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Silva LF. Caracterizacdo inovadora da morfologia da cabeca de bebés nascidos com o
virus zika: uma inovacao metodoldgica para amplas aplicagdes clinicas [disserta¢do].

Aracatuba: Unesp — Universidade Estadual Paulista; 2020.

RESUMO

Introdugdo: A epidemia do virus Zika em 2016 constituiu uma emergéncia de saude
publica, com o chamando da OMS para vigilancia reforcada na deteccdo precoce de
microcefalia relacionada as condi¢cbes neuroldgicas. Métodos: Quarenta e quatro
criancas infectadas pelo virus Zika foram avaliadas e comparadas com criangas
saudaveis com o objetivo de identificar as medidas mais confidveis do formato e
tamanho da cabeca, explorando o relacionamento entre fendtipo craniofacial e
anormalidades cerebrais. A analise de componentes principais (ACP) foi utilizada para
identificar padrbes de variacdo na morfologia craniofacial. As seguintes medicoes
adicionais da abdboda craniana foram realizadas; altura cefalica (AC), comprimento
cefalico (ComC), circunferéncia cefalica (CC) e angulo naso-frontal (ANF). O nivel de
anormalidade cerebral presente nas tomografias, a gravidade da perda de volume do
parénquima cerebral e ventriculomegalia foram classificadas como leve, moderada ou
grave. Resultados: Os 12 primeiros componentes principais das abobodas analisadas
explicaram 91% da variagdo da abdboda craniana. Correlagdes significativas foram
detectadas entre a pontuacdo do segundo CP da abodbada craniana e CC (+0,66), AC
(+0,87), ComC (+0,80) e ANF (-0,48). Conclusdo: Este estudo recomenda mensurar a
AC em pacientes com infeccao pelo virus Zika, em vez de CC como recomendado pela
OMS, para melhorar a sensibilidade e especificidade da deteccdo precoce.

Palavras-chave: Zika virus; Microcefalia; Face; Tomografia.



Silva LF. Novel Characterization of Head Morphology of Infants Born with Zika Virus: A
Methodological Innovation for Broad Clinical Applications [dissertacdo]. Aracatuba:
Unesp — Universidade Estadual Paulista; 2020.

ABSTRACT

Background: The 2016 Zika virus epidemic constituted a public health emergency, with
the WHO calling for strengthened surveillance for the early detection of related
microcephaly and associated neurological conditions. Methods: We analysed 44 Zika
infected infants and matched controls to identify the most reliable measurements of
head shape and size and explore the relationship between craniofacial phenotype and
brain abnormalities. Principal component analysis (PCA) was applied to identify
patterns of variation in the craniofacial morphology of Zika cases relative to controls.
We carried out the following additional measurements of the cranial vault, the head
circumference (HC), head height (HH), head length (HL) and naso-frontal-angle (NFA).
The level of brain abnormality present in the CT scans, mainly the severity of
parenchymal volume loss and ventriculomegaly, was classified as being mild, moderate
or severe. Results: The first 12 PCs of the vaults we analysed explained 91% of the
variation of the cranial vault between Zika cases and controls. Significant correlations
were detected between the score of the 2" PC of the cranial vault and HC (+0.66); HH
(+0.87); HL (+0.80) and NFA (-0.48). Conclusion: We recommend measuring HH in Zika
patients, rather than HC as recommended by WHO, to improve the sensitivity and

specificity of early detection.

Keywords: Zika Virus. Microcephaly. Face. Tomography.
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Caracterizaco inovadora da morfologia da cabeca de bebés
nascidos com o virus zika: uma inovago metodoldgica para
amplas aplicacdes clinicas

*Este trabalho foi formatado de acordo com as normas do periddico the New England Journal

of Medicine (Anexo B)
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1 INTRODUCAO

O surto repentino da infeccdo pelo virus Zika em 2016 levantou uma grave
preocupacdo global, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou emergéncia
internacional de satde publica para aumentar a conscientizacdo sobre esta epidemia ™.
Também foi solicitado apoio no aumento e fortalecimento dos sistemas de vigilancia
em paises com casos notificados de microcefalia relacionada ao virus Zika e outras

condi¢des neuroldgicas associadas *

. Atualmente 51 paises relataram um surto de
infecgo pelo virus Zika 2. A epidemia foi particularmente grave na regido nordeste do
Brasil, onde ocorreram 97% das infecgdes pelo virus Zika do pais °. Essa drea também
responde por 28% de todos os nascimentos no Brasil 3,

O virus Zika é transmitido principalmente pelos mosquitos Aedes aegyptis,
através de sua picada, e pode ser detectado no fluido de maes gravidas e no cérebro
de recém-nascidos com microcefalia durante autépsia *6 sabe-se que a infeccdo de
maes gravidas pelo virus Zika aumenta o risco de seus fetos desenvolverem
microcefalia, bem como uma grande variedade de outras anormalidades cerebrais .
Como resultado, a circunferéncia cefalica (CC) dos bebés é rotineiramente medida para
identificar a Sindrome Congénita do Zika Virus (SCZ). A medida da CC é utilizada como
um dos padrdes para avaliacio do crescimento infantil pela OMS . Microcefalia é
definida como uma CC inferior a dois desvios-padrées abaixo da média *. Para
identificar rapidamente os defeitos congénitos do Zika, recomenda-se que a CC do
bebé seja medida antes das 24 horas de idade, independentemente dos resultados dos

exames laboratoriais. No entanto, foi relatado que aproximadamente 20% das criancas

com CC normal desenvolvem microcefalia em um estagio posterior ®. Curiosamente, a
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literatura confirma que cerca de 20% desses casos apresentavam valores normais de
cc’.

