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RESUMO:

A microcefalia constitui em um achado clinico e pode decorrer de anomalias congénitas ou ter origem
apo6s o parto. As malformagdes congénitas, dentre elas a microcefalia, tm etiologia complexa e
multifatorial, podendo ocorrer em decorréncia de processos infecciosos durante a gestacdo. O aumento
das notificacdes de microcefalia no Brasil desencadeou grandes dificuldades no diagndstico especifico
e identificacdo dos agentes etioldgicos da microcefalia. Sendo assim, torna-se evidente a necessidade
de desenvolvimento de novas metodologias diagnosticas que facilitem e tornem mais barato o
diagnostico da microcefalia. Nesse sentido, o objetivo principal deste estudo foi identificar
biomarcadores para casos de microcefalia. Para atender a esse objetivo, a populacdo do estudo foi
composta por crian¢as nascidas e atendidas nos servicos de saude da rede publica no estado da Paraiba,
a partir de 01 de agosto de 2015. A amostra foi composta por dois grupos, sendo um experimental,
formado por criangas com microcefalia e um controle, composto por criangas cognitivamente
saudaveis atendidas nos servicos de salde da Rede Estadual da Paraiba. A pesquisa envolveu as
seguintes etapas: 1- identificacdo de biomarcadores a partir de revisao integrativa; 2- validacdo dos
biomarcadores em amostras de sangue; e 3- desenvolvimento do kit diagndstico. Os dados foram
apresentados no formato de médiaterro padrdo da média. As analises estatisticas dos resultados foram
efetuadas por comparacdo das médias, para determinar as diferencas entre os grupos, bem como por
testes de correlacdo, para determinar a inter-relacdo dos biomarcadores e a microcefalia. O projeto de
pesquisa teve aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa (CEP), parecer niimero 2.242.701, seguindo
as normas da Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) para a pesquisa envolvendo seres
humanos (Resolugdo n° 466/12 do Conselho Nacional de Saude/MS.dispenséavel Ao final da revisdo
integrativa, foram identificados 2 genes com maior potencialidade para servirem de marcadores para
a microcefalia, sendo eles: a alfa-sinucleina (SNCA) e neuregulina (NRG). Para a validacao bioldgica,
foram projetados alguns pares de primers para cada gene e ap0s avaliacao, identificou-se os pares de
maior eficiéncia para cada gene. Posteriormente, foram realizadas as analises de PCR e verificou-se
para ambos 0s genes ocorreu aumento da expressdo no grupo de microcefalicos, demonstrando que
esses genes podem ser utilizados como marcadores para microcefalia. Por fim ressaltamos que 0s
marcadores identificados sdo fundamentais para produzir um kit diagndstico para microcefalia
disponibiliza uma ferramenta essencial para solucionar a grande dificuldade laboratorial de diagndstico
especifico dos casos dessa sindrome. Alem disso, o desenvolvimento desse Kit resultou na obtencéo
de um recurso biotecnoldgico voltado para os avancos da satde publica.

Palavras-chave: Microcefalia, Teste Diagndstico, Biotecnologia, Biomarcadores.
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ABSTRACT:

Microcephaly is a clinical finding and can result from congenital anomalies or originate after delivery.
Congenital malformations, including microcephaly, have a complex and multifactorial etiology, which
can occur as a result of infectious processes during pregnancy. The increase in microcephaly reports
in Brazil triggered great difficulties in the specific diagnosis and identification of the etiological agents
of microcephaly. Thus, it becomes evident the need to develop new diagnostic methodologies that
facilitate and make the diagnosis of microcephaly cheaper. In this sense, the main objective of this
study was to identify biomarkers for cases of microcephaly. To meet this objective, the study
population consisted of children born and cared for in public health services in the state of Paraiba, as
of August 1, 2015. The sample was composed of two groups, one being experimental, formed by
children with microcephaly and a control, composed of cognitively healthy children cared for in the
health services of the Paraiba State Network. The research involved the following steps: 1-
identification of biomarkers from an integrative review; 2- validation of biomarkers in blood samples;
and 3- development of the diagnostic kit. The data were presented in the format of mean + standard
error of the mean. Statistical analyzes of the results were performed by comparing the means, to
determine the differences between the groups, as well as by correlation tests, to determine the
interrelationship of the biomarkers and microcephaly. The research project was approved by the
Research Ethics Committee (CEP), opinion number 2,242,701, following the rules of the National
Research Ethics Commission (CONEP) for research involving human beings (Resolution No. 466/12
of the National Council de Satde / MS.dispensavel At the end of the integrative review, 2 genes with
the greatest potential to serve as markers for microcephaly were identified, namely: alpha-synuclein
(SNCA) and neuregulin (NRG). some pairs of primers for each gene and after evaluation, the most
efficient pairs were identified for each gene. Subsequently, PCR analyzes were performed and it was
verified for both genes an increase in expression in the microcephalic group, demonstrating that these
genes can be used as markers for microcephaly. Finally, we point out that the identified markers are
essential to produce a diagnostic kit for microcephaly provides a f essential tool to solve the great
laboratory difficulty of specific diagnosis of the cases of this syndrome. In addition, the development
of this kit resulted in obtaining a biotechnological resource aimed at advances in public health.

Keywords: Microcephaly, Diagnostic Teste, Biotechnology, Biomarkers
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A microcefalia é uma malformacdo congénita em que o cérebro ndo se desenvolve de maneira
adequada: o perimetro cefalico dos recém-nascidos € menor que dois desvios-padrdo da média para
idade e sexo, podendo levar a alteragdes cerebrais e problemas no desenvolvimento
neurolégico. Além disso, considera-se que a crianca com microcefalia, em alguns casos, pode
apresentar alteragdo na estrutura do cérebro e problemas de desenvolvimento, bem como apresentam
etiologia complexa e multifatorial, envolvendo fatores genéticos e ambientais (FAYE et al, 2014;
VARGAS et al, 2016).

Em outubro de 2015 foi observado um aumento subito na incidéncia de nascimentos de bebés
com microcefalia, principalmente na regido nordeste. A ocorréncia foi comunicada ao Ministério da
Saude e, posteriormente, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Estudos apontam que o0 aumento
do nimero de casos de microcefalia no Brasil, principalmente no Nordeste do pais, foi decorrente da
infeccéo causada pelo ZIKV em gestantes. A rigor, estamos longe de poder estabelecer com certeza
cientifica, respostas para varias questdes pendentes, como qual € a real magnitude do aumento dos
casos de microcefalia e mesmo se de fato a zika seria 0 agente causal do problema. (CAMARGO;
KENNETH, 2016).

Nesse contexto, 0 Ministério da Salde (2015c) publicou a portaria GM N° 1813, de 11 de
novembro de 2015, que decretou a Emergéncia em Saude Pablica de Importancia Nacional (ESPIN),
por alteragcdo no padréo de ocorréncia de microcefalia. Trata-se de um agravo que o conhecimento da
prevaléncia, a historia clinica e o exame clinico e neuroldgico detalhados podem conduzir ao
diagnostico, porém, adicionalmente, os exames de neuroimagem disponiveis mostram que outras
malformacdes do desenvolvimento cortical fetal também estéo presentes. A dificuldade no diagndstico
de infeccéo relacionada ainda prejudica o entendimento da historia natural da doenca e da relacdo com
a microcefalia (Nunes et al, 2016).

Diante do cenario da Emergéncia de Saude Publica foi pertinente mencionar a complexidade

do diagnostico para apoiar a conduta terapéutica oportuna para os casos de Microcefalia. Ao tempo,
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foi notdério a necessidade de investimento na area de biotecnologia como estratégia de buscar
alternativa de diagnostico laboratorial para a microcefalia. De acordo com Capanema et al (2009), a
biotecnologia reduz custos de diagnosticos ao proporcionar a realizacdo de testes diversos com uma
Unica amostra de sangue e permite o desenvolvimento dos chamados testes rapidos, de utilizacdo
simples e leitura facil, substituindo com vantagens alguns testes convencionais.

Nesse sentido, tendo em vista o exposto da magnitude da emergéncia de satde publica no Brasil
e a grande dificuldade laboratorial para dar suporte ao diagndstico especifico dos casos de
Microcefalia, esta tese, se justificou, ao propor a identificacdo de biomarcadores para casos de
microcefalia, por apresentar uma possibilidade de desenvolver um teste de diagndstico para
microcefalia, otimizando o diagndstico e intervengdo nessas criancas e dando suporte as instancias
publicas para novas decisGes no manejo desta nova realidade. Existem poucas ferramentas para
diagndstico especifico da microcefalia, sendo estes baseados, atualmente, em exames de imagem, de
um modo geral com altos custos associados, bem como a dependéncia de especialistas para realizacéo
dos exames.

Portanto, a identificacdo de biomarcadores para casos de microcefalia auxiliara no
desenvolvimento de kit de diagndéstico de baixo custo quando comparado com o0s exames de imagem
e possibilitard a descentralizacdo da coleta de exames. A descentralizacdo da coleta vencera a grande
dificuldade de deslocamento de criancas do interior do estado para realziacdo de exames de imagem
com especialista na capital. Além disso, a identificacdo de biomarcadores possibilitara nova tecnologia
diagnostica de microcefalia, representa uma forma de atracéo de capital para novos desenvolvimentos
biotecnologicos e fomentando o desenvolvimento econdmico.

Tratou-se de um estudo que buscou contribuir para a ampliagdo do conhecimento da
microcefalia, problema de salde publica, atrelado a diversos agentes etiologicos. Portanto, um impacto

positivo para o desenvolvimento de tecnologia diagnostica para microcefalia. Além disso, visa
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divulgar amplamente na comunidade cientifica, contribuindo com o desenvolvimento de produtos

biotecnoldgicos aplicados a saide humana.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar biomarcadores para casos de microcefalia

2.2 Objetivos Especificos
1. Realizar uma revisao integrativa para mapeamento de biomarcadores associados a microcefalia;
2. Validar os biomarcadores com a aplicagdo da técnica de PCR,;

3. Desenhar um prototipo de kit diagndstico para microcefalia;

20



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

Sabe-se que as malformacdes congénitas, dentre elas a microcefalia, tém etiologia complexa e
multifatorial, podendo surgir em decorréncia de processos infecciosos durante a gestacdo. A exemplo
de outras infec¢Bes congénitas (citomegalovirus, rubéola e toxoplasmose) o desenvolvimento dessas
anomalias depende de diferentes fatores, que podem estar relacionados a carga viral, fatores do
hospedeiro, momento da infecgdo ou presenca de outros fatores e condigdes desconhecidos até o
momento (BRASIL, 2015b).

No tocante ao foco do estudo, esse capitulo abordard os aspectos de revisdo da literatura
relacionados a microcefalia, biomarcadores de doengas neurodegenerativas e tecnologias de

diagndstico.

3.1 Epidemiologia e aspectos gerais da Microcefalia e outras malformacoes congénitas
A prevaléncia de malformacdes congénitas é heterogénea e influenciada por fatores geogréaficos
e socioculturais em todo o mundo. Segundo publicacdo recente, com base nos registros do Estudo
Colaborativo Latino-Americano de Malformagdes Congénitas (ECLAMC) e considerando os nascidos
em 129 maternidades da América do Sul, 25 (19,4%) destas no Brasil, entre 1995 e 2012, foram
registrados 25.082 recém-nascidos com malformacdes em um total de 2.557.424 nascimentos (GILI,
et al. 2016)
De acordo com Gili et al (2016) as malformacbes congénitas mais prevalentes (por 10.000
nascimentos) foram: polidactilia pos-axial (14,7/10.000), sindrome de Down (12,3/10.000),
hidrocefalia (6,7/10.000), microtia (6,5/10.000), fissura labial com fissura do palato (6,2/10.000),

espinha bifida (5,4/10.000) e anencefalia (4.7/10.000

21



Segundo a OMS, informacdes sobre a prevaléncia de microcefalia congénita sdo limitadas. Em
todo 0 mundo, os registros de defeitos congénitos apresentam taxas de microcefalia congénita variando
de 0,5 por 10.000 nascimentos (0,005%) a 10-20 por 10.000 nascimentos (0,1-0,2%), considerando a
definicdo de perimetro cefalico menor ou igual a -3 desvios-padrdo para idade e sexo (microcefalia
severa). Essas estimativas incluem natimortos e abortos, mas excluem os casos de microcefalia
associada a anencefalia ou a encefalocele. Na Europa, a prevaléncia de microcefalia é estimada em
2,85 por 10.000 nascimentos (intervalo de confianca de 95%: 2,69 a 3,02 por 10.000 nascimentos)
(BRASIL, 2017).

