquisa proposta, com novos projetos, com o objetivo de
implementar propedéutica e definir protocolos para o diagnéstico da gestante e do feto com infecges de
transmissac vertical, além do diagnéstico precoce do recem-nascido, permitinde a reducio do ndmero de
criangas infectadas ou de lesdes que possam levar a sequelas. Os resultados da pesquisa serdo tornados
publicos, sejam eles favoraveis ou ndo, serdo relatados em eventos cientificos da area e publicados em
revistas especializadas.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Justificativa da Emenda: Considerou-se a impoertancia, nessa segunda etapa ja prevista de realizar ¢ estudo
em parceria com as principais maternidades de Belo Horizonte, além de incluir pesquisa para Zica virus
devido ao contexto epidemiclégico.

Projeto ja aprovado no Hospital das Clinicas—UFMG, onde foram autorizados os exames
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laboratoriais e sera submetido 3 avaliag3o na Maternidade Odete Valadares — FHEMIG, Hospital Sofia
Feldman e Hospital Risoleta Tolentino Neves.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Presentes: Folha de Rosto devidamente preenchida e assinada pela coordenadora da pesquisa e pelo
diretor da Faculdade de Medicina da UFMG, com o titulo DETEC[:,.E\D DE CITOMEGALOViRUS,
PARVOVIRUS, HERPES VIRUS E ZICA VIRUS EM PREMATURIDADE SEM CAUSA DEFINIDA; projeto de
pesquisa onginal, registro na DEPE; termo de compromisso assinado por todos os pesquisadores; anuéncia
dos laboratdrios; parecer aprovado em reunifio departamental da Pediatria - FM - UFMG em 17/08/2012;
TCLE; anuéncia da maternidade; questionario.

Recomendagdes:

Recomenda-se a aprovacio da emenda ao projeto de pesquisa.

Gentileza inserir na plataformabrasil a declaragio do NEPE - Hospital Risoleta Tolenting Neves (HRTN).
Gentileza substituir as frases do TCLE:

“nZo sera usado nome de vocés” por “ndo sera usado o nome de vocés”

“Lembramos que n3o & previsto nenhuma ajuda pela sua participacao” por * vocé niao tera nenhum custa,
nem recebera dinheiro para participar da pesquisa”.

“Receberei uma copia assinada deste consentimento” “Receberei uma via assinada deste consentimento™

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

Somos favoraveis 3 aprovac3o da emenda ao projete "DETECCAO DE CITOMEGALOVIRUS,
PARVOVIRUS, HERPES VIRUS E ZICA VIRUS EM PREMATURIDADE SEM CAUSA DEFINIDA" da
Pesguisadora Responsavel Roberta Maia de Castro Romanelli, com a realizag3o do estudo em parcena com
as maternidades de Belo Horizonte: Hospital das Clinicas da UFMG, Maternidade Odete Valadares —
FHEMIG, Hospital Sofia Feldman e Hospital Risoleta Tolentino Neves, além de incluir pesquisa para Zica
wirus.

Consideragées Finais a critéric do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG/ COEP-UFMG, de acordo com as atribuicbes
definidas na Resclugdo CNS n® 466 de 2012 & na Morma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovacdo da emenda proposta ao projeto de pesquisa.

Tendo em vista a legislacdo vigente (Resolugd3o CNS 466/12), o COEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteracio do projete e do termo de consentimento via

Enderego:  Av. Presidente Antdnio Carles, 8827 2° Ad SI 2005

Bairro: Unidade Administrativa 1 CEP: 21 270-001
UF: MG Municipio: BELO HORIZOMTE
Telefone: (31)3408-4552 E-mail: coep@prpq ufmg.br
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emenda na Plataferma Brasil, informar imediatamente qualguer evento adverso ocorrido durante o

desenvolvimento da pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificagéo

relatorios parciais do andamento do mesme a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a
este Comité um sumario dos resultados do projeto (relatdrio final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacio
InformagGes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS 661573 030372016 Aceito
do Projeto E1.pdf 224956
Folha de Rosto FolhaRestoCeongenitasVirus030316.pdf | 03/03/2016 |Roberta Maia de Aceito