A equipe responsavel por este estudo acredita que os atuais critérios de
diagndstico para microcefalia, com base nas medidas de CC, sdo inespecificos e langam
uma rede muito ampla para identificar casos reais. Neste estudo foi pesquisado se
novos métodos morfométricos podem melhorar a sensibilidade e a especificidade da
vigilancia da SCZ, para permitir que 20% das criangas atualmente identificadas como
normais sejam diagnosticadas corretamente, melhorarando desse modo a precisao da
triagem de pacientes com microcefalia e proporcionando o reconhecimento precoce
dos bebés afetados. Com esse objetivo, foi obtido um fendtipo da morfologia
craniofacial de bebés nascidos com microcefalia devido a infec¢ao pelo virus Zika e foi
analisado o método mais confidvel para a triagem, medindo a forma e o tamanho da
cabeca. Também foi avaliada a relagdo entre o fenétipo craniofacial e o grau de

anormalidade cerebral nesses bebés usando dados de tomografia computadorizada.



METODOS
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2 METODOS

Aprovagdo do comité de ética

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba, S3o Paulo Brasil, sob nimero de protocolo CAAE 60031216.4.0000.5420.
Todos os responsdveis pelos pacientes assinaram um termo de consentimento
autorizando a realizacdo do estudo e a publicacdo dos resultados seguindo os
protocolos médicos e éticos da declaracao de Helsinque, 2013.

Pacientes

As imagens em 3D da morfologia craniofacial de 44 bebés infectados com o virus
Zika (com idades entre 10 e 21 meses) e de 44 bebés saudaveis de acordo com a idade
(captura de imagem descrita abaixo) foi obtida de pacientes do Hospital Geral Roberto
Santos, Salvador, Bahia, Brasil. Além disso, o hospital forneceu a tomografia
computadorizada do cranio pds-natal dos 44 casos de Zika, capturadas por um scanner
de 16 secbes (Siemens Healthcare, Erlangen, Alemanha). A avaliacdo preliminar dos
casos de infeccao pelo virus zika foi realizada através da mensuracdo da CC com uma
fita métrica. Todas as criancas do grupo Zika tiveram teste soroldgico positivo para
infecgao pelo virus Zika.

Captura das imagens

As imagens 3D foram capturadas por um sistema modvel de imagem por
estereofotogrametria 3D (Di3D, Dimensional Image Ltd, Hillington, Reino Unido).
Mudltiplas imagens da face foram capturadas, incluindo os perfis direito e esquerdo, a
abdéboda do cranio e a parte posterior da cabeca (Figura 1). Uma touca elastica

descartavel personalizada foi usada durante a captura da imagem. Os modelos
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craniofaciais 3D de 360 graus foram reconstruidos usando um software especialmente
projetado para essa finalidade (Figura 1).

Para este trabalho foram utilizadas malhas genéricas, que consistem em
mascaras matematicas da face e do cranio formadas por 7461 "vértices" de pontos
indexados (7145 vértices para a mascara facial e 316 vértices para a mdscara craniana).
Primeiro as malhas genéricas foram conformadas para se parecer com as
caracteristicas 3D da morfologia craniofacial usando um programa de software de
conformacao 0 A precisdo da conformac¢do da imagem 3D foi previamente avaliada e
verificada ™.

A Andlise Parcial de Procrustes (APP) é um método matematico™ que foi
aplicado para obter uma média matematica da face de bebés do grupo Zika e controle.
A analise Generalizada de Procrustes (GPA) foi utilizada para sobrepor as malhas
conformadas da abébada craniana e a face dos grupos Zika e Controle com escala 1213
Isso permitiu que variacdes na morfologia craniofacial dos casos de Zika em relacdo
aos controles fossem investigadas, independentemente das diferencas de tamanho
envolvidas.

Em seguida, as malhas craniofaciais sobrepostas ao GPA foram analisadas e os
componentes principais (CP) foram calculados usando a andlise de componentes
principais (ACP) para identificar padrées de variacdo na morfologia craniofacial dos
casos de zika em relacdo aos controles. O teste t de Student (no nivel de significancia

de 0,05) foi usado para comparar as pontuac¢ées dos principais componentes dos casos

de Zika com controles pareados por idade.
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As seguintes medicGes adicionais da abdboda craniana foram realizadas (Figura
2):

A. Circunferéncia cefalica (CC), que é rotineiramente medida do ponto mais
anterior da fronte até o ponto mais posterior da parte de trds da cabeca;

b. A altura cefdlica (AC), que é a distancia de orelha a orelha através do ponto
mais alto da abdbada do cranio;

c. O comprimento cefdlico (ComC), que mede a distancia antero-posterior da
abdbada craniana, da fronte, através do ponto mais alto da abdbada craniana, até o
ponto mais proeminente do osso occipital;

d. O angulo naso-frontal (ANF) entre os trés pontos: Pronasale-Nasion-Glabella.

Todas as medicOes foram repetidas apds uma semana por um operador
experiente para avaliar sua reprodutibilidade.

Andlise tomografica

Um radiologista pediatra avaliou as tomografias usando o Horos, um visualizador
de imagens médicas de formato DICOM gratuito. O radiologista categorizou o nivel de
anormalidade cerebral presente nas tomografias, principalmente a gravidade da perda
de volume do parénquima cerebral e ventriculomegalia, como leve, moderada ou
grave, de acordo com Oliveira-Szejnfeld et al. 2016 **. Em seguida, as caracteristicas

clinicas de cada individuo e a relagdo entre o fendtipo craniofacial e a extensdo das

anormalidades cerebrais foram avaliadas usando o teste estatistico Rho de Spearman.



RESULTADO
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3 RESULTADOS

Este é um estudo prospectivo ndo-randomizado. Os erros produzidos pela
medida repetida de CC, AC (altura cefalica) e ComC (comprimento cefalico) foram
inferiores a 0,2 mm. O erro de digitalizacdo dos pontos de referéncia repetidos foi
inferior a 0,5 mm. Houve diferenca significativa nos valores de CC, AC, ComC e ANF
(angulo naso-frontal) dos casos de zika, em relacdo aos controles pareados por idade
(p = 0,0000, <0,05, teste t de Student). Conforme calculado a partir da analise de
sobreposicdao da APP, o formato médio da abdbada craniana foi significativamente
menor nos casos de zika em relacdo aos controles (Figura 3).