Segundo o0 ECLAMC, a prevaléncia de microcefalia congénita no Brasil é estimada em 1,98
por 10.000 nascimentos (intervalo de confianga de 95%: 1,48 a 2,27 por 10.000 nascimentos). Esta
estimativa foi obtida a partir de uma correcdo das tendéncias seculares e sazonais existentes, bem como
0 efeito de hospitais com taxas extremas de prevaléncia. No entanto, sugere-se que essa taxa de 1,98
por 10.000 nascimentos pode estar subestimada para o Nordeste, onde a prevaléncia de microcefalia
sempre foi maior que a de hospitais do resto do Brasil. De acordo com estudo publicado em 2000, a
prevaléncia de microcefalia em recém-nascidos brasileiros era de 5,5 casos / 100.000 nascidos vivos e
em 2010 foi de 5,7 casos / 100.000 nascidos vivos o0 SINASC (GRAF et al, 2010). Nesse periodo, é
importante destacar que a notificacdo da doenca ndo era obrigatéria e ndo possuia critérios bem
definidos.

A partir de 2015, devido ao aumento dos registros de microcefalia relacionados ao Zika virus,
0 governo brasileiro exigiu que os relatos deste disturbio tivessem notificagdo compulséria. (ARAUJO
et al., 2016). Dessa forma, entre as semanas epidemioldgicas (SEs) 45/2015 e 52/2018 (08/11/2015 a
29/12/2018), o Ministério da Saude (MS) notificou 17.041 casos suspeitos de alteragcbes no
crescimento e desenvolvimento possivelmente relacionados a infec¢do pelo virus Zika e outras
etiologias infecciosas, dos quais 2.133 (12,5%) foram excluidos, apos criteriosa investigagéo, por ndo

atenderem as defini¢Ges de caso vigentes. Entre os casos de Recém nascidos e criangas confirmados,

22



exceto os Obitos, 1.739 (60,7%) estavam recebendo cuidados em puericultura, 1.000 (34,9%) em
estimulacdo precoce e 1.828 (63,8%) no servico de atencdo especializada. A maioria dos casos
notificados concentra-se na regido Nordeste do pais (58,5%), seguindo-se as regides Sudeste (25,1%)
e Centro-Oeste (7,5%). Os cinco estados com maior nimero de casos notificados sdo Pernambuco
(16,4%), Bahia (15,6%), Sao Paulo (9,8%), Rio de Janeiro (6,9%) e Paraiba (6,9% (BRASIL, 2019).

A microcefalia consiste em uma desordem associada com o desenvolvimento anormal do
cerebro. Tal distarbio neurodesenvolvimental é caracterizado por uma reducgdo das circunferéncias
cefalica ou occipito-frontal, sendo estas menores que 2 e 3 desvios-padrdo (SD), respectivamente
(Figura 1). Estas circunferéncias baseiam-se no volume cerebral intracraniano, posto que o
crescimento desta estrutura depende da forca de expansdo do cérebro. Tais parametros costumam estar
abaixo da média para sexo, idade e etnia (JORDAO (2019) apud BARBELANNE; TSANG, 2014;

ARAUJO et al., 2016; MAHMOOD et al, 2011).

A) B) - ~ . Tamapho tipico ¢ Tamz:’r}lh(o:a t&gg

da cabega

Figura 1: Representacdo esquematica do fendtipo da microcefalia. A) Bebé com diametro da cabeca
normal. B) Bebé com microcefalia. C) Bebé com microcefalia grave (Adaptado de Centers for Disease
Control and Prevention, 2016).

No Manual do Ministério da Saude ficou estabelecido que o bebé com microcefalia apresenta
um perimetro cefalico inferior a 2 desvios-padrdo, ou seja, mais de 2 desvios-padréo abaixo da media
para idade gestacional e sexo; j& a microcefalia grave, o recém-nascido apresenta um perimetro

cefélico inferior a 3 desvios-padrdo, ou seja, mais de 3 desvios-padrdo abaixo da média para idade

23



gestacional e sexo (BRASIL, 2019). A microcefalia pode ser acompanhada de epilepsia, paralisia
cerebral, retardo no desenvolvimento cognitivo, motor e fala, além de problemas de visdo e audi¢éo.
Cerca de 90% das microcefalias estdo associadas com retardo mental, exceto nas de origem familiar,
que podem ter o desenvolvimento cognitivo normal. Tratamentos realizados desde os primeiros anos
melhoram o desenvolvimento e a qualidade de vida da pessoa (BRASIL, 2020).

E importante mencionar que a microcefalia pode ser classificada de acordo com o periodo para
o diagndstico: microcefalia priméria (congénita) quando se desenvolve antes das 32 semanas de
gestacdo e secundaria (pds-natal ou adquirida) se ocorrer posteriormente durante o desenvolvimento
no primeiro ano de vida. Quando presente ao nascimento ¢ denominada “microcefalia primaria”
(MCPH); por sua vez, quando desenvolvida ap0s esta fase € chamada de “microcefalia secundaria”
(ABUELO, 2007). A MCPH esta associada com fatores genéticos, e a secundaria com influéncias
ambientais.

Assim, é importante ressaltar que a maior parte dos neur6nios sdo gerados a partir da 212
semana de gestacdo, mas as conexdes dendriticas e a mielinizagdo s6 acontecem depois do nascimento.
Logo, possivelmente, na MCPH ocorre uma diminui¢do na producédo de neurénios e na microcefalia
secundéria, ha uma menor a atividade dos dendritos de neurdnios normais (WOODS, 2004).

Ademais, a MCPH ocorre devido a uma diminui¢do do crescimento cerebral intrauterino; ja a
secundaria é consequéncia de uma menor producdo no periodo pds-natal, causado por atenuacdes da
proliferacdo celular e/ou aumento da morte celular. Entretanto, mecanismos que interferem no
desenvolvimento do cérebro no periodo pre-natal podem ocasionalmente serem insuficientes para
resultar na microcefalia priméria, resultando no crescimento reduzido do cérebro na fase pos-natal
(microcefalia secundéaria) (VERLOES; DRUNAT; GRESSENS; PASSEMARD, 2009).

Apesar de existir uma classificacdo para o fenotipo da microcefalia, em geral, tanto a MCPH
quanto a MC secundéaria, podem apresentar as caracteristicas: malformacdes do sistema nervoso

central; anatomia grosseiramente anormal do cérebro; manifestacdes isoladas (quando nédo associadas

24



com anomalias em outros érgdos) ou sindrémicas (relacionadas com alteracGes que ocorrem em outros
locais do organismo) (VERLOES; DRUNAT; GRESSENS; PASSEMARD, 2009). Além disso, 0s
mesmos autores sugerem que esta condicdo esta relacionada com desordens do reparo do DNA
(especialmente com instabilidade cromossdmica); rearranjos gendémicos (delecdes ou duplicagdes que
envolvem multiplos genes, que podem resultar em variagdes do numero de copias génicas associadas
com a microcefalia e baixa estatura); e exposi¢do a teratégenos. Por conta desta complexa etiologia, a
MC esté associada a varias condi¢cdes humanas que influenciam o desenvolvimento do cérebro durante
os periodos pré-natal, perinatal ou pds-natal precoce (O’DRISCOLL, JEGGO, 2008).

No que diz respeito ao acompanhamento do diagndstico dos casos de microcefalia, o Ministério
da Salde (2016) destaca o diagndstico inespecifico para complementar a investigacao de estadiamento
dos casos durante o curso da doenca. Poderdo ser identificadas alteracdes em diversos exames
laboratoriais, tais como: discretas a moderadas leucopenia e trombocitopenia; e ligeira elevacdo da
desidrogenase lactica sérica, gama glutamil transferase e de marcadores de atividade inflamatéria
(proteina C reativa, fibrinogénio e ferritina); e o diagnostico laboratorial especifico de virus Zika.

Adicionalmente, também sabemos que, uma vez identificada a microcefalia por medidas
antropométricas, sua confirmacdo depende de exames de imagem como ultrassonografia
transfontanela ou tomografia computadorizada, 0 que muitas vezes limita ou retarda o diagnostico
conclusivo da microcefalia.

A historia clinica materna e familiar, assim como intercorréncias na gravidez e parto, séo
essenciais para o diagnostico etiologico de microcefalia pré e pos-natal. E fundamental uma completa
historia clinica materna para detectar causas teratogénicas como habitos alcoolicos e tabagicos,
medicacdo (hidantoina), radiacdo, fenilcetonuria materna, diabetes, hipotireoidismo materno, mal
nutricdo e insuficiéncia placentaria. As microcefalias estdo relacionadas a fatores genéticos e
cromossémicos, exposicdes ambientais da mae no periodo pré-natal ou perinatal, destacando-se o

consumo de alcool, drogas ilicitas ou medicamentos teratogénicos, contato com substancias quimicas

25



ou radiacdo ionizante, distlrbios metabdlicos, e os processos infecciosos: toxoplasmose, rubéola,
citomegalovirus, herpes e sifilis (VARGAS et al, 2016).

Considerando-se que a microcefalia apresenta uma etiologia extremamente complexa que
envolve desde influéncias ambientais até mutagdes em genes especificos com funcdes relacionadas,
em muitos casos, com a instabilidade gendmica e com o sistema de reparo do DNA, o estudo da
frequéncia de biomarcadores nos pacientes portadores dessa malformacao se torna relevante a fim de
que se possa contribuir na explanacdo de fatores de riscos associados com a microcefalia,
principalmente devido a sua recente alta frequéncia no Nordeste brasileiro (ALVES, 2019).

Cabe destacar que até 2015, os patdgenos mais frequentemente relacionados as infeccGes
intrauterinas eram a bactéria Treponema pallidum que causa a sifilis (S), o protozoario que causa a
toxoplasmose (TO) e os virus da rubéola (R), citomegalovirus (C), virus herpes simplex (H),
compondo o acrénimo STORCH. A partir da epidemia de virus Zika, foi observado a forte associacdo
de malformacdes congénitas e condigdes neuroldgicas com a infecgcdo pelo virus Zika durante a
gestacdo, levantando a necessidade do monitoramento integrado das malformacBes congénitas
decorrentes de infeccdes durante a gestacdo e ampliando o acrénimo STORCH com adi¢do do virus

Zika (Z) - STORCH+ZIKA (BRASIL, 2017).

3.2 Biomarcadores de Doencas Neurodegenerativas

O conhecimento de doencas neurodegenerativas tem sido circunscrito hd muitos anos a seus
aspectos clinicos e, em alguns casos, a diferentes tentativas terapéuticas. Ha quase vinte anos, pouco
se sabia sobre as causas dessas doencas e seus mecanismos de desenvolvimento. Os progressos
realizados nos ultimos anos tém sido muito positivos, e novos caminhos de investigacdo estdo sendo
abertos.

Hoje sabemos que as doencgas neurodegenerativas sdo principalmente a consequéncia de

anormalidades no processo de certas proteinas, o que ocasiona seu acimulo nos neur6nios ou nas
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proximidades, diminuindo ou cancelando suas funcgdes. A descoberta dessas proteinas permitiu seu
uso como marcadores moleculares ou de imagem dessas doengas, como a beta-amildide no caso da
doenca de Alzheimer. Portanto, o uso de biomarcadores no diagndstico de doencas neurodegenerativas
aumentou nos ultimos anos.

Biomarcadores sdo eventos encontrados no corpo humano que sdo usados para identificar um
estado bioldgico. Clinicamente, sdo muito Uteis para determinar o risco, presenca e gravidade de uma
doenca. O liquido cefalorraquidiano (LCR) é a fonte mais comum de biomarcadores moleculares na
neurodegeneracdo. Por outro lado, a neuroimagem também fornece informac6es importantes sobre as
areas cerebrais afetadas. Entre esses biomarcadores, aqueles envolvidos com neuroimagem geralmente
sdo caros e sua acessibilidade é frequentemente limitada. Os biomarcadores do LCR sdo sensiveis e
especificos, mas seu uso é limitado porque é necessaria uma puncao lombar e, portanto, eles podem
causar efeitos colaterais.

Dado o impacto da deméncia na populacdo global, a comunidade cientifica se empenhou na
busca de novos biomarcadores cuja disponibilidade é mais facil para pacientes e médicos. Portanto, a
opcao foi procurar novos biomarcadores identificados no sangue. Além disso, devido ao prego mais
baixo e a reduzida invasividade, um biomarcador periférico também pode oferecer a chance de servir
como um teste de triagem para ajudar no diagnostico da neurodegeneragdo e monitorar a progressao e
resposta a um tratamento hipotético.

Muitas patologias neurais, incluindo a doenca de Alzheimer, refletem-se em alteragcdes nos
perfis de expressdo génica, splicing e proteina no cérebro e no LCR, mas também no sangue,
fornecendo um precedente para a pesquisa de biomarcadores nesse fluido corporal.