224730 | Castro Romanelli
Projeto Detalhade /| ProjetoCONGENITAS21022016.pdf 21/02/2016 |Roberta Maia de Aceito
Brochura 21:44:39 | Castro Romanelli
Investigador
TCLE/ Termos de | TCLECONGENITAS2016.pdf 21/02/2016 |Roberta Maia de Aceito
Assentimento / 21:40:04 | Castro Romanelli
Justificativa de
Auséncia
Qutros Formulario. pdf 21112012 Aceito
21:32:.07
Declaracao de AprovacaoMaternidade. pdf 21112012 Aceito
Pesquisadores 21:03:46
Declaracao de DEPECongenitas.pdf 162012 Aceito
Pesquisadores 19:12:26
Declaracao de AprovacaodoSetorBiclMolec. pdf 1910972012 Aceito
Pesquisadores 15:22-10
Declaracao de AprovacaoCamaraPed.pdf 1910972012 Aceito
Pesquisadores 14:15:10
Declaracao de TermoCompromissoCongenitasCOEP.p | 18/09/2012 Aceito
Pesquisadores df 20:29:31

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Enderego: Av. Presidente Antdnio Carles G827 20 Ad 51 2005

Bairro: Unidade Administrativa 1 CEP: 31 270-001
UF: MG Municipio: BELC HORIZOMTE

Telefone: (31)340%-4592 E-mail:

coep@preg-ufmg.br
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Continuacio do Parecer: 1.451.153

Enderego:

Bairro: Unidade Administrativa ||

UF: MG
Telefone:

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
MINAS GERAIS %Dfoﬂ

BELC HORIZONTE, 15 de Margo de 2016

Assinado por:

Telma Campos Medeires Lorentz
(Coordenador)

Av. Presidente Antdnio Carles G827 20 Ad 51 2005

Municipio:
(31)3408-2592

CEP: 31.270-801
EELC HORIZOMTE

E-mail: coep@prpg-ufmg.br
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ANEXO 3 - PARECER DO CEP (HOSPITAL SOFIA FELDEMAN)

HOSPITAL SOFIA FELDEMAN/
FUNDACAO DE ASSISTENCIAL ‘G8rasl -
INTEGRAL A SAUDE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituigido Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: DETECCAQ DE CITOMEGALOVIRUS, PARVOVIRUS, HERPES VIRUS E ZICA
VIRUS EM PREMATURIDADE SEM CAUSA DEFINIDA
Pesquisador: Roberta Maia de Castro Romanelli
Area Tematica:
Versao: 1
CAAE: 07849612.6.3002.5132
Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Patrocinador Principal: UNNWERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.474. 765

Apresentagédo do Projeto:

Trata-se de segunda parte de projeto de pesquisa proposto pela Universidade Federal de Minas Gerais para
investigac3o prospectiva de recém-nascidos prematuras e provavel associacio com infeccBes virais, com
recurso recurso obtido através de Edital FAPEMIG - Demanda Universal 2014.

Objetivo da Pesquisa:

Objetive Primario:

- Detectar infecces por citomegalovirus, parvovirus, herpes virus e Zica virus em prematuros sem causa
definida em maternidades de referencia de Belo Horizonte.

Objetivo Secundario:

- Identificar a prevaléncia de infecgio por citomegalovirus,parvovirus, herpes virus e Zica virus em recém-
nascidos prematuros sem causa aparente.

- Correlacionar os achados com dados da historia clinica e propedéutica da gestante durante o prenatal e
diagndstico do recém-nascido (RN).

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O risco potencial é decorrente da coleta do sangue venoso periférico do paciente, como

Enderego: Rus Antdnic Bandeirs, 1080

EBairro: Tupi CEP: 21.244-120
UF: MG Municipio: BELO HORIZOMTE
Telefone: (31)3402-2240 Fax: (31)2408-2213 E-mail: lep@scfiafeldman.org.br
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Continuagio do Parecer: 1.474.785

sangramento e hematomas locais. Esse tipo de procedimento faz parte, frequentemente, da assisténcia ao
RN internado. Ressalta-se que serdo solicitadas as amostras ja coletadas pela equipe assistencial para
outros exames de rotina para evitar nova pungdo venosa apenas para amosfira da pesquisa. Acredita-se que
o beneficio da investigacio de infeccio congénita pelos agentes pesquisados superam os riscos, uma vez
que os resultados podem contribuir na assisténcia de gestantes e outros recém-nascidos na definicio de
propedéutica de investigagio de infeccdes congénitas pelo CMV.