Os 12 primeiros componentes principais das abdbodas analisadas explicaram
91% da variagao da abdboda craniana, com contribui¢des individuais variando de 33%
(CP1) a 1% (CP12). Apds a corregdo de Bonferroni para testes multiplos, essa analise
identificou uma diferenga significativa (p = 0,0000, <0,0042) nas pontuagdes do
segundo componente principal nos casos de Zika em relacdo aos controles. Ndo foram
encontradas diferencas significativas nos escores dos outros componentes principais
entre esses dois grupos.

Os dezesseis primeiros componentes principais explicaram 86% da variacdo da
forma facial, com contribuicdes individuais variando de 24% (para CP1) a 1% (para
CP16). Os demais componentes principais contribuiram com <1%. O teste t de duas
amostras, seguido da correcdo de Bonferroni para testes multiplos, revelou uma
diferenca significativa (p = 0,0000 <0,0031) entre as pontua¢des do segundo
componente principal nos casos de Zika em relacdo aos controles; ndo foram

identificados outros diferenciais significativos nas pontuagdes dos principais
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componentes. A Figura 4 mostra as variagdes de -2a a 2a do segundo CP da abdbada
craniana e da face. Esta analise mostrou que a abdboda craniana do grupo Zika estava
subdesenvolvida (plana) em comparacdo com o controle, e o ANF do grupo Zika foi
maior que a do controle.

As imagens tomograficas foram avaliadas por um radiologista pediatrico. A
analise por TC revelou perda de volume do parénquima cerebral em pacientes com
Zika, sendo leve em 25% dos casos, moderada em 22% e grave em 53%. Também foi
observada ventriculomegalia secunddria (ventriculos aumentados) devido a
anormalidades cerebrais em pacientes com Zika, sendo leves em 28% dos casos,
moderados em 41% e graves em 28%. Os ventriculos cerebrais normais estavam
presentes em 3% dos casos de Zika. Desenvolvimento cortical anormal também foi
evidente em todos os casos de Zika, mas com uma ampla gama de variagdes. A
calcificacdo estava predominantemente presente na interface substancia cinzenta -
substancia branca. Os coeficientes de correlagdo Spearman mostraram uma forte
correlacdo (0,69) entre perda de volume do parénquima e ventriculomegalia, e uma
correlagdo significativa entre a perda de volume do parénquima e a CC (-0,53), a AC (-
0,48) e ComC (-0,39) (Tabela 1). Houve uma correlacdo significativa (-0,50, p = 0,0007)
entre a gravidade da perda de volume do parénquima e os tamanhos centréides da
abobada craniana. Esta andlise sugere que a gravidade da perda de volume
parenquimatosa estd negativamente correlacionada com o tamanho da abdbada
craniana dos casos de infeccdo pelo virus Zika. Também foi detectada correlacdo
significativa (-0,48, p = 0,0023) entre a gravidade da perda de volume do parénquima e

os escores do segundo CP da abdbada craniana (Tabela 1).
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As correlagbes entre a forma e medicdes da cabeca foram investigadas. Nos
casos de Zika, foram detectadas correlagGes significativas (+0,76) entre a pontuacdo do
segundo componente principal e o tamanho do centréide da abdbada craniana.
Correlagdes significativas também foram detectadas entre a pontuacdo do segundo
componente principal da abdbada craniana e CC (+0,66), AC (+0,87), ComC (+0,80) e
ANF (-0,48).

No grupo controle, uma correlagdo significativa (+0,58) foi detectada entre a
pontuacdo do segundo componente principal e o tamanho do centréide da abdboda
craniana. Correlagbes significativas também foram detectadas entre o escore do
segundo componente principal da abdbada craniana e CC (+0,33), AC (+0,82), ComC

(0,62) e ANF (-0,42) (Tabela2).
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4 DISCUSSAO

A infeccdo pelo virus Zika é uma das epidemias infecciosas globais mais
desafiadoras nos ultimos anos *°. Portanto, este estudo pretendeu explorar uma
melhor medida da cabeca para a triagem dos bebés com microcefalia devido a
infecgao pelo virus Zika.

Os achados do presente estudo revelaram diferencas estatisticamente
significantes na morfologia facial e na forma da abdbada craniana dos casos de
infeccdo pelo Zika em relagdo a bebés saudaveis, conforme detectado pelo segundo
componente principal da ACP das formas sobrepostas pelo AGP. Também foi
detectada uma correlagdo significativa entre a medida da cabeca e a abdbada craniana
(microcefalia). Os resultados do presente estudo mostraram que a medida mais
significativa e sensivel foi a AC, que apresentou fortes correla¢des (+0,87 no grupo Zika
e +0,82 no grupo Controle) para os escores dos segundos componentes principais da
abdbada craniana, onde apresentou as caracteristicas significativas de diferenga entre
as formas dos grupos estudados. Além disso, foi detectada uma correlacao significativa
entre a magnitude da deformidade craniana e a gravidade da perda de volume do
parénquima. Entretanto, a presente analise revelou que a CC e a morfologia craniana
estdo correlacionadas em +0,66 no grupo Zika e fracamente correlacionadas (+0,33) no
grupo controle. Os resultados deste estudo mostram que a CC ndo é a melhor medida
correlacionada com a morfologia craniana distinta.