As tecnologias de microarray e de high-throughput screening para expressao génica Sao
ferramentas essenciais para identificar padrdes diferenciais de expressdo génica, caracteristicos da

doenca. No entanto, a interpretacdo dos padrbes de expressdo génica pode ser dificil. A analise em
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rede de dados de expressdo génica identificou genes causadores de doencas, biomarcadores de
proteinas e vias bioldgicas associadas a doenca de Alzheimer.

A esclerose lateral amiotrofica (ELA) € um disturbio neurodegenerativo multi-sistémico
complexo, com diagndstico atualmente limitado e sem opcOes terapéuticas. Apesar dos esfor¢os
intensos, ainda ndo foram estabelecidos biomarcadores clinicamente aplicaveis para ELA. E
urgentemente necessario o desenvolvimento de biomarcadores que sejam Uteis para o diagndstico
precoce e sejam seletivos para subgrupos de doengas, além de possuirem potencial prognostico e
indicadores de resposta ao tratamento. Além disso, os biomarcadores devem ser minimamente
invasivos e facilmente acessiveis a partir de pacientes vivos. Assim, a maioria das pesquisas atuais
concentra-se, em particular, na identificacdo de potenciais biomarcadores circulantes ndo invasivos
baseados em RNA para diagndstico e monitoramento mais rapidos e precisos da doenca. Semelhante
a ELA, a Microcefalia é uma doenca neurodegenerativa complexa, que ndo apresenta biomarcadores
estabelecidos para seu diagnostico, havendo uma grande necessidade de desenvolvimento tecnoldgico

nessa area.

3.3 Inovacao tecnoldgica

No Brasil, a Constituicdo Federal estabelece, em seu artigo 200, que compete ao Sistema
Unico de Sadde (SUS) incrementar o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico em sua area de atuagao.
Entretanto, alguns aspectos evidenciam a desarticulacdo entre o sistema de salde e o sistema de
inovacao brasileiros no periodo recente: (a) inexisténcia de relagdes organicas entre a rede de prestagédo
de servicos e as empresas do Complexo Industrial da Saude (CIS); (b) politica de saude centrada na
ampliacdo da oferta dos servicos, sem maiores consideracdes sobre a capacidade de inovacdo da

industria e, portanto, sobre o uso do poder de compra do Estado para uma politica de desenvolvimento
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das empresas e laboratdrios nacionais; (c) politica de ciéncia e tecnologia focada no sistema cientifico,
desprezando articulagbes com uma politica industrial de inovacdo e com as necessidades do sistema
de saude; e (d) inexisténcia de politicas regulatorias convergentes no campo da propriedade intelectual
e da vigilancia sanitaria. (VIANA; SILVA; IBANEZ; 10ZZI, 2016).

Atualmente, o principal responsavel pelo aumento dos custos dos sistemas nacionais de saude
é a incorporacgdo de tecnologias, em particular aquelas relativas a produtos industriais (medicamentos,
vacinas, equipamentos, Orteses/proteses e testes diagnosticos). Essas tecnologias conformam um
gigantesco segmento industrial altamente internacionalizado, oligopolizado e intensivo em pesquisa.
Seu valor total ultrapassa um trilh&o de dolares. Essas caracteristicas conferem a ele um enorme poder
de pressao politica sobre os sistemas de salde tendo, nas Gltimas décadas, gerado uma situacdo na
qual, em muitos casos, as tecnologias passam mesmo a governar os sistemas de salude. No que refere
ao SUS, a despesa anual com a compra de produtos e tecnologias alcanca hoje um patamar acima de
R$ 20 bilhdes, sem levar em conta as despesas de estados e municipios.

De acordo com Guimardes et al (2019), no campo da pesquisa biomédica, um dos principais
desafios atuais tem sido a dificuldade de decifrar a complexidade de enfermidades que cada vez mais
se colocam como responsaveis por grande parte da carga de doencas em todo o mundo, inclusive entre
nos - as doencas cronicas ndo-transmissiveis. Em paralelo, nossa politica de pesquisa deve apontar
para as enfermidades que atingem os segmentos mais vulneraveis de nossa populagdo - as doengas
incidentes em populagdes negligenciadas.

Ainda sobre a temética, o autor supracitado destaca que no terreno da epidemiologia, o desafio
estd no aperfeicoamento de tecnologias capazes de garantir a qualidade das informacdes dessas bases
de dados aos requisitos de investigacéo cientifica e também no controle ético-legal capaz de beneficiar
a ciéncia sem colocar em risco os direitos individuais da cidadania. Finalmente, em uma agenda de

pesquisa ndo podera faltar o olhar para a investigacao sobre o préprio metabolismo do SUS, sua gestéo,
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politicas, caréncias e sucessos, bem como sobre o desenvolvimento dos componentes ndo-publicos de

servicos de salde, ora em crise e habitualmente propenso a resolvé-la as custas das conquistas do SUS.
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4. METODOLOGIA

4.1 Revisdo Integrativa

A revisdo integrativa de literatura € um método que tem como finalidade sintetizar resultados
obtidos em pesquisas sobre um tema ou questdo, de maneira sistematica, ordenada e abrangente. E
denominada integrativa porque fornece informacGes mais amplas sobre um assunto/problema,
constituindo, assim, um corpo de conhecimento. Deste modo, o revisor/pesquisador pode elaborar uma
revisao integrativa com diferentes finalidades, podendo ser direcionada para a defini¢do de conceitos,
revisao de teorias ou analise metodologica dos estudos incluidos de um topico particular (ERCOLE;
MELO; ALCOFORADO, 2014).

De acordo com Mendes, Silveira e Galvdo (2008), o método de revisdo integrativa permite a
inclusdo simultanea de pesquisa quase-experimental e experimental, combinando dados de literatura
tedrica e empirica, proporcionando compreensdo mais completa do tema de interesse. A variedade na
composicao da amostra da revisao integrativa em conjuncdo com a multiplicidade de finalidades desse
método proporciona como resultado um quadro completo de conceitos complexos, de teorias ou
problemas relativos ao cuidado na satide (MENDES; SILVEIRA, GALVAO, 2008).

Os autores supracitados, destacam que a construcdo da revisdo integrativa precisa percorrer
seis etapas distintas, sendo elas: a identificacdo do tema e selegdo da hipotese ou questdo de pesquisa;
estabelecimento Revisdo Integrativa versus Revisdo Sistematica de critérios para incluséo e exclusao
de estudos/amostragem ou busca na literatura; definicao das informagdes a serem extraidas dos estudos
selecionados/ categorizacao dos estudos; avaliacdo dos estudos incluidos; interpretacéo dos resultados;

e apresentacdo da revisdo/sintese do conhecimento.

4.1.1 Identificacdo do tema e selecdo da hipotese ou questédo de pesquisa
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O tema selecionado para a revisdo foi definido a partir do objetivo especifico “Identificar
biomarcadores associados a microcefalia”. Por se tratar de uma tematica pouco explorada nas bases de
dados, definiu-se a fundamentacé&o para identificar na literatura biomarcadores relacionados a alteracéo
na estrutura do cérebro, considerando que a microcefalia é caracterizada pela medida do crénio
realizada, por meio de técnica e equipamentos padronizados, em que o Perimetro Cefalico (PC)
apresente medida menor que menos dois desvios-padrbes abaixo da média especifica para o sexo e
idade gestacional. Para tanto, o tema foi definido a partir de palavras-chave: biomarcadores,
neurodegeneracdo, microcefalia e sangue. A hipétese do estudo foi: Existem biomarcadores de

doencas neurodegenerativas identificadas em criangas com microcefalia.

4.1.2 Estabelecimento de revisdo integrativa versus revisao sistematica de critérios para inclusao
e exclusdo de estudos/amostragem ou busca na literatura

Esta etapa foi estruturada a partir dos atributos relacionados a hip6tese do estudo, periodo de
janeiro a mar¢o de 019. Dessa forma, definiu-se a base de dados pubmed como primeira escolha de
varredura na literatura, aplicados as palavras chaves: neurodegeneration, peripheral blood, biomarker
human e RNA (Figura 2). Além disso, buscou-se estudos relacionados a temética na base de dados Isi

Web of Science.

Figura 2: Fluxograma indicando as palavras chaves adicionadas para selecdo dos artigos cientificos a

serem analisados.
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Fonte: autor, 2020.

A partir da leitura dos resumos dos artigos, foi identificada uma relevancia em dois
biomarcadores com potencial relacdo com a microcefalia, considerando o destaque para associagéo a
neurodegeneracdo em humanos e separados para leitura na integra dos estudos. Os marcadores Alpha-

synuclein SNCA e Neuregulin tornaram-se o foco de refinamento da revisao.

4.1.3 Definicdo das informacdes a serem extraidas dos estudos selecionados/categorizacdo dos
estudos

A partir da identificacdo de dois biomarcadores com possibilidades de relacdo com a
microcefalia foi estabelecido o agrupamento de todas as palavras-chave para consolidagdo da amostra,
contemplando: gene, expressdo do gene, sangue periférico, neurodegeneracdo e humano. Foram
critérios de exclusdo estudos de recursos textuais, artigos de jornal e textos ndo relacionados apés

leitura do resumo.
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4.1.4 Avaliacdo dos estudos incluidos

Mediante ampla leitura de estudos sobre os biomarcadores, Alpha-synuclein SNCA e
Neuregulin, a amostra (n= 04) ficou delimitada aos estudos descritos abaixo:

1 - Brown DJ, Lin B, Holguin B. Expression of neuregulin 1, a member of the epidermal growth
factor family is expressed as multiple splice variants in the adult human cornea. Invest Ophthalmol
Vis Sci. 2004 Sep;45(9):3021-9.

2 - Zhang HX, Zhao JP, Lv LX, Li WQ, Xu L, Ouyang X, Yuan ZQ, Huang JS. Explorative
study on the expression of neuregulin-1 gene in peripheral blood of schizophrenia. Neurosci Lett. 2008
Jun 13;438(1):1-5.

3 - Araki K, Sugawara K, Hayakawa EH, Ubukawa K, Kobayashi I, Wakui H, Takahashi N,
Sawada K, Mochizuki H, Nunomura W. The localization of a-synuclein in the process of
differentiation of human erythroid cells. Int J Hematol. 2018 Aug;108(2):130-138.

4 - Watson MB, Richter F, Lee SK, Gabby L, Wu J, Masliah E, Effros RB, Chesselet MF.
Regionally-specific microglial activation in young mice over-expressing human wildtype alpha-

synuclein. Exp Neurol. 2012 Oct;237(2):318-34.

4.2 Populagdo e amostra do Estudo
O presente estudo contemplou a populagdo de criangas nascidas e atendidas nos servicos de
saude da rede publica no estado da Paraiba, a partir de 01 de agosto de 2015. A defini¢do da data é
justificada pelo periodo definido nos documentos do Ministério da Salde para fazer uma busca
retrospectiva de criangas com microcefalia, conforme publicacéo do primeiro protocolo do Ministério
da Saude divulgado em novembro de 2015 (Brasil, 2015a).
Dessa forma, a amostra foi composta de dois grupos, com minimo de 10 criangas cada grupo.

Grupo 01-experimental: composto por criangas com microcefalia confirmada; e Grupo 02-controle:
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composto por criangas cognitivamente saudaveis atendidas nos servicos de salde da Rede Estadual da
Paraiba. Houve coleta de 01 controle para cada caso de microcefalia, totalizando vinte.

Entende-se por crianga com microcefalia quando o perimetro cefalico estiver abaixo do terceiro
percentil com base no sexo e idade gestacional, e cuja razdo perimetro cefalico/comprimento (ambos
medidos em centimetros) seja inferior a 0,65 (BRASIL, 2015b). Define-se como criangas
cognitivamente saudaveis o bebé nascido vivo cujo perimetro cefélico fique acima do vigésimo quinto
percentil com base no sexo e idade gestacional ou idade atual, na indisponibilidade de medidas
corporais. Os casos de microcefalia e controles seréo pareados com base na data de nascimento das
criancas, 01/08/2015.

Os casos foram identificados com base nos registros notificados de microcefalia relatados pela
Secretaria de Estado da Saude da Paraiba ao Ministério da Saude a partir das informacdes do banco de
dados de registros de microcefalia a fim de assegurar que as amostras seguiram os parametros exigidos

da emergéncia de Salde Publica existente até 2017.

4.3 ldentificagdo e Coleta das amostras

A partir das listas de casos de criangas com microcefalia, foram mapeados os locais de
acompanhamento destas criancas e elegivel o Hospital Arlinda Marques, localizado no municipio de
Jodo Pessoa, para realizar a coleta. A defini¢cdo ocorreu por se tratar de um servigo da Rede Cuidar,
referéncia para 0 acompanhamento de criancas com Microcefalia.