Beneficios:

Com a determinaco da prevaléncia de infecc8o congénita por CMY, pretende-se ampliar a investigacio de
infeccdes congénitas no prenatal e para o recém-nascido, visando melhorias na assisténcia do bindmio mae
-filho no prenatal e pds-parto. O pronto diagnostico permite o possibilidade de tratamento precoce da
infecgc@o, com reducio do acometimento fetal e de recém-nascidos. Embora a triagem e tratamento da
gestante ainda nao estejam estabelecidos, a identificac8o precoce de recém-nascidos acometides permite a
reducio de lesbes neurcldgicas e auditivas visando individuos de insercdo social, economicamente ativos
quando alcangarem idade laborativa. Com obtencio dos resultados e novos recursos pretende-se dar
continuidade a linha de pesquisa proposta, com noves projetes, com o objetive de implementar propedéutica
e definir protocoles para o diagnostico da gestante e do feto com infeccdes de transmiss3o vertical, além do
diagnastico precoce do recém-nascido, permitindo a reducéo do ndmero de criangas infectadas ou de lestes
que possam levar a sequelas. Os resultados da pesquisa serfo tornados plblicos, sejam eles favoraveis ou
ndo, serdo relatados em eventos cientificos da drea e publicados em revistas especializadas.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudo prospectivo com os objetivos ja delineados acima, ene serfio coletadas amostras de
urina e sangue de recém-nascidos prematuros sem causa definida > 28 semanas de idade gestacional efou
>1.000g ou com sintomas relacionados a infeccBes congénitas, para andlise da prevaléncia de CMV,
parvovirus, herpes e Zica virus por ReacZo em Cadeia de Polimerase (PCR). Os pressupostos cientificos da
pesquisa foram bem delineades assim como a apresentacio das referéncias bibliegraficas que justificam a
importancia do projeto.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos foram apresentados, inclusive TCLE para pais dos sujeifos da pesguisa.

Enderego: Rus Antdnic Bandeirs, 1080

EBairro: Tupi CEP: 21.244-120
UF: MG Municipio: BELO HORIZOMTE
Telefone: (31)32403-2240 Fax: (31)2408-2213 E-mail: lep@scfiafeldman.org.br

Fagina 02 ge 04

99



HOSPITAL SOFIA FELDEMAN/

FUNDACAQO DE ASSISTENCIAL

INTEGRAL A SAUDE

Continuaca do Parecer: 1.474 765

Recomendagdes:
Menhuma recomendag

Ao adicional

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequages:

o

Concluo pela aprovacio do projeto, ndo havendo pendéncias nem inadequactes.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacio
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS 661573 030372016 Aceito
do Projeto E1.pdf 224956
Folha de Rosto FolhaRestoCengenitasVirus030316.pdf | 03/03/2016 |Roberta Maia de Aceito

224730 | Castro Romanelli
Projeto Detalhade /| ProjetoCONGENITAS21022016.pdf 21/02/2016 |Roberta Maia de Aceito
Brochura 21:44:39 | Castro Romanelli
Investigador
TCLE/ Termos de | TCLECONGENITAS2016.pdf 21/02/2016 |Roberta Maia de Aceito
Assentimento / 21:40:04 | Castro Romanelli
Justificativa de
Auséncia
Outros Formulano.pdf 21112012 Aceito
21:32:.07
Declaracao de AprovacaoMaternidade. pdf 21112012 Aceito
Pesquisadores 21:03:46
Declaracao de DEPECongenitas.pdf 162012 Aceito
Pesquisadores 19:12:26
Declaracao de AprovacaodoSetorBiclMolec. pdf 1910972012 Aceito
Pesquisadores 15:22:10
Declaracao de AprovacaogCamaraPed.pdf 1910972012 Aceito
Pesquisadores 14:15:10
Declaracao de TermoCompromissoCongenitasCOEP.p | 18/09/2012 Aceito
Pesquisadores df 20:29:31

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Enderego:
Bairro: Tupi
UF: MG

Telefone: (31)2408-2248

Rua Antdnio Bandeira, 1080

CEP: 31.244-130

Municipio: EBELO HORIZOMTE

Fawx: (31)3408-2215 E-mail:

lepi@sofisfeldman.org.br
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HOSPITAL SOFIA FELDEMAN/
FUNDAGAO DE ASSISTENCIAL QW"‘“
INTEGRAL A SAUDE

Continuaca do Parecer: 1.474 765

BELO HORIZONTE, 01 de Abril de 2016

Assinado por:
Tatiana Coelho Lopes
(Coordenador)

Enderego: Rus Antdénic Bandeirs, 1080

Bairro: Tupi CEP: 31 z44-130

UF: MG Municipio: BELO HORIZOMTE

Telefone: (31)3403-2240 Fax: (31)2408-2218 E-mail: l=p@sofisfeldman.arg.br
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ANEXO 4 - PARECER DO CEP (FHEMIG)

FHEMIG  FUNDAGCAO HOSPITALAR DO
: ESTADO DE MINAS GERAIS - (Wﬂp
FHEMIG

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicio Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: DETECCAOQ DE CITOMEGALOVIRUS, PARVOVIRUS, HERPES VIRUS E ZICA
VIRUS EM PREMATURIDADE SEM CAUSA DEFINIDA
Pesquisador: Roberta Maia de Castro Romanelli
Area Tematica:
Versdo: 1
CAAE: 07849612.6.3001.5119
Instituicio Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Patrocinador Principal: UNINWERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.664.305

Apresentacdo do Projeto:
Projeto devidamente encaminhado, contando com aprovacio do CEP da Instituico Proponente — UFMG -
Namero do Parecer: 1.451.153.