E uma rotina para os pediatras medir a CC de lactentes e criancas pequenas e
comparar essas medidas com as informacgbes fornecidas pelo Centro Nacional de

Estatisticas de Casos em Salde do Centro de Controle e Prevencdao de Doencas 16 o
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com os graficos de crescimento da OMS . No entanto, uma variacdo significativa no CC

>17 por exemplo, bebés malaios e chineses tém uma CC

existe entre os grupos étnicos
significativamente maior em comparacdo com criancas indianas na coorte de
nascimentos. Além disso, o0 método existente usado para medir a CC (uma fita métrica)
falha em considerar o formato da abdbada craniana e, portanto, ndo discrimina entre a
microcefalia que é devida ao baixo peso ao nascer e a microcefalia das sindromes
craniofaciais *%. O método atual de medicdo da CC também ndo descreve a morfologia
do vértice da abdbada craniana, nem discrimina entre tamanho pequeno e um cranio
deformado.

Um novo achado deste estudo é que existe uma forte correlagdo entre a
morfologia craniana dos casos de Zika e as novas medidas de AC e, em menor grau, o
ComC, que fornecem medidas sensiveis do vértice da abdbada craniana nos bebés
infectados pelo virus Zika. Esta é uma descoberta légica. As novas medi¢cdes abrangem
a forma da abdboda craniana. A medida padrdo da CC ndo captura as caracteristicas
morfoldgicas do vértice da abdbada do cranio, que geralmente é afetada em uma
ampla gama de sindromes craniofaciais 3. As novas medi¢des podem detectar com
mais robustez uma variedade de anomalias craniofaciais e podem melhorar a
sensibilidade da deteccdo de microcefalia. Isso é de suma importancia, porque os
achados deste estudo mostram que a gravidade da microcefalia se correlaciona com a
gravidade das anormalidades cerebrais.

Franga et al. ? relataram anteriormente que 20% dos pacientes da infectados

pelo virus Zika estdo associados a uma CC dentro da faixa normal, de acordo com o

grafico internacional de crescimento fetal e recém-nascido da OMS. Moore et al
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(2017)* destacaram anteriormente a importancia dos pediatras reconhecerem o
fenétipo craniofacial dos casos de Zika para garantir sua avaliacdo e acompanhamento
apropriados e oportunos. As descobertas deste estudo podem facilitar a realizacdo
desse importante objetivo. Com base nos resultados, é provavel que uma propor¢ao
de casos infectados com Zika nao tenha sido detectada suficientemente cedo devido
as limitacGes da triagem para microcefalia usando apenas o protocolo recomendado
pela OMS de CC. Um achado interessante a emergir deste trabalho é o aumento do
angulo naso-fontal (ANF) dos casos de Zika. Os resultados mostram que a medida ANF
pode discriminar casos de virus Zika do grupo controle. Isso ndo foi relatado
anteriormente na literatura e promete ser uma medida robusta e confidvel a ser usada
no rastreamento da microcefalia relacionada ao zika.

As imagens de tomografia computadorizada mostraram uma ampla variedade de
anormalidades em bebés infectados com Zika, incluindo calcificagdes subcorticais,
afinamento cortical, padrdo giral anormal, diminuicdo da mielinizacdo, auséncia de
calosidade corporal, hipoplasia cerebelar, fechamento anterior fontanela e atrofia

| 22! De fato, a dismorfologia craniofacial refletiu a gravidade da perda de

cerebra
volume do parénquima associada, o que é um novo achado deste estudo. Assim, os
resultados destacam os beneficios clinicos da utilizacdo de imagens craniofaciais 3D
ndo invasivas como ferramenta de triagem para bebés. Este trabalho também destaca
o potencial do uso amplo de estereofotogrametria ndo invasiva para capturar a
morfologia craniana e facial de outras sindromes craniofaciais.

Uma tentativa anterior para a obtencdao de um fendtipo de bebés com infeccao

pelo virus Zika foi realizada, em trés das maiores séries de casos que relatam 35, 48 e
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104 bebés com sindrome congénita do virus Zika, nos quais dois tercos dos bebés

2223 2% Em 75% desses casos, a regido occipital era

tinham microcefalia grave
proeminente. Assim, a medicdo de rotina do CC do osso frontal a proeminéncia
occipital, em torno da circunferéncia do cranio acima das orelhas, desconsiderando a
abdbada do cranio, pode nao fornecer uma medida precisa da microcefalia, porque a
proeminéncia do osso occipital camufla microcefalia subjacente. As novas medidas
apresentadas neste estudo, incluindo AC e ComC, eliminariam essa fonte potencial de
erro de medicdo ao avaliar o tamanho da cabega. As medi¢des proporcionam uma
melhoria distinta na avaliacdo da avaliacdo da abdboda craniana 2,

Deve-se ainda enfatizar que a auséncia de microcefalia ao nascimento ndo exclui
a possibilidade de infeccdo congénita pelo virus Zika. Este estudo demonstra que a
perda de volume do parénquima esta significativamente associada a dismorfologia da
abdbada craniana. Como a gravidade da microcefalia esta diretamente relacionada ao
dano neurolégico subjacente, também pode ser usado como um indicador progndstico
da gravidade do dano neurolégico e da provavel resposta do paciente a varias
modalidades de tratamento. A imagem em 3D da abdboda craniana de um paciente
também pode informar os médicos sobre a extensdo de suas anormalidades cerebrais,
o que pode ajudar a classificar os casos, de acordo com a gravidade, para um protocolo
de acompanhamento especializado. Os métodos aqui relatados para a captura e
analise 3D da morfologia craniofacial também podem ser usados para avaliar uma

variedade de anomalias craniofaciais, incluindo escafocefalia, trigonocefalia e

braquicefalia, além de facilitar o monitoramento do desenvolvimento craniofacial e a



37

avaliacdo de varias abordagens de tratamento, incluindo a remodelacdo da abéboda
craniana, avanco fronto-orbital e suturectomia.