Ao identificar as criangas contempladas na populacdo da pesquisa, a equipe de campo
organizou planejamento da coleta a partir da identificagcdo dos turnos de atendimentos de criangas com
microcefalia no Complexo Hospitalar Arlinda Marques. No dia de consulta, a equipe se apresentou a
mée e/ou responsavel pela crianca e fez uma breve descri¢do sobre a pesquisa. Durante a apresentacéo
inicial, a equipe sinalizou que a participacdo é voluntaria e mediante autorizagdo foi realizada a

entrevista para cumprimento dos critérios de inclusdo da mae e do bebé. Os casos aptos e que
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aceitaram participar da pesquisa confirmaram a participagdo através da assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), apéndice D

4.3.1 Critérios de incluséo e excluséo

Foram elegiveis para o estudo, maes e bebés que apresentaram:
1) Residéncia no estado da Paraiba
2) Mae maior de 12 anos de idade
3) Casos e controles atendam as respectivas definigdes de caso
4) A mée, pai ou responsavel do bebé que assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, conforme descrito na se¢do sobre consentimento.

Como critério de exclusdo para o estudo, bebés e as mées que apresentaram algum dos itens
listados abaixo ndo foram incluidos na pesquisa:
1) Mae menor de 12 anos de idade
2) Desnutricdo grave
3) Comprometimento ou suspeita de comprometimento da fungdo imunoldgica, inclusive infec¢do
pelo HIV, imunodeficiéncia primaria, ingestdo de corticosterdides orais ou injetaveis (ou
equivalentes), ingestdo de farmacos quimioterapicos ou imunomoduladores, entre outros.
4) Administragédo de imunoglobulina ou de outros produtos hemoderivados nos 60 dias anteriores
ao recrutamento
5) Qualquer doenca que, na opinido do investigador, possa constituir um risco de saude para sua

capacidade de participar da pesquisa e fornecer uma amostra de sangue.

4.3.2 Processo de consentimento
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Para atender as normas preconizadas na Resolugdo n® 466/12 do Conselho Nacional de Sadde/
MS, que trata pesquisa envolvendo seres humanos, o consentimento para a participacdo da mae e do
bebé foi obtido das seguintes pessoas:
*  Mae que apresentou idade >18 anos ou for casada (independentemente da idade), foi
permitido fornecer consentimento para si e para o bebé;
* Mae solteira e tiver idade <18 anos, o consentimento foi obtido de seus pais ou
responsaveis legais. O consentimento para o bebé também foi obtido dos pais da mée.
Apos a coleta de informages, as criangas foram submetidas a coleta do sangue, por meio de
técnica asséptica padrdo para a coleta das amostras de sangue por pun¢do venosa. Uma amostra de
separador de soro sera coletada da crianca, até 3 mL. Foram necessarios, no minimo, 500 microlitros

de sangue total para a realizacdo da pesquisa.

4.3.3 Coleta de sangue

Foram coletados sangue (2 a 5 mL) com e sem anticoagulante de todos os grupos, permitindo
tanto a separacao de plasma como de soro para a utilizacdo das analises de biomarcadores. As amostras
foram transportadas em gelo, até o armazenamento no Laboratério de Biotecnologia Celular e

Molecular do Centro de Biotecnologia da UFPB, em freezer -20° C.

4.3.4 Extracdo de RNA e sintese cDNA

O RNA total de amostra de sangue periférico foi extraido utilizando o reagente Trizol
(Invitrogen) e o método desenvolvido por Chomczynski e Sacchi (1987), com modificacGes. No
homogenato formado foi adicionado cloroformio, esse complexo foi incubado por 5 minutos a 37°C e
centrifugado por 15 minutos a 4°C e 16.100g. A fase superior foi coletada e 0 RNA foi precipitado
com alcool isopropilico por 16 horas a -20°C. Uma nova centrifugacéo foi realizada e o precipitado de

RNA foi entdo lavado com etanol 70% para posteriormente ser ressuspendido em agua tratada com

37



DEPC (dietilpirocarbonato). O RNA foi quantificado por espectrofotometria nos comprimentos de
ondas de 260 e 280 nm e armazenado a -80°C. A concentracdo do RNA foi estimada por absorbancia
otica pela formula: [RNA] pg/ul = (A260fx40/1000), onde f € o fator de diluicdo e 40 é o fator de
conversdo. Contaminantes de DNA foram removidos com adi¢do de DNase | (Ambion Inc., Austin,
TX) e a integridade do RNA total foi verificada através de um gel de agarose corado com 2 % de
brometo de etideo.

A aliguota de dois microgramas de RNA total foram utilizados como moldes para a sintese de
cDNA na presenca de 50 ng de iniciadores aleatérios (random primers), 200 U de M-MLV RT
(RevertAidTM H Minus Moloney murine leukemia virus-reverse transcriptase, Fermentas Inc.,
Hanover, MD, USA), 200 U ul RNase Out (Fermentas Inc., Hanover, MD, USA), 0,5 mM de dNTPs,
2,5 mM de MgClI2, 1 X de tamp&o da M-MLV RT em um volume final de 20 pl. O ciclo usado na
reacdo foi de: 10 min a 20°C, 45 min a 42°C, 5 min a 95°C e 10 min a 4°C. Foi usado o termociclador
PTC-100TM, MJ Research, INC.

Como em um conjunto de amostras ndo foi possivel obter concentracgdo suficiente para utilizar
2 ug de RNA para sintese de cDNA, também realizou-se uma outra rodada de sintese de cDNA a partir
de 1pg de RNA. Os grupos de cDNA a partir de 2jug ou 1pg de RNA foram utilizados em experimentos

independentes, ndo sendo utilizados para analise comparativa entre eles.

4.4 ldentificacdo de biomarcadores

A partir dos genes identificados na revisdo integrativa, foram desenhados alguns pares de
primers para identificacdo dos genes alvos dos marcadores Neuregulin e alpha-synuclein. Baseado nos
estudos de Brown e colaboradores, 2004 e Zhang et al., 2008 foram selecionados 0s primers para o
gene que codifica 0 marcador Neuregulin. Ja para a identificacdo do gene que codifica a alpha-

synuclein, foram utilizados os estudos de Araki e colaboradores, 2018 e Watson e colaboradores, 2012
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(Quadro 1). Para ambos os genes, foram desenhados primers para regides diferentes do gene,

aumentando a possibilidade de identificagdo mesmo com possiveis variantes do gene.
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Quadro 1. Sequéncia dos primers para identificacdo dos marcadores para microcefalia utilizados nas

reacOes de PCR.

Amplicon
Genes Primers Sequencia (5'->3") Tamanho| Tm GC%
(pb)
Nrgl-E2F_Brown CTTCGGTGTGAAACCAGTTC
32 66.69 46.88
! TGAATACTCCTC
Nrgl-E2F Brown |AACCAGTTCTGAATACTCCTC 21 54.67 42.86 485
AACTCATTTGGGCACTTGCA
Neuregulin —|Nrg1-E7R_Brown 32 68.25 | 43.75
CAAGTATCTCGA
NRG
GCACTTGCACAAGTATCTCG
Nrgl-E7R_Brown 21 58.664 | 47.62 463
A
NRG-Zhang-Fw 2 CTTTCTTGTTGCTGCATCTCC 21 57.79 47.62
343
NRG-Zhang-Rv | CACCCTTTTCAGGATGTGGT 20 57.71 50.00
SNCA-Fw_Araki |GAATTCTGGAAGATATGCCTG
27 61.70 44 .44
8 TGGATC
128
CAGCAGATCTCAAGAAACTG
Alpha- SNCA-Rv_Araki 25 63.59 | 52.00
GGAGC
synuclein —
SNCA-
SNCA AAATGTTGGAGGAGCAGTGG| 20 58.08 | 50.00
Fw_Watson #
150
SNCA-
TCCAGAATTCCTTCCTGTGG 20 56.82 50.00
Rv_Watson
Fonte: Autor, 2020
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4.5 Deteccao dos biomarcadores

Para a amplificacdo dos genes alvo, utilizou o sequinte protocolo de termociclagem:

1- 95°C por 5 minutos;

2- 95°C por 1 minuto;

3- 60°C por 45 sequndos;

4- 72°C por 40 sequndos;

5- 72°C por 10minutos;

Os passos 2 a 4 foram repetidos 30 x antes de seguir para o passo 5. Apds analises iniciais, 0
numero de ciclos foi ajustado para 45, permitindo melhor identificacdo dos genes.

Ap0s o processo de termociclagem, o produto da PCR foi corrido em gel de agarose a 0,7% e
foram observados tanto a densidade das bandas quanto o peso molecular das bandas para confirmacao

da amplificacdo do produto desejado.

4.6 Analise de dados

Os dados foram analisados no formato de média + erro padrdo da média. As analises
estatisticas dos resultados foram efetuadas por teste t de Student, usados para comparacao das médias
e determinar a inter-relagdo dos biomarcadores e a microcefalia. Foram consideradas significativas

diferencas com valores de p menores do que 0,05 (p < 0,05).

4.7 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) seguindo as normas
da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) para a pesquisa envolvendo seres humanos -
Resolucdo n° 466/12 do Conselho Nacional de Satde/ MS, resolucdo N° 510, de 07 de abril de 2016,

que dispde sobre as normas aplicaveis a pesquisas em Ciéncias Humanas e Sociais cujos
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procedimentos metodoldgicos envolvam a utilizacdo de dados diretamente obtidos com os
participantes ou de informacgdes identificaveis ou que possam acarretar riscos maiores do que 0s
existentes na vida cotidiana e a norma operacional 001/2016 que trata dos procedimentos para
submisséo, avaliagdo e acompanhamento da pesquisa e de desenvolvimento envolvendo seres
humanos. Os responsaveis pelas criangas assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

— TCLE.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados a seguir estdo divididos em dois grupos principais. O primeiro,
resultado de uma revisdo integrativa, baseada em triagem de literatura. A segunda, apresenta resultados

experimentais, a partir de amostras bioldgicas de individuos microcefalicos e individuos controle.

5.1 Revisdo integrativa

Inicialmente, apresentamos o0s resultados da revisao integrativa, indicando a quantidade de
artigos cientificos encontrados no processo de adi¢do de palavras chave relacionadas a nossa busca,
como ilustrado na figura 3.

Considerando que a nossa meta principal nesse projeto € desenvolver um sistema de
diagnostico para microcefalia utilizando sangue periférico, as palavras chave que foram utilizadas na
busca foram adicionadas, fazendo o afunilamento para termos os estudos mais correlacionados com a

proposta da pesquisa.
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Figura 3. Diagrama com numero de artigos relacionados as palavras-chave selecionadas em busca na

reviséo integrativ

-
=
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Fonte: Autor, 2020

Ao final da revisdo integrativa, identificamos que os genes que codificam as proteinas

Neuregulin e alpha-synuclein foram os mais consistentes para serem validados em amostras bioldgicas.
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Para tanto prosseguimos para as proximas etapas alvejando esses genes como biomarcadores para a

microcefalia.

5.2 Identificacdo de biomarcadores
Apos a identificacdo dos genes candidatos a biomarcadores pela revisao integrativa,
realizamos a coleta de sangue dos pacientes e extracdo do RNA que foi quantificado como

apresentado na tabela 1.

Como o desenvolvimento da pesquisa ocorreu durante o periodo da emergéncia em salde
publica relacionado ao Zika virus, tivemos incluidos pacientes com resultado laboratorial positivo
para Zika, entretanto o critério para coleta das amostras foi a definicdo de crianca com microcefalia,
independente do diagnostico de Zika. Conforme podemos observar na tabela abaixo tivemos 7

criancas positivas para Zika e 3 sem informacéo de resultado laboratorial.