Planejou-se o estudo em duas etapas. Na primeira etapa, um estudo transversal com inclusfic de placentas
decorrentes de abortamento ou parto prematurc encaminhadas para avaliagio anatomo-pateldgica de rotina
e armazenadas em parafina pela Anatomia Patoldgica da Faculdade de Medicina da UFMG para realizacio
de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) associada a imuno-histoguimica para identificacio de
Citomegalovirus, Herpes virus e Parvovirus. Na segunda etapa, propSe-se um estudo prospectivo, com
inclusdo de placentas encaminhadas para avaliag®o anatomo-patolégica de rotina. Tambem serfo avaliados
os recem-nascidos prematuros, que nic apresentem causa definida para a prematundade. Sera realizada
pesquisa do DMA viral por PCR para os mesmos agentes nas placentas e em sangue periférico de recém-
nascidos prematuros sem causa definida. Serdo coletados dados, em questionario estruturado, relativos ao
diagnéstico matemo, alteraces placentanias e manifestacdes clinicas no recém-nascido.

Enderego: Alameds Verasdor Alvaro Celso, 100

Bairro: Bairro Santa Efigénia CEP: 3p.150-280
UF: MG Municipio: BELD HORIZOMTE
Telefone: (31)3220-0562 Fax: (31)3238-8552 E-mail: cep@fhemig.mg.gov.br
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Continuagdo do Parecer: 1.664.305

Objetivo da Pesquisa:

Identificar a prevaléncia de infeccdo por citomegalovirus, parvovirus, herpes e Zica virus em prematuros
sem causa aparente em hospitais de referencia de Belo Horizonte e correlacionar o diagnéstico de CMV no
recém-nascido com dados da histéria clinica e propedéutica da gestante durante o pré-natal, além de
alteracBes audiclogicas e ultrassonograficas do recém-nascido.

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:

- RISCOS: o estudo apresenta baixos riscos, pois se baseia em intervencdo ja padronizada e validada na
literatura nacicnal e internacional.

- BENEFICIOS: beneficios diretos para os envolvidos, para a comunidade cientifica em geral e a FHEMIG.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

- Projeto: Relevante, pertinente e de valor cientifico;

- Metodologia: Adequada para se alcangar o objetivo proposto;

- Curriculos: Com competéncia reconhecida para a condugo do estudo;
- Cronograma: Adequado;

- Aspectos Eticos: O projeto cumpre a Res.466/2012 do CNS-MS.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
- Projeto: devidamente descrito;

- TCLE: adequado para o perfil da amostra;

- FR: devidamente preenchida e assinada;

- Parecer GEP: aprovado.

Recomendagdes:
- Enviar semestralmente ac CEP-FHEMIG os relatérios parciais efou final da pesquisa via Plataforma Brasil.

- Corrigir no TCLE o contato do CEP-FHEMIG: Alameda Alvaro Celso, 100, Sta. Efigénia, BH-MG. Telefone:
(31)3239-9552. e-mail: cep@fhemig.mg.gov.br
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

- O estudo pode ser realizado com base na metodologia & nos documentos apresentados.

Enderego: Alameds Vereadaor Alvere Celso, 100

Eairro: Bairro Santa Efigénia CEP: 2p.150-280
UF: MG Municipio: BELO HORIZOMTE
Telefone: (31)3230-8552 Fax: (31)3238-8352 E-mail: cep@fhemig.mg.gov.br
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FHEMIG  FUNDAGCAO HOSPITALAR DO
| ESTADO DE MINAS GERAIS - “‘GR8rasl
FHEMIG

Continuaga do Parecer: 1.664.305

Consideragées Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Decumento Arguivo Postagem Autor Situacio

Informacdes Basicas|PB_INFCRMACOES_BASICAS 661573 03/03/2016 Aceito

| do Projeto E1.pdf 22:49:56

Folha de Rosto FolhaRestoCeongenitasMirusD30316.pdf | 03/03/2016 |Roberta Maia de Aceito
22:47:30 | Castro Romanelli

Projeto Detalhado /| ProjetoCONGENITAS21022016_pdf 21/02/2016 |Roberta Maia de Aceito