Os autores reconhecem que o presente estudos estudo tem algumas limitacdes,
qgue incluem o pequeno tamanho da amostra e a disponibilidade limitada de
tomografias para apoiar a imagem 3D da morfologia craniofacial. O estudo foi limitado
aqueles diagnosticados com infeccdo pelo virus Zika e microcefalia, e permanece
incerto se os casos com infeccdo pelo virus Zika que ndo tinham um diagndstico

tradicional de microcefalia foram incluidos na coorte.
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5 Conclusdo

Os resultados também mostram que a medida mais sensivel e discriminatéria da
gravidade da deformidade craniana nesses bebés foi a medida transversal da distancia
orelha a orelha (AC). A recomendacdo deste estudo é que a OMS considere revisar
suas diretrizes para o diagndstico de microcefalia alterando de uma medida craniana

circunferencial para transversal.
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Tabela 1. Correlagcdes significativas entre escores de CP, medidas da cabeca e

anormalidades cerebrais (Rho de Spearman p <0,05, * p <0,01, ** p <0,001) no grupo Zika

Centroide A CC AC ComC ANF PVP VM
PC2 Ab6éboda 0.76** 0.66**  0.87**  0.80**  -0.48* -0.48*
PC2 Face 0.34
Centréide F  0.50*
Centroide A 0.96**  0.90**  0.92** -0.44 -0.50* -0.48*
CC 0.87**  0.86**  -0.35 -0.53*
AC 0.84**  -0.47* -0.48*
ComC -0.44* -0.39
PVP 0.69**

AC: Altura cefalica; CC: Circunferéncia cefdlica; ComC: Comprimento cefalico;
Centroide F: Centrdide da face; Centréide A: Centrdide da abdboda craniana; CP2:
Segundo componente principal; ANF: Angulo naso-frontal; PVP: Perda do volume do

paréngquima; VM: Ventriculomegalia.
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Tabela 2. Correlagfes significativas entre escores de CP e medidas da cabeca
(Rho de Spearman p <0,05, * p <0,01, ** p <0,001) no grupo Controle.

Centroide A CC AC ComC ANF
PC2 Abéboda  0.58** 0.33 0.82**  0.62**  -0.42
PC2 Face
Centrdide F 0.66* 0.67** 0.50
Centroide A 0.90**  0.75**  0.80** -0.40
CC 0.54**  0.69**
AC 0.57**  -0.47*
ComC

AC: Altura cefalica; CC: Circunferéncia cefdlica; ComC: Comprimento cefalico;
Centroide F: Centrdide da face; Centroide A: Centréide da abdboda craniana; CP2:
Segundo componente principal; ANF: Angulo naso-frontal; PVP: Perda do volume do

parénquima; VM: Ventriculomegalia.
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Figura 1 — Imagem capturada da cabeca usando o sistema de imagem por

estereofotogrametria Di3D.
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Figura 2 — llustracdo das medidas da abdbada craniana.
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Figura 3 — A forma facial 3D de uma crianca com zika (mdscara vermelha) e de um

controle saudavel compativel com a idade (branco). As imagens destacam a fronte

proeminente vista em bebés com Zika.
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Figura 4 — VariacGes de -2a (esquerda) a 2a (direita) do segundo CP da abdbada
craniana adicionadas ao valuto craniano médio (meio); e varia¢Oes de -2a (esquerda) a

2a (direita) do segundo PC da face adicionadas a face média (meio).
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Silva LF. Caracterizacdao inovadora da morfologia da cabeca de bebés nascidos com o
virus zika: uma inovacdao metodoldgica para amplas aplicagGes clinicas [dissertagado].

Aracatuba: Unesp — Universidade Estadual Paulista; 2020.

RESUMO

Introdugdo: A epidemia do virus Zika em 2016 constituiu uma emergéncia de saude
publica, com o chamando da OMS para vigilancia reforcada na deteccdo precoce de
microcefalia relacionada as condi¢cbes neuroldgicas. Métodos: Quarenta e quatro
criancas infectadas pelo virus Zika foram avaliadas e comparadas com criancas
saudaveis com o objetivo de identificar as medidas mais confidveis do formato e
tamanho da cabeca, explorando o relacionamento entre fendtipo craniofacial e
anormalidades cerebrais. Resultados: Foi observado que a altura cefalica (AC), em vez
da circunferéncia cefdlica (CC), € uma medida mais sensivel para avaliar pacientes com
microcefalia. Conclusdo: Este estudo recomenda mensurar a AC em pacientes com
infeccdo pelo virus Zika, em vez de CC como recomendado pela OMS, para melhorar a
sensibilidade e especificidade da detecg¢ao precoce.

Palavras-chave: Zika virus; Microcefalia; Face; Tomografia.



Silva LF. Novel Characterization of Head Morphology of Infants Born with Zika Virus: A
Methodological Innovation for Broad Clinical Applications [dissertacdo]. Aracatuba:
Unesp — Universidade Estadual Paulista; 2020.

ABSTRACT

Background: The 2016 Zika virus epidemic constituted a public health
emergency, with the WHO calling for strengthened surveillance for the early detection
of related microcephaly and associated neurological conditions. Methods: We
analysed 44 Zika infected infants and matched controls to identify the most reliable
measurements of head shape and size and explore the relationship between
craniofacial phenotype and brain abnormalities. Principal component analysis (PCA)
was applied to identify patterns of variation in the craniofacial morphology of Zika
cases relative to controls. We carried out the following additional measurements of
the cranial vault, the head circumference (HC), head height (HH), head length (HL) and
naso-frontal-angle (NFA). The level of brain abnormality present in the CT scans,
mainly the severity of parenchymal volume loss and ventriculomegaly, was classified as
being mild, moderate or severe. Results: The first 12 PCs of the vaults we analysed
explained 91% of the variation of the cranial vault between Zika cases and controls.
Significant correlations were detected between the score of the 2" PC of the cranial
vault and HC (+0.66); HH (+0.87); HL (+0.80) and NFA (-0.48). Conclusion: We
recommend measuring HH in Zika patients, rather than HC as recommended by WHO,

to improve the sensitivity and specificity of early detection.