Quadro 2. Resultados para Diagnostico de Zika dos pacientes em estudo

CRIANCAS RESULTADO DE EXAME - ZIKA VIiRUS

Micro 1 POSITIVO

Micro 2 SEM INFORMACAO DE RESULTADO LABORATORIAL
Micro 3 POSITIVO

Micro 4 POSITIVO

Micro 5 SEM INFORMACAO DE RESULTADO LABORATORIAL
Micro 6 SEM INFORMACAO DE RESULTADO LABORATORIAL
Micro 7 POSITIVO

Micro 8 POSITIVO

Micro 9 POSITIVO

Micro 10 POSITIVO
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Tabela 1: Quantificacdo do RNA extraido das amostras de criangas com Microcefalia e Controle

Criancgas com Microcefalia Controle

NUmero de NUmero de
identificacdo da Do/saEem a2 identificacdo da Do/saEem BB R
amostra HO'H amostra HO'H

1 0,0023 1 0,0041

' (22 dosagem — 0,0687) (22 dosagem — 0,0019)

2. 0,1214 2 0,0246

3. 0,2111 3 0,0098

4. 0,1448 4 0,0165

0,0064

> (22 dosagem — 0,00485) S 0,0908

6. 0,1004 6 0,0567

7. 0,3764 7 0,0380

8. 0,1619 8 0,0393

9. 0,2801 9 0,2015

10. 0,2440 10 0,0081

Considerando os valores encontrados na dosagem dos RNAs, decidimos seguir com a sintese
da fita de cDNA de duas formas: 1- utilizando 2 pg de RNA como molde para a sintese da fita de
cDNA, de acordo com o protocolo padréo utilizado em nosso laboratério, em consonancia com as
recomendacOes do fabricante do Kit de sintese de cDNA, resultando em uma quantidade menor de
amostras podendo ser utilizadas nos experimentos; e 2- utilizando 1 pg de RNA como molde para a
sintese da fita de cDNA, resultando em uma quantidade maior de amostras podendo ser utilizadas nos

experimentos.

5.3 Expressdo do RNA dos genes NRG e SNCA

Para a padronizacao inicial dos primers dos genes testados, utilizou-se 0 cDNA preparado com
2 ug de RNA. Apos a padronizagdo inicial, buscando aumentar o numero de amostras testadas,
ampliando a consisténcia dos dados analisados, realizamos a reagfes de PCR com os cDNAs
preparados com 1 pg de RNA. Todas as reagdes foram normalizadas pela expressdo do gene

constitutivo B-actina.
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A seguir apresentamos o protocolo final otimizado para cada gene, utilizando os cDNAs

preparados com 1 pg de RNA.

Para a validacdo das analises foram selecionados os primers abaixo identificados por terem

demonstrado caracteristicas melhores para a PCR.

Quadro 3 — Primers validados para detec¢do dos marcadores moleculares

Genes Primers Sequencia (5'->3") Tamanho Tm GC% Amplicon (pb)
Neuregulin - [NRG-Zhang-Fw ?> |CTTTCTTGTTGCTGCATCTCC 21 57.79 | 47.62
NRG 343
NRG-Zhang-Rv  |CACCCTTTTCAGGATGTGGT 20 57.71 50.00
SNCA-Fw_Watson
Alpha- |, AAATGTTGGAGGAGCAGTGG 20 58.08 50.00
synuclein - 150
SNCA
SNCA-Rv_Watson ITCCAGAATTCCTTCCTGTGG 20 56.82 50.00

5.4 Processo de amplificacdo do gene da pg-actina

A amplificagdo seguiu o seguinte protocolo para a [B-actina:

45 ciclos de 1 minutos de

desnaturacéo a 95 °C, 45 segundos de anelamento a 60 °C e 40 segundos de extensdo a 72 °C (Quadro

4),

Para a amplificacdo da p-actina, para o volume final da reacdo de 20 pL, foram usados 10 pL

de Master mix, 0,8 pL de primer Fw e 0,8 uL de primer Rv, 7,4 uL de 4gua e 1 pL de cDNA (Quadro

4),
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Quadro 4: Padronizagdo da reagdo de PCR para o gene da B-actina.

14 CT5 B-Actina
15 CTéo B-Actina
16 cT? B-Actina
17 CTa B-Actina
18 CTH B-Actina
19 MIC 2 B-Actina
20 MIC 3 B-Actina
21 MIC 4 B-Actina
22 MIC & B-Actina
23 MIC 7 B-Actina

- Master Mix — 10 ul
- Primer Fw — 0,8 ul
- Primer Rv — 0,8 ul.
-Agua — 74ul
-cDMA - 1ul
Volwme total = 20 ul

Termociclagem:
95°C por Smin

95"C por 1 min -
&60°C por 45 seq. } 45x
72°C por 400 seq.

727 por 10 min.

Fonte: Autor, 2020

5.5 Expressao do gene SNCA

A amplificacdo seguiu o seguinte protocolo para 0 SNCA: 45 ciclos de 1 minutos de

desnaturacdo a 95 °C, 45 segundos de anelamento a 60 °C e 40 segundos de extensdo a 72 °C (Quadro

).

Para a amplificagdo do gene SNCA, para o volume final da reacéo de 20 pL, foram usados 10

pL de Master mix, 0,8 pL de primer Fw e 0,8 uL de primer Rv, 7,4 puL de 4gua e 1 pL de cDNA, para

0 gene SNCA (Quadro 5).

Em um microtubo de 0,2 mL, considerando o volume final da reagdo de 20 pL, foram usados

0,8 uL do primer, 7,4 pL de 4gua e 1 uL de cDNA, para o gene SNCA (Quadro 5).
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Quadro 5: Padronizacéo da reacdo de PCR para o gene SNCA.

1 CT3 SNCA Watson - Master Mix — 10 oL
- Primer Fw — 0,8 ul
2 CTh SMNCA Watson '
- Primer Rv — 0,8 ul.
4 CT8 SNCA Watson -cDNA — Tul
Volume rodad = 20 ul
5 CT9 SMNCA Watson
7 MIC 2 SNCA Watson Termociclagem:
95°C por Smin
7 MIC 3 SMCA Watson 95°C por 1 min
B MIC 4 SMNCA Warson GOC por 45 seq. }- 45x
9 |MICE SNCA Watson 72°C por 40 seg.
72° por 10 min.
10 MIC 7 SMCA Watson
11 MICH SMCA Watson
12 MICO SMNCA Watson
13 MIC 10 SMCA Watson

Fonte: Autor, 2020

Apo6s a amplificacdo das amostras pela PCR, realizamos a corrida dos produtos em gel de

agarose, e observamos aumento significativo da expressdo do gene SNCA em individuos

microcefalicos em relacdo aos individuos controle, como observado na Figura 4.
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Figura 4: Expressao relativa de RNAm indicando aumento da expressdo do gene SNCA em individuos
microcefalicos. Painel superior apresenta géis representativos dos produtos de PCR para o gene SNCA

e B-actina. Painel inferior apresenta grafico em barras com analise dos resultados.

E importante destacar que todas as amostras foram submetidas a amplificacdo pela técnica da
PCR, porém as aliquotas 5, 6, 7, 8 e 9 do grupo do controle e 7, 8 e 9 do grupo de criangas com

microcefalia apresentaram validacdo da técnica.
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Considerando que nas amostras dos individuos microcefélicos observou-se a presenca de duas

bandas, tambhém fizemos a analise somando a densidade das duas bandas nesses individuos, como

apresentado na Figura 5. Nessa analise também foi verificado aumento da expressdo do gene SNCA

nos individuos microcefalicos em relacéo aos individuos controle.

SNCA

B-Actina

Expresséao relativa de RNAm

1.54

1.04

Controle Micro

A |

SCNA 2 bandas

o
o
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Figura 5: Expressdo relativa de RNAm, utilizando duas bandas, indicando aumento da expresséo do
gene SNCA em individuos microcefélicos. Painel superior apresenta géis representativos dos produtos
de PCR para o gene SNCA e B-actina. Painel inferior apresenta grafico em barras com analise dos

resultados.
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5.6

0,8 uL dos primer, 7,4 uL de &gua e 1 pL de cDNA, para o gene NRG (Quadro 6).

Expresséo do gene NRG

Em um microtubo de 0,2 mL, considerando o volume final da reacdo de 20 uL, foram usados

Quadro 6: Padronizagéo da reacéo de PCR para o gene NRG.

1 CT5> MRG Zhang - Master Mix — 10 uL
- Primer Fw — 0,8 ul
2 CT6 NRG Zha -
18 - Primer Bv — 0,8 uL
4 CT8 NRG Zhang - E‘Eﬂi - ,I_PI;D .
5 CT3 NRG Zhang
6 MIC 2 NRG Zhang Termociclagem:
95°%C por Smin
7 |mics NRG Zhang s Er e
8 MIC 4 NRG Zhang 60°C por 45 seg. }. 45x
9 [MICE NRG Zhang gﬁﬁ 0.
10 |MIC7 NRG Zhang
11 |MIC8 NRG Zhang
12 |MIC9 NRG Zhang
13 |MIC 10 NRG Zhang
Fonte: Autor, 2020

Apos a amplificacdo das amostras pela PCR, realizamos a corrida dos produtos em gel de

agarose, e observamos aumento significativo da expressdo do gene NRG em individuos microcefalicos

em relacdo aos individuos controle, como observado na Figura 6.
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Figura 6: Expressdo relativa de RNAm indicando aumento da expressdo do gene NRG em individuos
microcefalicos. Painel superior apresenta géis representativos dos produtos de PCR para o0 gene NRG

e B-actina. Painel inferior apresenta grafico em barras com analise dos resultados.
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A microcefalia € uma condi¢do definida como uma circunferéncia cranial diminuida ao
nascimento (microcefalia congénita) ou apds o nascimento (pds-natal ou microcefalia adquirida). E
definida como uma reducdo de mais de 2 desvios padrdes na circunferéncia da cabega ou até uma

reducdo maior que 3 desvios padrdes nos casos de microcefalia grave (HANZLIK; GIGANTE, 2017).

A subnotificacdo e varia¢6es nas defini¢Bes de caso nos estudos tornam dificil rastrear e relatar
um real incidéncia da Microcefalia. Outra dificuldade no uso de desvios padrfes para relatar, estudar
e monitorar as microcefalias é o conceito de microcefalia proporcional, onde observa-se uma
circunferéncia da cabeca abaixo de 2-3 desvios padroes da média com peso e altura também reduzidos.
Embora o baixo peso ao nascer e a microcefalia proporcional tenham seus préprios conjunto de
complicacBes e progndstico, essas criancas ndo tém o mesmo progndstico e tendéncias de resultados
neurocognitivos como aqueles com microcefalia no cenario de peso e altura normais (HANZLIK;

GIGANTE, 2017).

Existem vérias causas genéticas e ambientais, que incluem aberracfes cromossémicas, danos
no DNA como consequéncia de alinhamento incorreto no fuso mit6tico, consumo materno excessivo
de alcool, infeccbes congénitas, uso de medicamentos teratogénicos durante a gravidez, lesdo cerebral,
distdrbios metabolicos, além do uso de drogas ilicitas durante a gravidez (FAHEEM et al., 2015 in
NAVEED 2018). A microcefalia primaria é uma desordem neurogénica durante o desenvolvimento e

a secundaria esta associada a uma doenca neurodegenerativa progressiva (NAVEED et al., 2018).

Os genes envolvidos na microcefalia primaria desempenham papel na orientacdo do fuso
mitotico ou no controle da divisdo celular, que impacta o neurodesenvolvimento. Outro aspecto
importante na patogénese da microcefalia sdo os genes relacionados ao sistema de reparo do DNA

celular (SHAHEEN et al., 2019).

Dos marcadores identificados e analisados neste estudo, Lee et al, (2006) relatou que a Alfa-

sinucleina interage com uma variedade de proteinas que desempenham funcGes relacionadas a
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polimerizagdo de tubulina na formacdo dos microtubulos, sendo essencial na formacdo do fuso
mitdtico.
A alfa-sinucleina é uma proteina neuronal abundante sendo altamente expressa nos terminais

pré-sinapticos dos nervos (BURRE, 2018). Maroteaux (1988) também detectou a alfa-sinucleina na

membrana nuclear, da veio seu nome Sin (Vesiculas sinapticas) e Nucleina (membrana nuclear).

Vaérios estudos ainda relataram que a alfa-sinucleina se liga as mitocéndrias e, sua
hiperexpressao pode resultar em fragmentacdo das mesmas. Essa degeneracdo mitocondrial também
foi observada em camundongos transgénicos que super-expressavam a alfa-sinucleina (BURRE et al.,
2018). Dessa forma aumento na expressdo da alfa-sinucleina estariam envolvidas na degeneracéo

neuronal e impactando a formacgéo de novos neur6nios.

J& a Neuregulina-1 € uma proteina vital para o neurodesenvolvimento e plasticidade neuronal
(MEI; XIONG, 2008). A familia da Neuregulina -1 compreende mais de 30 proteinas secretadas e
ligadas a membrana, geradas por splicing alternativo, sendo suas principais isoformas as Neuregulinas-

1 Tipo I, Il e 11l (PAN; DOBROWSKY, 2013).

Zanazi et al., (2013) demonstrou que os Tipo | e Il induzem desmielinizagéo in vitro, estando
esta resposta ligada a ativacdo da via MAPK, assim aumento da expressdo na Neuregulina-1 estaria

associado a estados fisiopatoldgicos ligados a neuropatia e degeneracdo da mielina.