Brochura 21:44:39 | Castro Romanelli

Investigador

TCLE /Termos de | TCLECONGENITAS2016. pdf 2170272016 [Roberta Maia de Aceito

Assentimento / 21:40:04 |Castro Romanelli

Justificativa de

Auséncia

Qutros Formulario. pdf 21112012 Aceito
21:32:07

Declaracio de AprovacaoMaternidade. pdf 21112012 Aceito

Pesquisadores 21:03:46

Declaracio de DEPECongenitas. pdf 16M0/2012 Aceito

Pesquisadores 19:12:26

Declaracio de AprovacaodoSetorBiclMolec pdf 1910972012 Aceito

Pesquisadores 15:22:10

Declaracio de AprovagaoCamaraPed pdf 1910972012 Aceito

Pesquisadores 14:15:10

Declaracdo de TermoCompromissoCongenitasCOEP p | 18/09/2012 Aceito

Pesquisadores df 20:29: 11

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Enderego:

UF: MG
Telefone:

BELO HORIZONTE, 05 de Agosto de 2016

Assinado por:

Vanderson Assis Romualdo

(Coordenadeor)

Alsmeds Veresdor Alvaro Celzo, 100

EBairro: Bairro Santa Efigénia
Municipio:

(31)3230-0582

CEP: 30.150-280
EELO HORIZOMTE

Fawx: (31)3238-8552 E-mail:

cep@fhemig.mg.gov.br
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ANEXO 5 - EMENDA 2 - PARECER CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
MINAS GERAIS %9"0!‘

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: DETECCAQ DE CITOMEGALOVIRUS, PARVOVIRUS, HERPES VIRUS E ZICA
VIRUS EM PREMATURIDADE SEM CAUSA DEFINIDA

Pesquisador: Roberta Maia de Castro Romanelli

Area Tematica:

Versdo: 6

CAAE: 07849612.6.0000.5149

Instituigao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Patrocinador Principal: UNINWERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.060.153

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de emenda a projeto previamente aprovado. A emenda se refere 4 inclusio de um grupo contrale,
no entanto, ndo se especifica o nimero de recém-nascidos prematuros e controles (mas ndo houve
alterago no nimero total de paricipantes).

Segundo a pesquisadora:

"Planejou-se o estudo em duas etapas. Na primeira etapa, um estudo transversal com inclusio de placentas
decorrentes de abortamento ou parto prematura encaminhadas para avaliag8o anatomo-patoldgica de rotina
e armazenadas em parafina pela

Anatomia Patolagica da Faculdade de Medicina da UFMG para realizagio de Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) assaciada a imunchistoguimica para identificac3o de

Citomegalovirus, Herpes virus e Parvovirus.

MNa segunda etapa. propfe-se um estudo prospective, com inclusie de placentas encaminhadas para
avaliagio anatomo-patolégica de rotina.

Também serfo avaliados os recém-nascidos prematures, que ndo apresentem causa definida para

Enderego: Av. Presidente Antéinic Carlos 6827 2° Ad 51 2005

Bairro: Unidade Administrativa || CEP: 34 270-001
UF: MG Municipio: BELCT HORIZOMTE
Telefone: (31)3£08-4592 E-mail: coep@prpq.ufmg.br
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Continuagio do Parecer: 2 060,153

a
prematuridade. Serd realizada pesquisa do

DNA viral por PCR. para os mesmos agentes nas placentas e em sangue peniférico de recém-nascidos
prematuros sem causa definida. Serdo coletados dades, em questionarnio estruturado, relativos ao
diagndstico materno, alterag&es placentanas e manifestacdes clinicas no recém-nascido.” O projeto inclui
coleta de sangue e urina dos recém-nascidos prematuros, o que costuma fazer parte da

assisténcia, segundo a pesquisadora. A inclusio de um grupo controle ird permitir correlacionar os
resultados ja coletados aos de um grupo de recém-nascidos a termo. Esta prevista a andlise de sangue que
j& sera coletado dos controles para outros exames e a coleta da urina, desde que autorizados pelos pais.

Objetivo da Pesquisa:

Segundo a pesquisadora:

"Objetrvo Primaric:

- Detectar infecces por citomegalovirus, parvavirus, herpes virus e Zica virus em prematuros sem causa
definida em maternidades de referencia de

Belo Horizonte.

Objetivo Secundario:

- Identificar a prevaléncia de infecgdo por citomegalovirus, parvovirus, herpes virus e Zica virus em
recémnascidos

prematuros sem causa aparente.

- Correlacionar os achados com dados da historia clinica e propedéutica da gestante durante o prenatal e
diagnastico do recém-nascido (RM).”

Com a emenda, um novo objetivo esta delineado: correlacionar os dados ja obtidos com os dados dos
controles (que ainda serdo obtidos).