Keywords: Zika Virus. Microcephaly. Face. Tomography.
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Novel Characterization of Head Morphology of Infants Born
with Zika Virus: A Methodological Innovation for Broad Clinical
Applications

* This work was formatted according to the guidelines of the New England Journal of Medicine

(Anexo B)
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1 INTRODUCTION

The sudden outbreak of the Zika virus infection in 2016 raised grave global
concern, the WHO declared international public health emergency to raise the
awareness of this epidemic. It also called for support in scaling up and strengthening
the surveillance systems in countries with reported cases of Zika virus-related
microcephaly and other associated neurological conditions *. There are currently 51
countries in which a Zika outbreak has been reported . The Zika epidemic was
particularly severe in the north-east corner of Brazil, where 97% of the country’s Zika
infections occurred 3. This area also accounts for 28% of all births in Brazil >.

The Zika virus is transmitted primarily by Aedes mosquitoes, it has been detected
in the fluid of pregnant mothers and in the brains of neonates with microcephaly at
autopsy *® The infection of pregnant mothers with Zika virus is known to increase the
risk of their fetuses developing microcephaly and brain abnormalities ® As a result, the
head circumference (HC) of infants is now routinely measured to identify Congenital
Zika Syndrome (CZS). HC is one of the WHO's child growth standards ’. Microcephaly is

! To

defined as having a HC of less than two standard deviations below the mean
rapidly identify Zika birth defects, it is recommended that a baby’s HC should be
measured before 24 hours of age, regardless of their laboratory test results. However,
~ 20% of infants with a normal HC have been reported to develop microcephaly at a
later stage ®. Interestingly, the literature confirms that about 20% of these cases had
normal HC values °.

We believe that the current diagnostic criteria for microcephaly, based on skull

HC measurements, are non-specific and cast too wide a net to capture real cases.
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Here, we explore if new morphometric methods can improve the sensitivity and
specificity of CZS surveillance, to enable the 20% of infants currently identified as being
normal to be correctly diagnosed, and to improve the accuracy of microcephaly
screening to support its early recognition and the timely evaluation and support of
affected infants. To do so, we phenotyped the craniofacial morphology of infants born
with microcephaly due to Zika virus infection and explored the most reliable method
for screening by measuring head shape and size. We also explored the relationship
between craniofacial phenotype and the degree of brain abnormality in these infants

using CT scan data.



METHODS
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3 METHODS

ETHICAL APPROVAL

Approval for the study was obtained from the Brazil ethics committee (CAAE
60031216.4.0000.5420), mothers were consented and provided approval for their
infants’ data to be used for the analysis.

PATIENTS

The Robert Santos General Hospital, Salvador, Brazil, provided us with 3D images
of the craniofacial morphology of 44 infants infected with Zika virus (aged 10-21
months) and of 44 age-matched healthy controls (image capture is described below).
In addition, they provided postnatal head CT scans of the 44 Zika cases, captured by a
16-section scanner (Siemens Healthcare). The preliminary surveillance of Zika cases in
this study entailed measuring their HC with a measuring tape. All children from the
Zika Group had positive serological test for Zika virus infection.

IMAGE CAPTURE

3D images were captured by a mobile 3D stereo photogrammetry imaging
system (Di3D, Dimensional Image Ltd, Hillington, UK). Multiple images were captured
of the face, including right and left profiles, the vault of the skull, and the back of the
head (Figure 1). A custom made disposable elastic head cap was used during image
capture. The 360 degrees 3D craniofacial models were reconstructed using a specially
designed software for this purpose (Figure 1). Here, we used generic meshes, which
consist of mathematical masks of the face and the cranium made up of 7461 indexed
point “vertices” (7145 vertices for the facial mask and 316 vertices for the cranial

mask). First, generic meshes were conformed to resemble the 3D characteristics of
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craniofacial morphology using a conformation software program™. The accuracy of 3D
image conformation has been previously evaluated and verified **.

Partial Procrustes Analysis (PPA) is a mathematical method*? that we applied to
obtain an average mathematical face of both Zika cases and controls. We used
Generalised Procrustes Analysis (GPA) to superimpose the conformed meshes of the
cranial vault and face of both Zika and control cases with scaling’**®; this allowed
variations in the craniofacial morphology of Zika cases relative to controls to be
investigated regardless of the size differences involved.

We next analysed the GPA superimposed craniofacial meshes and calculated the
principal components (PC) using principal component analysis (PCA) to identify
patterns of variation in the craniofacial morphology of Zika cases relative to controls.
Student t-test (at the significance level of 0.05) was used to compare the scores of the
PCs of the Zika cases with age-matched controls.

We carried out the following additional measurements of the cranial vault
(Figure 2):

a. The head circumference (HC), which is routinely measured from the most
anterior point of the forehead to the most posterior point of the back of the head.

b. The head height (HH), which is the distance from ear to ear across the highest
point of the vault of the skull.

c. The head length (HL), which measures the antero-posterior distance of the

cranial vault, from the forehead, across the highest point of the cranial vault, to the

most prominent point of the occipital bone.
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d. The naso-frontal angle (NFA) between the three points: Pronasale-Nasion-
Glabella.

All measurements were repeated after one week by an experienced operator to
assess the repeatability.

A consultant paediatric radiologist assessed the CT scans using Horos, a free
open source DICOM medical image viewer. The radiologist categorised the level of
brain abnormality present in the CT scans, mainly the severity of parenchymal volume
loss and ventriculomegaly, as being mild, moderate or severe, according to Oliveira-
Szejnfeld et al 2016 *.

We assessed the mean differences using student t-test; and the relationship
between their craniofacial phenotype and extent of brain abnormalities using

Spearman’s Rho statistical test.



RESULTS
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3 RESULTS

This is a non-randomized prospective study. Errors produced by the repeated
measurement of HC, HH (head height), and of HL (head length) were less than 0.2mm.
The repeated landmarks’ digitisation error was less than 0.5 mm. Significant
differences exist in the HC, HH, HL and NFA (naso-frontal angle) of Zika cases, relative
to age-matched controls (P = 0.0000, <0.05, Student t test). As calculated from the PPA
superimposition analysis, the average shape of the head vault was significantly smaller
in Zika cases relative to controls (Figure 3).