Diante do exposto, verificamos, portanto, haver consonancia entre nossos achados para
microcefalia, em relacdo aos estudos que nortearam a escolha dos biomarcadores, indicando que esses
biomarcadores podem ser utilizados para diagnostico da microcefalia, e eventualmente fazerem parte

de um painel de deteccdo de diferentes tipos de neurodegeneragao.
Para tanto o desenho de um prototipo de teste de diagnostico deve seguir as recomendacoes:

Componente A — Trizol
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Componente B — Cloroférmio

Componente C — Alcool isopropilico

Componente D — Agua livre de RNAse e DNAse
Componente E — DNAse

Componente F — Primers Randdmicos

Componente G — Solugdo Tampéo para reacdo de PCR
Componente H— DNTp

Componente | — Transcriptase reversa

Componente J — Primer especifico FW

Componente K — Primer especifico RV

Componente L1 — Master Mix para PCR convencional

Componente L2 — Master Mix para PCR em tempo real

Extracdo de RNA

Componente A — Trizol
Componente B — Cloroformio
Componente C — Alcool isopropilico

Componente D — Agua livre de RNAse e DNAse
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Sintese de cDNA

Componente E — DNAse

Componente F — Primers Randémicos

Componente G — Solugdo Tampéo para reacdo de PCR
Componente H—- DNTp

Componente | — Transcriptase reversa

Amplificacdo dos genes especificos

Componente H— DNTp

Componente J — Primer especifico FW

Componente K — Primer especifico RV

Componente L1 — Master Mix para PCR convencional
Componente L2 — Master Mix para PCR em tempo real

Cabe destacar que o resultado da pesquisa permitiu o deposito de Pedido Nacional de Invencao,
nimero do Processo: BR 10 2020 00611942, no Instituto Nacional de Propriedade Industrial. A
presente invencgdo trata do processo para predicdo de microcefalia caracterizado pela utilizagédo de
componentes do sangue periférico que podem ser mensurados por reacdo de PCR convencional
seguida de deteccéo por gel ou espectrofotometria, ou deteccdo e mensuragao por PCR em tempo real,
independentemente da idade do individuo e sem necessidade de sistemas de imagem direta, podendo
ser associado a outros sistemas de deteccdo comuns em biologia celular e molecular, visando sua

aplicagdo na medicina humana. A aplicabilidade dessa inovacéo resultard no preenchimento de uma
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lacuna da satde publica de apoio ao diagndstico de microcefalia, doenga pouco conhecida na literatura

e com grande impacto social.
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6. CONCLUSAO

Baseado nos dados obtidos neste estudo, podemos concluir até 0 momento que, 0S genes
Neuregulin e alpha-synuclein (SNCA) apresentam expressao diferencial em individuos diagnosticados
com microcefalia, em relacdo a individuos controle, indicando que podem ser utilizados como
biomarcadores para o diagndstico da microcefalia. Importante ressaltar que essas analises foram
realizadas a partir de amostras de sangue que sdo de facil obtencdo, condicdo importante para o
desenvolvimento de um Kit diagndstico que possa auxiliar no diagnéstico da doenca.

O alcance do objetivo do estudo, desenho do protétipo de um kit de diagndstico para
microcefaliactrara o grande desafio de aperfeicoar a tecnologia para beneficiar a ciéncia sem colocar
em risco os direitos individuais da cidadania.

Por fim, destaca-se que o resultado dessa pesquisa proporcionard uma solucdo para reduzir o
custo do diagndstico de microcefalia e, consequentemente, a descentralizacdo da coleta do exame para
as unidades de saude da familia o que facilitard o diagnéstico de microcefalia, ou seja ocorrera
descentralizacdo do diagnostico do servico de alta complexidade para a atengdo primaria em salde.
Tal evidéncia, corrobora com as diretrizes do Sistema Unico de Satde, para solucionar uma caréncia
de organizacdo da politica de salde voltadas atencdo infantil das malformacGes congénitas, com

destaque a microcefalia.
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APENDICE A

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

DECLARACAO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE

Eu, RENATA VALERIA NOBREGA, aluna do Doutorado do Programa de Pos
Gradungio em Biotecnologie, Universidade Federal da Parpiba, Jolio Pessoa,
pesquisadora responsdvel, comprometo-me a desenvolver o projeto de pesquisa
intitulado “DESENVOLVIMENTO DE TESTE DIAGNOSTICO PARA CASOS
DE MICROCEFALIA" sob a orientagiio do professor, Dr. ENEAS RICARDO DE
MORAIS GOMES.

Os pesquisadores ressaltam que irllo assegurar os preceitos éticos previstos na
Resolugio 466/12 do Conselho Nacional de Salde ¢ demais documentos
complementares. Destacamos que iremos nos responsabilizar pelo acompanhamento das
atividades de pesquisa, entrega do relatério final a0 Comité de Etica os resultados da
pesquisa para sua posterior divulgacio no meio académico e cientifico.

JOAO PESSOA- PB, 18 DE NOVEMBRO DE 2016,

Loin £ -

ENEAS RICARDO ORAIS GOMES

RENATAV NOBREGA
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APENDICE B

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

DECLARACAO DE AUTORIZACAO INSTITUCIONAL PARA USO DE
BANCO DE DADOS

Eu, ROBERTA BATISTA ABATH, Secretiria de Estado da Saiide, autorizo a
realizaglio da Pesquisa “DESENVOLVIMENTO DE TESTE DIAGNOSTICO
PARA CASOS DE MICROCEFALIA™, mediante parecer de aprovagio de Comité de
Etica em Pesquisa.

O estudo serd realizado pela pesquisadora responsivel RENATA VALERIA
NOBREGA, aluna do Doutorsdo do Programa de Pés Graduaglo em Biotecnologia,
Universidade Federal da Paraiba, Jollo Pessoa. Sob a orientaglo do professor Dr.
ENEAS RICARDO DE MORAIS GOMES.

O autorizo da instituiclo toma-se necessirio para consultar os registros dos
casos notificados de Microcefalia na base de dados de Registro de Eventos de Salde
Piblica (RESP -~ Microcefalias). AMm disso, a autorizacio pars que 0 nome desta
instituicio possa constar no relatdrio final como em futuras publicagbes no formato de
artigo cientifico.

Ressaltamos que os dados coletados scjam mantidos em absoluto sigilo de
acordo com a Resolugio do Conselho de Satide (ONS/MS) 466/12 que trata de pesquisa
envolvendo Seres Humanos, salientando ainda que tais dados sejam wtilizados tdo
somente para realizaciio desse estudo.

JOAO PESSOA- PB. 18 DE NOVEMBRO DE 2016,
Rodert Abath

%2 3%
ROBERTA BATISTA ABATH
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APENDICE C

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

TERMO DE ANUENCIA

A Secretaria de Estado da Salde da Paraiba (SES/PB) estd de acordo com a
execugdo do projeto “DESENVOLVIMENTO DE TESTE DIAGNOSTICO PARA
CASOS DE MICROCEFALIA”, coordenado pela pesquisadora RENATA VALERIA
NOBREGA, aluna do Doutorado do Programa de Pés Graduagdo em Biotecnologia,
Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, sob a orientagdio do professor Dr.
ORIENTADOR ENEAS RICARDO DE MORAIS GOMES. O referido programa de
pos graduacdo assume o compromisso de apoiar o desenvolvimento da pesquisa nesta
Instituicdo durante sua realizagdo.

Declaramos conhecer e cumprir as Resolugdes Eticas Brasileiras, em especial a
Resolugdo 466/2012 do CNS, bem como estamos ciente de suas co-responsabilidades
como institui¢do coparticipante do presente projeto de pesquisa, e de seu compromisso
no resguardo da seguranca ¢ bem-estar dos sujeitos de pesquisa nela recrutados,
dispondo de infra-estrutura necessaria para a garantia de tal seguranca e bem-estar.

Jodo Pessoa, 18 de Novembro de 2016.

ROBERTA BATISTA ABATH
Secretiria de Estado da Satide - PB
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APENDICE D
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O (A) Senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa “DESENVOLVIMENTO
DE TESTE DIAGNOSTICO PARA CASOS DE MICROCEFALIA”como voluntaria. Por favor,
leia este documento com bastante atencdo antes de assina-lo. Caso haja alguma palavra ou frase que o
(a) senhor (a) ndo consiga entender, o pesquisador responsavel pelo estudo e a equipe desta pesquisa
estardo disponiveis para esclarecé-los.

A proposta deste termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) é explicar tudo sobre o estudo e
solicitar a sua permissao para participar do mesmo.

OBSERVACAOQ: Caso o paciente ndo tenha condices de ler e/ou compreender este TCLE, 0 mesmo
podera ser assinado e datado por um membro da familia ou responsavel legal pelo paciente.

Objetivo do estudo
O objetivo geral do estudo é desenvolver kit diagnéstico para identificacdo de Microcefalia.

Duracéo do Estudo

A duracdo maxima do estudo sera de 04 anos, podendo ser antecipado a apresentacdo dos dados finais
mediante finalizacdo de todas as etapas do estudo e a magnitude do problema de sautde publica.

A sua participacdo no estudo sera de aproximadamente 4 horas, tempo necessario para fazer a
entrevista e coleta de sangue da crianga.

Descricdo do Estudo

Participardo do estudo aproximadamente 10 individuos.

Este estudo sera ser realizado nos estabelecimentos de satde do Estado da Paraiba que integram a
Rede do Circulo do Coracdo e Centro de Biotecnologia da UFPB.

O (a) senhor (a) e seu filho (a) foram escolhidos (a) a participar do estudo por que queremos
desenvolver um teste diagnastico para casos de microcefalia, desde que atenda aos seguintes critérios:
1) Residéncia no estado da Paraiba

2) Mae maior de 12 anos de idade

3) Casos e controles atendam as respectivas defini¢des de caso

4) A mde, pai ou pais da mae do bebé assinem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O (a) senhor (a) e seu filho (a) ndo poderéo participar do estudo se apresentarem:

1) Mé&e menor de 12 anos de idade

2) Desnutricdo grave

3) Comprometimento ou suspeita de comprometimento da funcdo imunologica, inclusive infeccéo
pelo HIV, imunodeficiéncia primaria, ingestdo de corticosterdides orais ou injetaveis (ou
equivalentes), ingestdo de farmacos quimioterapicos ou imunomoduladores, entre outros.

4) Administracdo de imunoglobulina ou de outros produtos hemoderivados nos 60 dias anteriores ao
recrutamento

5) Qualquer doenga que, na opinido do investigador, possa constituir um risco de salde para sua
capacidade de participar da pesquisa e fornecer uma amostra de sangue.
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Procedimento do Estudo

Apds entender e concordar em participar, sera realizada uma coleta de dados com a mée ou responsavel
pela crianca tendo como base 0 questionario de investigacdo dos casos de microcefalia ja disponivel
no protocolo de do Ministério da Saude, o qual contempla: dados do servigo de saude, dados do recem-
nascido, informagdes gerais, exame fisico ao nascer; presenca de outras malformacdes, outros achados
clinicos, exames inespecificos, exames etiologicos, exames de imagem, Entrevista com a mae,
identificacdo e dados sociodemogréaficos, antecedentes, habitos durante a gestacdo e dados do pré-
natal.

Uma vez coletadas as informaces, as criancas serdo submetidos a coleta do sangue, por meio de
técnica asséptica padrdo para a coleta das amostras de sangue por pun¢do venosa. Uma amostra de
separador de soro seré coletada da crianca, até 3 ml. Serdo necessarios, no minimo, 500 microlitros de
sangue total para a realizacdo da pesquisa. A familia também sera perguntada se sua amostra pode ser
armazenada para futuros trabalhos sobre o virus Zika e virus correlatos. A familia ndo precisa
comprometer-se com o armazenamento da amostra a ser incluida na pesquisa. Por fim, a mae sera
perguntada se os prontuarios médicos da crianca podem ser examinados para a verificagdo de
resultados de exames de imagem e exames para detec¢cdo de doencas infecciosas.

Destaca-se que as amostras serdo armazenadas em gelo durante o dia até que possam ser trazidas para
o laboratério do Centro de Biotecnologia da UFPB, onde serdo seguidas as etapas de desenvolvimento
do kit diagnostico para identificacdo de Microcefalia.

Beneficios da Pesquisa

Tendo em vista a importancia do estudo, destaca-se que os beneficios sdo bem mais distintos que os
riscos. As criancas serdo beneficiadas por saber se foram infectados ou néo pelo virus Zika, ja que
receberao seus resultados nos servigos de salde de coleta das amostras. Saber se alguém foi infectado
pelo virus Zika é considerado benéfico, tendo em vista que a infec¢do deve conferir imunidade para o
resto da vida. Portanto, ndo se prevé que a pessoa adoeca por causa do virus Zika no futuro (ou seja,
podera excluir infecgdo pelo Zika no diagndstico diferencial caso se apresente ao servico de salde no
futuro com sintomas semelhantes) e ndo constituirdo risco para outros membros da familia se o virus
estiver circulando na area. Além disso, irdo contribuir para o desenvolvimento de kit para diagnoéstico
especifico dos agentes causadores relacionados a Microcefalia.