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:
Segundo a pesquisadora:
"Riscos:

Enderego: Av. Presidente Antdnio Carles, 6827 2° Ad 51 2008

Bairro: Unidade Administrativa 1l CEP: 24.270-004
UF: MG Municipio: BELO HORIZOMTE
Telefone: (31)3408-4552 E-mail: coep@prpq ufrmg.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
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Continuaga do Parecer: 3.080.153

O nisco potencial & aquele atnibuide a uma coleta de sangue venoso penférico. As complicacbes estio
relacionadas ao procedimenta, com

complicacBes da técnica como sangramento & hematomas locais. Esse tipo de procedimento faz parte,
frequentemente, da assisténcia ao RN

internado. Ressalta-se que sera solicitado a amostra quando a equipe assistencial necessitar de outros
exames de rotina para evitar nova puncao

VENosa apenas para amostra para pesquisa. Acredita-se que o beneficio da investigacio de infeccio
congénita pelos agentes pesquisados superam

0s riscos, uma vez gue os resultades padem contrbuir na assisténcia de gestantes e outros recém-nascidos
na definicio de propedéutica de

investigacéo de infeccdes congénitas pelo CMVY. Os sacos colefores sho

colocados na regifio da genitaria e ccasionalmente podem causar irmitac3o da pele

{dermatite). Se isso ocorrer, suspenderemos a coleta da urina e trataremos a dermatite

com pomadas especificas.

Beneficios:

Com a determinacac da prevaléncia de infeccio congénita por CMVY, pretende-se ampliar a investigagdo de
infeccdes congénitas no prenatal e para

o recém-nascido, visando melhonas na assisténcia do bindmio mae-filho no prenatal e pos-parto. O pronto
diagndstico permite o possibilidade de

tratamento precoce da infecc3o, com redugio do acometimento fetal e de recém-nascidos. Embora a
triagem e tratamento da gestante ainda ndo

estejam estabelecidos, a identificacée precoce do recém-nascidos acometido, permitem reducéo de lesdes
neurclégicas e auditivas visando individuos de insergao social, economicamente atives quande alcangarem
idade laborativa. Com
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obtencéo dos resultados e novos recurses pretende-se dar continuidade a linha de pesquisa propesta, com
novos projetos, com o objetivo de

implementar propedéutica e definir protocolos para o diagndstico da gestante e do feto com infeccies de
transmiss&o vertical, além do diagndstico

precoce do recém-nascido, pemmitindo a reducdo do nimero de criangas infectadas ou de lestes que
possam levar a sequelas. Os resultados da

pesquisa serdo tornados poblicos, sejam eles favoraveis ou n3o, serio relatados em eventos cientificos da
area e publicades em revistas

especializadas "

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Projeto relevante para a area de neonatologia, pediatria, obstetricia e infectologia.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram apresentados novo projeto detalhado e TCLE e foram realizadas atualizag@es nas informagdes
basicas do projete na Plataforma Brasil.

Recomendagoes:

Solicita-se anexar a folha de rosto devidamente assinada com o ndmero total de sujeitos (400).

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

Considerando que as adequacdes salicitadas foram realizadas e certa de que a recomendagio serd
acatada, S.M.J., sou favoravel & aprovacdo da emenda.

1) Acrescentar campo para rubnicado responsavel na primeira pagina do TCLE.

2) Substituir a palavra "cdpia” por "via” no TCLE.

3) Acrescentar o endereco eletrénico da pesquisadora.

4) Acrescentar o endereco e email do Comité de Etica no TCLE e informar que o comité devera ser
contactado para dividas de aspecto ético.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislago vigente (Resolugio CNS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteracio do projeto e do termo de consentimento via
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emenda na Plataferma Brasil, informar imediatamente qualguer evento adverso ocorrido durante o
desenveolvimento da pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificag3o
relatorios parciais do andamento do mesme a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a
este Comité um sumano dos resultados do projeto (relatério final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situag3o
Informaces Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS 122543 13M11/2018 Aceito
do Projeto 8 E2 pdf 13:16:10
Outros AdendoCOEPOT1118. pdf 071112018 |Roberta Maia de Aceito
20:52:36 | Castro Romanelii

Projeto Detalhade / | ProjetoCONGENITASO7 1118, pdf 07M1/2018 |Roberta Maia de Aceito

Brochura 20:51:15 | Castro Romanelii

|Investigador

Projeto Detalhado /| ProjetoCONGENITAS241018 pdf 24/10/2018 |Roberta Maia de Aceito

Brochura 21:56:55 | Castro Romanelii

Investigador

TCLE [ Termos de | TCLE241018 pdf 241102018 |Roberta Maia de Aceito

Assentimento / 21:39:11 | Castro Romanelh

Justificativa de

Auséncia

Qutros RESPOSTACOEP241018 pdf 241102018 |Roberta Maia de Aceito
21:38:52 | Castro Romanell