The first 12 PCs of the vaults we analysed explained 91% of the variation of the
cranial vault between Zika cases and controls, with individual contributions ranging
from 33% (PC1) to 1% (PC12). After Bonferroni correction for multiple testing, this
analysis identified a significant difference (P = 0.0000, <0.0042) in the scores of the 2nd
PC in Zika cases relative to controls. No significant differences were found in the scores
of the other PCs between these two groups.

The first 16 PCs explained 86% of the variation of facial shape, with individual
contributions ranging from 24% (for PC1) to 1% (for PC16). The remaining PCs each
contributed <1%. The two-sample t-test, followed by Bonferroni correction for
multiple testing, revealed a high significant difference (P = 0.0000 < 0.0031) between
the scores of the 2nd PC in Zika cases relative to the controls; no other significant
differents in the scores of the PCs were identified. Figure 4 shows the varations of -2a
to 2a of the 2nd PC of cranial vault and face. This analysis showed that the head vault
of the Zika group was under-developed (flat) comparing to that of the controls; and

the NFA of the Zika group was larger than that of the controls.



36

CT images were assessed by an in dependent consultant paediatric radiologist.
The CT analysis revealed parenchymal volume loss in Zika patients that was mild in
25%, moderate in 22%, and severe in 53% of cases. It also revealed secondary
ventriculomegaly (enlarged ventricles due to brain abnormalities in Zika patients,
which was mild in 28%, moderate in 41%, and severe in 28% of cases. Brain ventricles
were normal in 3% of Zika cases. Abnormal cortical development was also evident in all
Zika cases but with a wide range of variation. Calcification was predominantly present
at the grey matter-white matter interface. Spearman's rank-order correlation
coefficients showed a strong correlation (+0.69) between parenchymal volume loss
and ventriculomegaly, and significant correlations between: parenchymal volume loss
and HC (-0.53); parenchymal volume loss and HH (-0.48); and parenchymal volume loss
and HL (-0.39) (Table 1). There was a significant correlation (-0.50, p=0.0007) between
the severity of parenchymal volume loss and the centroid sizes of the cranial vault. This
analysis suggests that the severity of parenchymal volume loss is negatively correlated
to the size of the head vault of the Zika case. A significant correlation (-0.48, P=0.0023)
was also detected between the severity of parenchymal volume loss and the scores of
the 2nd PC of the cranial vault (Table 1).

Correlations were investigated between the cranial shape and head
measurements. In Zika cases, a significant correlation (+0.76) was detected between
the score of the 2nd PC of the cranial vault and the centroid size of the cranial vault.
Significant correlations were also detected between the score of the 2" PC of the

cranial vault and HC (+0.66); HH (+0.87); HL (+0.80) and NFA (-0.48).



37

In the control group, a significant correlation (+0.58) was detected between the
score of the 2" PC of the cranial vault and centroid size of the cranial vault. Significant
correlations were also detected between the score of the 2™ principal component of

the cranial vault and: HC (+0.33); HH (+0.82); HL (+0.62); and NFA(-0.42) (Table 2).



DISCUSSION
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3 DISCUSSION

Zika virus infection is one of the most challenging global infectious epidemics in
recent yearsls. Therefore, we set out to explore a better head measurement for
screening the Zika microcephaly infants.

Our findings reveal statistically significant differences in the facial morphology
and cranial vault shape of Zika cases relative to healthy controls, as detected by the 2"
PC of the PCA analysis of the GPA superimposed shapes. We also detected a significant
correlation between head measurement and the cranial vault (microcephaly). Our
results show that the most significant and sensitive measurement was HH, which
showed strong correlations (+0.87 in Zika; +0.82 in control) to the scores of the 2" pc
of the cranial vault; where the 2" PC represented the significant different shape
characteristics of the cranial vaults in between the Zika cases and control. In addition,
we detected a significant correlation between the magnitude of cranial deformity and
the severity of parenchymal volume loss. However, our analysis revealed that HC and
the 2" PC of the cranial vault was correlated at +0.66 in Zika infants; and weakly
correlated at 0.33 in control. Our findings show that HC is not the best measurement
correlated with distinctive cranial morphology.

It is current practice for paediatricians to measure the HC of infants and young

6

children and to compare these measurements with the average norms *°, and with

WHO growth charts ’. However, a significant variation in HC exists among ethnic
groups > Y. For example, Malay and Chinese infants have a significantly larger HC

compared to Indian infants in the birth cohort. In addition, the existing method used to

measure HC (a measuring tape) fails to consider the shape of the cranial vault, and so it
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does not discriminate between microcephaly that is due to low birth weight from that
due to craniofacial syndromes®®. The current method of HC measurement does not
describe the morphology of the vertex of the cranial vault nor does it discriminate
between small size and a deformed skull.

A novel finding of this study is that a strong correlation exists between the
distinctive cranial morphology of Zika infants and the head measurements of HH and,
to a lesser extent, HL, which both provided sensitive measurements of the vertex of
the cranial vault in Zika virus infected infants. This is a logical finding; the new
measurements encompass the shape of the cranial vault. The standard HC measure
does not capture the morphological characteristics of the vertex of the vault of the
skull, which is usually affected in a wide range of craniofacial syndromes3. The new
measurements can more robustly detect a range of craniofacial anomalies and can
improve the sensitivity of microcephaly detection. This is of paramount importance
because our findings show that the severity of microcephaly correlates with the
severity of brain abnormalities. Franca et al® have previously reported that 20% of Zika
virus infection are associated with a HC that falls within the normal range, according to
the international fetal and new-born WHO growth chart. Moore et al (2017)* have
previously highlighted the importance of paediatricians recognising the craniofacial
phenotype of Zika cases to ensure their appropriate and timely evaluation and follow
up; our findings can facilitate achieving this important target. Based on the findings of
this study, it is likely that a proportion of Zika infected cases have not been detected
early enough owing to the limitations of screening for microcephaly using the

recommended WHO protocol of HC alone. An interesting finding to emerge from this
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study is the increased naso-fontal angle (NFA) of Zika cases. Our results show that the
NFA measure could discriminate Zika virus cases from the control group. This has not
been reported before and promises to be a robust and reliable measure to use when
screening for Zika-related microcephaly.