Riscos da pesquisa

Os participantes do estudo tém o risco de revelagdo involuntaria de informacdes de salde pessoais para
pessoas alheias a equipe de investigacdo. Contudo, a equipe de investigacdo ird procurar mitigar este
risco por meio da manutencdo das informagdes pessoalmente identificAveis em um local sob chave.
Além disso, todos os dados dos participantes serdo inseridos pelo numero de identificacdo exclusivo
em um banco de dados eletronico. A coleta de sangue pode gerar um ligeiro desconforto e hematomas.
E baixo o risco de infecgio associado a coleta de sangue. No entanto, equipes treinadas aplicaro uma
técnica estéril para ajudar a minimizar eventuais riscos. A familia ndo tera de arcar com os custos da
coleta de sangue.

Compensacao
Vocé nédo recebera nenhuma compensacédo para participar desta pesquisa e também nao tera nenhuma

despesa adicional.

Participacdo Voluntaria/Desisténcia do Estudo/Descontinuacdo do Estudo

Sua participacdo neste estudo é totalmente voluntaria, ou seja, vocé somente participa se quiser. A nao
participacdo no estudo ndo implicard em nenhuma alteracdo no seu acompanhamento médico téo
pouco alterara a relacdo da equipe com o0 mesmo. ApOs assinar 0 consentimento, vocé tera total
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liberdade de retira-lo a qualquer momento e deixar de participar do estudo se assim o desejar, sem
quaisquer prejuizos a continuidade do tratamento e acompanhamento na instituicao.

Importante esclarecer, que o pesquisador podera retird-lo do estudo, caso os procedimentos do estudo
possam apresentar algum risco para a sua saude, ou em casos de complicacdes devido aos
procedimentos. Mas isso tudo serd devidamente informado ao Sr (a). Além disso, tanto o pesquisador,
como as autoridades regulatorias (Comité de Etica em Pesquisa), podera interromper o estudo, caso
julgue que 0 mesmo possa apresentar algum dano aos participantes.

Novas Informacdes

Quaisquer novas informacfes que possam afetar a sua seguranca ou influenciar na sua decisdo de
continuar a participacdo no estudo serdo fornecidas a vocé por escrito. Dessa forma, se vocé decidir
continuar neste estudo, tera que assinar um novo (revisado) Termo de Consentimento informado para
documentar seu conhecimento sobre novas informagoes.

Em Caso de Danos Relacionados a Pesquisa
Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos neste
estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituicéo.

Utilizac8o de Reqgistros Médicos e Confidencialidade

Todas as informacg6es colhidas e os resultados dos testes serdo analisados em carater estritamente
cientifico, mantendo-se a confidencialidade (segredo) do paciente a todo 0 momento, ou seja, em
nenhum momento os dados que o identifique serdo divulgados, a menos que seja exigido por lei.

Os registros que trazem a sua identificacdo e esse termo de consentimento assinado poderdo ser
inspecionados por agéncias reguladoras e pelo CEP. Os resultados desta pesquisa poderdo ser
apresentados em reunibes ou publicagbes, contudo, sua identidade ndo serd revelada nessas
apresentacoes.

Quem Devo Entrar em Contato em Caso de Duvida

Em qualquer etapa do estudo vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais dividas. Os responsaveis pelo estudo nesta instituicdo sdéo RENATA
VALERIA NOBREGA (Pesquisador principal) e ENEAS RICARDO DE MORAIS GOMES
(Pesquisador auxiliar) que poderdo ser encontrados na Geréncia de Vigilancia em Saude/SES-PB e
Centro de Biotecnologia/Universidade Federal da Paraiba ou nos respectivos telefones: 083
999043834 e 083 986301235.

Em caso de davidas ou preocupa¢des quanto aos seus direitos como participante deste estudo, o (a)
senhor (a) pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) a Secretaria de Estado
da Salde, através do telefone (83) 3218 7357 / 83 3218 7768 ou pelo e-mail: cep@saude.pb.gov.br

Declaracdo de Consentimento

Concordo em participar do estudo intitulado “DESENVOLVIMENTO DE TESTE
DIAGNOSTICO PARA CASOS DE MICROCEFALIA”. Li e entendi o documento de
consentimento e o objetivo do estudo, bem como seus possiveis beneficios e riscos. Tive oportunidade
de perguntar sobre o estudo e todas as minhas duvidas foram esclarecidas. Entendo que estou livre
para decidir ndo participar desta pesquisa. Entendo que ao assinar este documento, ndo estou abdicando
de nenhum de meus direitos legais.

Eu autorizo a utilizagdo dos meus registros (prontuarios) pelo pesquisador.
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Nome do Participante da Pesquisa Letra de Forma ou a Data
Maquina

Assinatura do Participante da Pesquisa

Nome do Representante Legal do Participante da Data
Pesquisa Letra de Forma ou a Maquina (quando
aplicavel)

Assinatura do Representante Legal do Participante da
Pesquisa (quando aplicavel)

Nome da pessoa obtendo o Consentimento Data

Assinatura da Pessoa Obtendo o Consentimento

Renata Valeria Nobrega
Nome do Pesquisador Principal Data

77 ] o Ry
%ﬂ&‘%:/ Veloun "',-"w:a;'_'/ua:'f.\
Assinatura e Carimbo do Pesquisador Principal

Importante: Este documento é elaborado e devera ser assinado em duas vias: uma sera entregue ao
participante (sujeito da pesquisa) e a outra via ficara com o pesquisador. Todas as paginas deverao ser
rubricadas pelo pesquisador, pelo participante da pesquisa ou seu representante legal, em atendimento
as recomendacdes do CEP.
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APENDICE E

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

TERMO DE ASSENTIMENTOINFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO (Pais ou
responsaveis das mées menores de 18 anos)

Informacéo geral: O assentimento informado para a adolescente ndo substitui a necessidade de
consentimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O assentimento significa que vocé
concorda em fazer parte de um grupo de adolescentes, da sua faixa de idade, para participar de uma
pesquisa. Serdo respeitados seus direitos e vocé recebera todas as informacdes por mais simples que

possam parecer.

Titulo do Projeto:DESENVOLVIMENTO DE TESTE DIAGNOSTICO PARA CASOS DE
MICROCEFALIA.

Investigador: Renata Valeria Nobrega/ Enéas Ricardo de Morais Gomes

Informacéo ao sujeito da pesquisa:

Descricdo do Estudo

Participardo do estudo aproximadamente 10 individuos.

Este estudo sera ser realizado nos estabelecimentos de salde do Estado da Paraiba que integram a
Rede do Circulo do Coracéo.

O (@) senhor (a) e seu filho (a) foram escolhidos (a) a participar do estudo por que queremos
desenvolver um teste diagnostico para casos de microcefalia, desde que atenda aos seguintes critérios:
1) Residéncia no estado da Paraiba

2) Mae maior de 12 anos de idade

3) Casos e controles atendam as respectivas defini¢bes de caso

4) A mée, pai ou pais da mée do bebé assinem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O (a) senhor (a) e seu filho (a) ndo poderéo participar do estudo se apresentarem:

1) Mée menor de 12 anos de idade

2) Desnutricao grave

3) Comprometimento ou suspeita de comprometimento da fung¢do imunologica, inclusive infeccéo
pelo HIV, imunodeficiéncia primaria, ingestdo de corticosterdides orais ou injetaveis (ou
equivalentes), ingestdo de farmacos quimioterapicos ou imunomoduladores, entre outros.

4) Administragédo de imunoglobulina ou de outros produtos hemoderivados nos 60 dias anteriores ao
recrutamento

5) Qualquer doenca que, na opinido do investigador, possa constituir um risco de salde para sua
capacidade de participar da pesquisa e fornecer uma amostra de sangue.

Procedimento do Estudo
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ApOs entender e concordar em participar,, serd realizada uma coleta de dados com a mae ou
responsavel pela crianga tendo como base o questionario de investigacdo dos casos de microcefalia ja
disponivel no protocolo de do Ministério da Saude, o qual contempla: dados do servico de salde, dados
do recém-nascido, informacdes gerais, exame fisico ao nascer; presenca de outras malformacoes,
outros achados clinicos, exames inespecificos, exames etiologicos, exames de imagem, Entrevista com
a mée, identificacdo e dados sociodemograficos, antecedentes, habitos durante a gestacédo e dados do
pré-natal.

Uma vez coletadas as informagdes, as criangas serdo submetidos a coleta do sangue, por meio de
técnica asséptica padrdo para a coleta das amostras de sangue por pungdo venosa. Uma amostra de
separador de soro sera coletada da crianca, até 3 ml. Serdo necessarios, no minimo, 500 microlitros de
sangue total para a realizacdo da pesquisa. A familia também sera perguntada se sua amostra pode ser
armazenada para futuros trabalhos sobre o virus Zika e virus correlatos. A familia ndo precisa
comprometer-se com o armazenamento da amostra a ser incluida na pesquisa. Por fim, a mée sera
perguntada se os prontuarios médicos da crianca podem ser examinados para a verificacdo de
resultados de exames de imagem e exames para deteccdo de doencas infecciosas.

Destaca-se que as amostras serdo armazenadas em gelo durante o dia até que possam ser trazidas para
o laboratorio do Centro de Biotecnologia da UFPB, onde serdo seguidas as etapas de desenvolvimento
do kit diagnostico para identificacdo de Microcefalia.

Beneficios da Pesquisa

Tendo em vista a importancia do estudo, destaca-se que os beneficios sdo bem mais distintos que os
riscos. As criancas serdo beneficiadas por saber se foram infectados ou néo pelo virus Zika, ja que
receberdo seus resultados nos servigos de satde de coleta das amostras. Saber se alguém foi infectado
pelo virus Zika é considerado benéfico, tendo em vista que a infec¢do deve conferir imunidade para o
resto da vida. Portanto, ndo se prevé que a pessoa adoeca por causa do virus Zika no futuro (ou seja,
podera excluir infeccdo pelo Zika no diagnostico diferencial caso se apresente ao servico de saude no
futuro com sintomas semelhantes) e ndo constituirdo risco para outros membros da familia se o virus
estiver circulando na area. Além disso, irdo contribuir para o desenvolvimento de kit para diagnéstico
especifico dos agentes causadores relacionados a Microcefalia.

Riscos da pesquisa

Os participantes do estudo tém o risco de revelacdo involuntaria de informacdes de salde pessoais para
pessoas alheias a equipe de investigacdo. Contudo, a equipe de investigacdo ird procurar mitigar este
risco por meio da manutencdo das informacGes pessoalmente identificaveis em um local sob chave.
Além disso, todos os dados dos participantes serdo inseridos pelo nimero de identificacdo exclusivo
em um banco de dados eletronico. A coleta de sangue pode gerar um ligeiro desconforto e hematomas.
E baixo o risco de infeccdo associado a coleta de sangue. No entanto, equipes treinadas aplicardo uma
técnica estéril para ajudar a minimizar eventuais riscos. A familia ndo tera de arcar com 0s custos da
coleta de sangue.

Compensacéao
Vocé ndo receberd nenhuma compensacao para participar desta pesquisa e também ndo tera nenhuma

despesa adicional.

Participacio Voluntaria/Desisténcia do Estudo/Descontinuacdo do Estudo

Sua participacdo neste estudo é totalmente voluntéria, ou seja, vocé somente participa se quiser. A ndo
participacdo no estudo ndo implicard em nenhuma alteragdo no seu acompanhamento médico t&o
pouco alterara a relacdo da equipe com o mesmo. Apds assinar o consentimento, vocé terd total
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liberdade de retira-lo a qualquer momento e deixar de participar do estudo se assim o desejar, sem
quaisquer prejuizos a continuidade do tratamento e acompanhamento na instituicao.

Importante esclarecer, que o pesquisador podera retird-lo do estudo, caso os procedimentos do estudo
possam apresentar algum risco para a sua saude, ou em casos de complicacdes devido aos
procedimentos. Mas isso tudo serd devidamente informado ao Sr (a). Além disso, tanto o pesquisador,
como as autoridades regulatorias (Comité de Etica em Pesquisa), podera interromper o estudo, caso
julgue que 0 mesmo possa apresentar algum dano aos participantes.

Novas Informacdes

Quaisquer novas informacGes que possam afetar a sua seguranca ou influenciar na sua decisdo de
continuar a participacdo no estudo serdo fornecidas a vocé por escrito. Dessa forma, se vocé decidir
continuar neste estudo, tera que assinar um novo (revisado) Termo de Consentimento informado para
documentar seu conhecimento sobre novas informagdes.