Qutros AdendoCOEP210918. pdf 22/09/2018 |Roberta Maia de Aceito
11:53:33 | Castro Romanell

TCLE/ Termos de  |TCLE210918 pdf 22/09/2018 |Roberta Maia de Aceito

Assentimento / 11:49:02 | Castro Romanell

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto FolhaRostoCongenitasMirusD30316.pdf | 03/03/2016 |Roberta Maia de Aceito
22:47:30 | Castro Romanelli

Projeto Detalhado /| ProjetoCONGENITAS21022016_pdf 21/0272016 |Roberta Maia de Aceito

Brochura 21:44:39 | Castro Romanelli

Investigador

TCLE/ Termos de | TCLECONGENITAS2016. pdf 211022016 |Roberta Maia de Aceito

Assentimento / 21:40:04 | Castro Romanelli

Justificativa de

Auséncia

Declaracio de AprovacioMaternidade. pdf 21112012 Aceito

Pesquisadores 21:03:46

Declaragao de DEPECongenitas.pdf 16M102012 Aceito

Pesquisadores 19:12:26
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Declaracao de AprovacaodoSetorBiclMolec. pdf 19/09/2012 Aceito
Pesquisadores 15:22:10
Declaracao de AprovacaoCamaraPed.pdf 19/09/2012 Aceito
Pesquisadores 14:15:10
Declaracao de TermoCompromissoCongenitasCOEP.p | 1a/09/2012 Aceito
Pesquisadores df 20:29:31

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagiao da CONEP:
Nao

BELO HORIZONTE, 05 de Dezembro de 2015

Assinado por:

Eliane Cristina de Freitas Rocha
(Coordenador(a))
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ANEXO 6 - EMENDA 3- PARECER CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
MINAS GERAIS %‘M

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA
Titulo da Pesquisa: DETECCAQ DE CITOMEGALOVIRUS, PARVOVIRUS, HERPES VIRUS E ZICA
VIRUS EM PREMATURIDADE SEM CAUSA DEFINIDA
Pesquisador: Roberta Maia de Castro Romanelli
Area Tematica:
Versdo: 7
CAAE: 07549612.6.0000.5149
Instituigdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Patrocinador Principal: UNINWERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.365.236

Apresentagédo do Projeto:

Esta emenda ao projeto de pesguisa tem como justificativa “As instituigdes Maternidade Odete Valadares -
FHEMIG e Hospital Scofia Feldmam n2o tem a ementa vinculada, ja aprovada pela UFMG e Hospital Risoleta
Tolentino Neves”.

O projeto ja foi aprovado pelo CEP — UFMG em parecer anterior e também em emendas de pareceres de
nameros: 3.060.153 (Emenda 2) e 1.451.153 (Emenda 1).

Objetivo da Pesquisa:

Conforme apresentado no formuldrio de informagdes basicas:

Objetivo Primario: - Detectar infeccbes por citomegalovirus, parvovirus, herpes virus e Zica virus em
prematuros sem causa definida em maternidades de referéncia de Belo Hornizonte.

Objetivo Secundanio: - Identificar a prevaléncia de infeccio per citomegalovirus, parvovirus, herpes virus e
Zica virus em recém-nascidos prematurcs sem causa aparente. - Correlacionar os achados com dades da
histéria clinica e propedéutica da gestante durante o prenatal e diagndstico do recém-nascido (RN).
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Avaliacio dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Nos TCLEs esta descrito: “Devido a coleta de sangue pode ocorrer sangramento e aparecer mancha
roxa no local. Para tentar reduzir essas complicagbes, vamos pedir a amostra quando forem coletados
outros exames do seu filho(a), pedidos rotineiramente pela equipe médica.” "Os sacos coletores s3o
colocados na regide da genitalia e ocasionalmente podem causar irritacio da pele (dermatite). Se isso
ocorrer, suspenderemos a coleta da urina e trataremos a dermatite com pomadas especificas.”.
Beneficios:Nas informacdes basicas do projeto esta escrito: “Com a determinacdo da prevaléncia de
infecgdo congénita por CMV, pretende-se ampliar a investigagio de infeccBes congénitas no pré-natal e
para o recém-nascido, visando melhorias na assisténcia do bindmio mée-filho no pré-natal e pés-parto. O
pronto diagndstico permite a possibilidade de tratamento precoce da infeccio, com reducdo do
acometimento fetal e de recém-nascidos. Embaora a triagem e tratamento da gestante ainda nio estejam
estabelecidos, a identificacio precoce do recém-nascidos acometido, permitem reduc3o de lestes
neuralogicas e auditivas visando individuos de insercdo social, economicamente ativos quando alcangarem
idade laborativa. Com obtencio dos resultados e novos recursos pretende-se dar continuidade a linha de
pesquisa proposta, com novos projetos, com o objetivo de implementar propedéutica e definir protocolos
para o diagnéstico da gestante e do feto com infeccdes de transmissio vertical, além do diagndstico
precoce do recém-nascido, permitinde a reduciio do nimero de criangas infectadas ou de les@es que
possam levar a sequelas. Os resultados da pesquisa serao tomados publicos, sejam eles favoraveis ou nao,
serao relatados em eventos cientificos da area e publicados em revistas especializadas”