Computed tomography (CT) showed a wide range of abnormalities including
subcortical calcifications, cortical thinning, abnormal gyral pattern, decrease
myelination, absence of corpus callousm, cerebellar hypoplasia, closed anterior

fontanel and cerebral atrophyzo’ 2

. Indeed, craniofacial dysmorphology reflected the
severity of the associated parenchymal volume loss, which is a novel finding of this
study. Thus, our findings highlight the potential for using non-invasive
stereophotogrammetry to capture the cranial and facial morphology of other
craniofacial syndromes. A previous attempt has been made to phenotype infants with
Zika virus infection, in three of the largest case series reporting 35, 48, and 104 infants
with congenital Zika virus syndrome, in which two thirds of the infants had severe

. 22,2
microcephaly % %

. In 75% of these cases, the occipital region was prominent. As such,
the routine measurement of the HC from frontal bone to occipital prominence, around
the circumference of the skull above the ears, disregarding the vault of the skull, may
not provide an accurate measurement of microcephaly because the prominence of the
occipital bone would camouflage the underlying microcephaly. The new
measurements presented in our study, including both the HH and HL, would eliminate

this potential source of measuring error when assessing head size. The measurements

provide a distinct improvement in the evaluation of the cranial vault assessment®*.
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It must be emphasised that the absence of microcephaly at birth does not
exclude the possibility of congenital Zika virus infection. Our study demonstrates that
parenchymal volume loss is significantly associated with cranial vault dysmorphology.
Since the severity of microcephaly is directly related to the underlying neurological
damage, the measurements could also be used as a prognostic indicator for the
severity of the neurological damage and of a patient’s likely response to various
treatment modalities. The 3D imaging of a patient’s cranial vault could also inform
clinicians about the extent of the brain abnormalities, which could help to stratify
cases, according to severity, for a specialised management protocol. It can be also used
to assess a range of craniofacial anomalies including scaphocephaly, trigonocephaly
and brachycephaly, and to facilitate the monitoring of craniofacial development and
the evaluation of various treatment approaches including cranial vault remodelling,
fronto-orbital advancement, and suturectomy.

We recognise that our study does have some limitations, which include the small
sample size, and the limited availability of CT scans to support the 3D imaging of
craniofacial morphology. The study was limited to those diagnosed with Zika virus
infection and microcephaly, and it remains uncertain if cases with Zika virus infection

who did not have a traditional diagnosis of microcephaly were included in the cohort.



CONCLUSION



44

5 CONCLUSION

The most sensitive and discriminatory measure of the severity of the cranial
deformity in these infants was the transverse measure of the ear to ear distance (HH).
The policy recommendation from this study is that the WHO should consider revising
its guidelines for the diagnosis of microcephaly from a circumferential to a transverse

cranial measurement.
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Table 1. The correlations between PC scores, head circumference and brain

abnormalities (Spearman’s Rho p<0.05, *p<0.01, **p<0.001) in Zika cases.

Significant correlations between PC scores, head measurements and brain abnormalities
(Spearman’s Rho p<0.05, *p<0.01, **p<0.001) in Zika cases

CentroidV HC HH HL NFA PVL VM
PC2 Vault 0.76** 0.66**  0.87**  0.80**  -0.48* -0.48*
PC2 Face 0.34
Centroid Face 0.50*
Centroid Vault 0.96**  0.90**  0.92** -0.44 -0.50* -0.48*
HC 0.87**  0.86**  -0.35 -0.53*
HH 0.84** -0.47* -0.48*
HL -0.44* -0.39
PVL 0.69**

HH: Head Height, HC: head circumference, HL: head length, Centroid F: centroid of the
face, Centroid V: centroid of the vault of the skull, PC2: second principal component.
NFA: nasofrontal angle. PVL: parenchymal volume loss. VM: ventriculomegaly.

Table 2. The correlations between PC scores, head circumference and brain
abnormalities (Spearman’s Rho p<0.05, *p<0.01, **p<0.001) in controls.

Significant correlations between PC scores, head measurements
(Spearman’s Rho p<0.05, *p<0.01, **p<0.001) in controls

CentroidV HC HH HL NFA
PC2 Vault 0.58** 0.33 0.82** 0.62** -0.42
PC2 Face
Centroid Face  0.66* 0.67** 0.50
Centroid Vault 0.90%** 0.75%* 0.80** -0.40
HC 0.54**  0.69**
HH 0.57** -0.47*
HL

HH: Head Height, HC: head circumference, HL: head length, Centroid F: centroid of the
face, Centroid V: centroid of the vault of the skull, PC2: second principal component.
NFA: nasofrontal angle. PVL: parenchymal volume loss. VM: ventriculomegaly.
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Figure 1 — Capture of the head image using Di3D stereophotogrammetry imaging

system.
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Anexo

Figure 2 — lllustration of the measurements of the cranial vault. HH: Head Height; HL:

Head Length; HC: Head Circumference; NFA: Naso-Frontal-Angle.
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Anexo

Figure 3 — The 3D facial shape of an infant with Zika (red mask) and of an age-matched

healthy control (white). The images highlight the prominent forehead seen in infants

with Zika.
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Anexo

Side view

Front view

-20 mean 20

Side view

Front view

-20 mean 20

Figure 4 — Variations of -2a (left) to 2a (right) of the second PC of the cranial vault
added to the mean cranial vault (middle); and variations of -2a (left) to 2a (right) of
the second PC of the face added to the mean face (middle).