Mo TCLE estd descrito: "Essas amostras sdo de fundamental importdncia para nosso estudo e para que
possamos estudar & contribuir para melhorar a assisténcia as mies e recém-nascidos no futura™

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Os pesquisadores solicitam a vinculacio da Emenda que foi aprovada pela UFMG e Hospital Risoleta
Tolentino Neves nas Instituigdes Maternidade Odete Valadares - FHEMIG e Hospital Sofia Feldmam. Nio
houve mudanca na metedologia em relacio as Emendas gue foram aprovadas recentemente.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Foram realizadas atualizagBes nas informacdes basicas do projeto na Plataforma Brasil com a
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inclusdo das instituicSes coparticipante Maternidade Odete Valadares - FHEMIG e Hospital Scfia Feldmam.

Recomendagdes:

Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

Conforme as consideracdes apresentadas, sou, S.M.J., favoravel a aprovacdo da emenda.

Consideragoes Finais a critéric do CEP:

Tendo em vista a legislagdo vigente (Resolugio CNS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteragio do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocomido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificacio relatérios parciais do
andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao términe da pesquisa encaminhar a este Comité um

sumdrio dos resultados do projeto (relatdrio final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situag3o
InformagBes Basicas|PB_INFORMACOES _BASICAS 135825 16/05/2019 Aceito
do Projeto 65 E3.pdf 13:03:17
Outros AdendoCOEPOT1115. pdf 07/M1/2018 |Roberta Maia de Aceito
20:52:36 | Castro Romanelii

Projeto Detalhade /| ProjetoCONGENITASO7 1118, pdf 0771172018 | Roberta Maia de Aceito

Brochura 20:51:15 | Castro Romanelii

Investigador

Projeto Detalhado /| ProjetoCONGENITAS241018 pdf 241102018 |Roberta Maia da Aceito

Brochura 21:56:55 | Castro Romanell

Investigador

TCLE/ Termos de  |TCLE241018.pdf 241102018 |Roberta Maia de Aceito

Assentimento / 21:39:11 | Castro Romanelli

Justificativa de

Auséncia

QOutros RESPOSTACOEP241015 . pdf 241102015 |Roberta Maia de Aceito
21:38:52 | Castro Romanell

COutros AdendoCOEP210918. pdf 221092015 |Roberta Maia de Aceito
11:53:33 | Castro Romanelli

TCLE/ Termos de | TCLE210913.pdf 22/09/2015 |Roberta Maia de Aceito

Assentimento / 11:49:02 | Castro Romanell

Justificativa de

Auséncia
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Broa ™

Folha de Rosto FolhaRestoCengenitasirusD30316.pdf | 03/03/2016 |Roberta Maia de Aceito
22-47:30 | Castro Romanelli

Projeto Detalhade /| ProjetoCONGENITAS21022016.pdf 21/02/2016 |Roberta Maia de Acerto

Brochura 21:44:39 | Castro Romanelh

Investigador

TCLE /Termos de | TCLECONGENITAS2016.pdf 2170272016 [Roberta Maia de Aceito

Assentimento / 21:40:04 | Castro Romanelli

Justificativa de

Auséncia

Declaragio de AprovacioMaternidade. pdf 2111/2012 Aceito

Pesguisadores 21:03:46

Declaracio de DEPECongenitas. pdf 16M10/2012 Aceito

Pesguisadores 19:12:26

Declaracio de AprovacaodoSetorBiclMolec pdf 19/09/2012 Aceito

Pesquisadores 15:22-10

Declaracio de AprovagaoCamaraPed pdf 19/09/2012 Aceito

Pesquisadores 14:15:10

Declaracdo de TermoCompromissoCongenitasCOEP p | 18/09/2012 Aceito

Pesquisadores df 20:29:31

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagido da CONEP:
Nao

BELO HORIZONTE, 03 de Junho de 2019

Assinado por:
Eliane Cristina de Freitas Rocha
(Coordenador(a))
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