Em Caso de Danos Relacionados a Pesquisa
Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos neste
estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituicao.

Utilizac8o de Reqgistros Médicos e Confidencialidade

Todas as informacg6es colhidas e os resultados dos testes serdo analisados em carater estritamente
cientifico, mantendo-se a confidencialidade (segredo) do paciente a todo 0 momento, ou seja, em
nenhum momento os dados que o identifique serdo divulgados, a menos que seja exigido por lei.

Os registros que trazem a sua identificacdo e esse termo de consentimento assinado poderdo ser
inspecionados por agéncias reguladoras e pelo CEP. Os resultados desta pesquisa poderdo ser
apresentados em reunibes ou publicagbes, contudo, sua identidade ndo serd revelada nessas
apresentacoes.

Quem Devo Entrar em Contato em Caso de Duvida

Em qualquer etapa do estudo vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais dividas. Os responsaveis pelo estudo nesta instituicdo sdéo RENATA
VALERIA NOBREGA (Pesquisador principal) e ENEAS RICARDO DE MORAIS GOMES
(Pesquisador auxiliar) que poderdo ser encontrados na Geréncia de Vigilancia em Saude/SES-PB e
Centro de Biotecnologia/Universidade Federal da Paraiba ou nos respectivos telefones: 083
999043834 e 083 986301235.

Em caso de davidas ou preocupa¢des quanto aos seus direitos como participante deste estudo, o (a)
senhor (a) pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) a Secretaria de Estado
da Salde, através do telefone (83) 3218 7357 / 83 3218 7768 ou pelo e-mail: cep@saude.pb.gov.br

Declaracdo de Consentimento

Concordo em participar do estudo intitulado “DESENVOLVIMENTO DE TESTE
DIAGNOSTICO PARA CASOS DE MICROCEFALIA”. Li e entendi o documento de
consentimento e o objetivo do estudo, bem como seus possiveis beneficios e riscos. Tive oportunidade
de perguntar sobre o estudo e todas as minhas duvidas foram esclarecidas. Entendo que estou livre
para decidir ndo participar desta pesquisa. Entendo que ao assinar este documento, ndo estou abdicando
de nenhum de meus direitos legais.

Eu autorizo a utilizagdo dos meus registros (prontuarios) pelo pesquisador.




Nome

Assinatura do Responsavel pelo adolescente ou impresséo datiloscpica

Nome

Assinatura do Pesquisador

Jodo Pessoa-PB,
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ANEXO 01

Questionario de investigacdo para microcefalia/Ministério da Saude

Dados do servico de saude

Tipo: [ ] Hospital publico [ ] Hospital particular [ ] Hospital filantropico[ ] Domicilio [ ] Outros. Se outros,
especificar:

Identificacdo do servico de saude:

Municipio de ocorréncia:

Prontuario:

Dados do recém-nascido
Informac0es gerais

Data da ocorrénciado parto: ___ /___ /
Sexo: [ ] Masculino [ ] Feminino [ ] Indeterminado Idade gestacional:
semanas dias

Classificacdo quanto a idade gestacional: [ ] Pré-termo [ ] Termo [ ] Pés-termo

Gemelar: [ ] Sim [ ] N&o. Se sim, especificar: [ ] 1° Gemelar [ ] 2° Gemelar [ ] 3° Gemelar

Tipo de parto: [ ] Normal (Vaginal) [ ] Férceps [ ] Cesareo

Ocorreu dano perinatal? [ ] Sim [ ] Ndo — Se sim, qual: [ ] Andxico [ ] Isquémico [ ] hemorrégico [ ]
traumatico

[ ] outros, especificar:

Exame fisico ao nascer

Peso (9): Estatura (cm): Perimetro cefélico (cm): Perimetro toréacico (cm):

Indice de Apgar: 1° min: 5° min: 10° min:

Presenca de outras malformacdes: [ ] Sim [ ] Néo
Se sim, especificar:

[ JAparelho circulatério

[ JAparelho respiratério

[ JAparelho digestivo

[ 1Orgdos genitais

[ JAparelho osteomuscular

Descreva a malformacao encontrada:

Houve outros achados clinicos? [ ] Sim [ ] N&o — Se sim, especificar:
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] ictericia
[ ]anemia

[ ] esplenomegalia

[ ] alteracBes dsseas

[ ] choro ao manuseio
[ ] hidropsia

[ ] rinite muco-sanguinolenta
[ ] hepatomegalia

[ ] lesBes cutdneas

[ ] pseudoparalisia

[ ] petéquias

[ ] plaguetopenia

[ ] convulsbes

[ ] outras, especificar:

Exames inespecificos

Hemograma (considerar o primeiro): [ ] Sim [ ] Ndo - Data da realizagdo: __ / [/

Hb
(mg/dl
)

Ht | Leucocito | Bastonete
(% | s(mmd) s (%)
)

Segmentado
s (%)

Mon6cito
s (%)

Linfécito
s (%)

Plaqueta
s (mm?)

Glicos
e
(mg/dl
)

Puncéo liqudrica: [ ] Sim [ ] Ndo — Data da realizagdo: /[

Aspecto: [ ] Limpido [ ] Purulento [ ] Hemorrégico [ ] Turvo [ ] Xantocrémico [ ] Outros [ ] Ignorado
Hemacia | Leucécito | Bastonete | Segmentado | Mondcito | Linfécito | Proteina | Cloret | Glicos
s(mm?d | s(mmd) s (%) s (%) s (%) s (%) | s (mg/dl) 0 e

(mg/dl | (mg/dl
) )

Exames etioldgicos

Atencao! Preencher os resultados conforme a legenda:

[1] Reagente/Positivo [2] N&o reagente/Negativo [3] Inconclusivo [4] N&o realizado

Agente Amostra Data coleta IgM IgG PCR
Soro do RN
Rubéola Liquor
Urina
Agente Amostra Data coleta IgM IgG PCR
. . Soro do RN
Citomegalovirus —
Liquor

79




Urina

Agente Amostra Data coleta IgM IgG PCR
Soro do RN
Herpes virus Liquor
Urina
Agente Amostra Data coleta IgM 1gG PCR
Soro do RN
Parvovirus Liquor
Urina
Agente Amostra Data coleta IgM IgG PCR
Soro do RN
Toxoplasmose | Liquor
Urina
Agente Amostra Data coleta Resultado | Titulagdo Treponémico
Soro do RN 1:
Sifilis Liquor 1:
Urina 1
Agente Amostra Data coleta Teste rapido | Sorologia WB
HIV Soro do RN
Agente Amostra Data coleta IgM IgG PCR
Soro do RN
Zika virus Liquor
Urina
Agente Amostra Data coleta IgM IgG PCR
Soro do RN
Chikungunya Liquor
Urina
Agente Amostra Data coleta IgM IgG PCR
Soro do RN
Dengue Liquor
Urina

Exames de imagem
Tomografia craniana: [ ] Sim [ ] Ndo [ ] Aguardando — Se sim, data da realizagdo: /[

Resultado: [ ] Normal [ ] calcificagdes [ ] lisencefalia [ ] atrofia cerebral [ ] ventriculomegalia [ ]Jsuturas

Ressonancia magnética craniana: [ ] Sim [ ] Néo[ ] Aguardando — Se sim, data da realizacdo: __ /

calcificadas [ ] outras,

especificar:

/
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Resultado: [ ] Normal [ ] calcificacdes [ ] lisencefalia [ ] atrofia cerebral [ ] ventriculomegalia [ ]suturas
calcificadas [ ] outras,
especificar:

Ultrassom transfontanela: [ ] Sim [ ] Nao[ ] Aguardando — Se sim, data da realizacdo: __ / [/
Resultado: [ ] Normal [ ] calcificagdes [ ] lisencefalia [ ] atrofia cerebral [ ] ventriculomegalia [ ]Jsuturas
calcificadas [ ] outras,
especificar:

Ultrassom abdominal: [ ] Sim [ ] N&o[ ] Aguardando — Se sim, data da realizacdo: __ / __/
Foi encontrada alguma alteragdo: [ ] Sim [ ] N&o — Se sim, especificar:

Ecocardiograma: [ ] Sim [ ] N&o[ ] Aguardando — Se sim, data da realizagdo: __ /__/
Foi encontrada alguma alteracdo: [ ] Sim N&o [ ] — Se sim, especificar:

Outros exames realizados
Fundo do olho: [ ]1Sim [ ] N&o — Se sim, data da realizacdo: __ /__/
Foi encontrada alguma alteragdo: [ ] Sim N&o [ ] — Se sim, especificar:

Teste da orelhinha: [ ] Sim [ ] N&o — Se sim, data da realizagdo: __ /__/
Foi encontrada alguma alteracdo: [ ] Sim N&o [ ] — Se sim, especificar:

Entrevista com a mae
Identificacéo e dados sociodemograficos

Nome:

Data de nascimento: /| Idade: anos

Raga/Cor: [ ] Branca[ ] Preta[ ] Amarela[ ] Parda[ ] Indigena (Etnia: ) [1]
Ignorado

Escolaridade (considerar o maior nivel completo): [ ] Sem escolaridade [ ] Fundamental I [ ]
Fundamental Il

[ 1 Médio [ ] Superior [ ] Ignorado
Estado civil: [ ] Solteira[ ] Casada [ ] Viuva [ ] Separada/Divorciada [ ] Unido estavel [ ] Ignorado
Ocupacéo:

Quantas pessoas moram na sua casa:
Qual ¢é a renda familiar mensal: reais

Endereco atual
Estado: Municipio:
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Logradouro:
NUmero:
Bairro: Telefones:

Morou em outro endereco durante a gestacdo? [ ] Sim [ ] N&o — Se sim:
Estado: Municipio:

Logradouro:
NUmero:
Bairro:

Viajou durante a gestacdo? [ ] Sim [ ] Nao — Se sim:

Datadalda:  /  / Datada Volta: /[ Pais: Estado:
Municipio:

Datadalda: _ /__ / DatadaVolta: /[ Pais: Estado:
Municipio:

Antecedentes

Hé& algum grau de parentesco com o seu companheiro? [ ] Sim [ ] Nao — Se sim, qual:

Vocé possui alguma malformacéo congénita? [ ] Sim [ ] Nao — Se sim, qual (is):

Hé& alguém na sua familia, ou na do seu companheiro, que nasceu com microcefalia? [ ] Sim [ ] Ndo
Vocé fazia uso de algum medicamento de uso continuo? [ ] Sim [ ] N&o — Se sim, Especificar:

Teve diagnostico de alguma doenga pre-existente? [ ] Sim [ ] N&o — Se sim, qual (is):

[ ] Diabetes [ ] Outras doencas metabolicas [ ] Hipertensédo arterial sistémica [ ] Cardiopatia cronica[ ]
Doenca renal cronica [ ] Pneumopatias crénicas [ ] Hemoglobinopatia [ ] Cancer [ ] Doenga auto-imune [ ]
Doenga neuroléptica [ ]Outras,

especificar

Teve diagndstico ou recebeu tratamento para alguma doenca sexualmente transmissivel? [ ]1Sim [ ]
Né&o

Se sim, qual (is): [ JHIV [ ] Sifilis [ ] Gonorreia [ ] Clamidia [ ] Hepatites B e/ou C [ ] Herpes simples
[ ] Outras,
especificar:

Historico obstétrico/ginecoldgico

Primeira gestacdo? [ ] Sim [ ] N&o — Se sim, pular para dados da gestacdo. Se ndo, continuar:
Quantas vezes vocé ja engravidou (considerar abortos e natimortos)?

Quantos filhos nasceram vivos?

Quantos filhos nasceram mortos?

Ja teve algum aborto? [ ] Sim [ ] N&o — Se sim, quantos:
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Algum destes nasceu com alguma malformacao congénita? [ ] Sim [ ] Nao — Se sim, qual (is):

Qual é a data de nascimento do seu ultimo filho? /[

Durante a gestacao
Teve contato com pesticidas? [ ] Sim [ ] N&o — Se sim, especificar:

Teve contato com agrotoxicos? [ ] Sim [ ] N&do — Se sim, especificar:

Teve contato com algum produto quimico? [ ] Sim [ ] Nao — Se sim, especificar:

Realizou algum exame de raio-X? [ ] Sim [ ] Nao — Se sim: [ ] 1° trimestre [ ] 2° trimestre [ ] 3° trimestre

Vocé fez uso de algum destes medicamentos?

Acido félico: [ ] Sim [ ] Ndo — Se sim, data que iniciou o tratamento: __ / [/
Ferro: [ ] Sim [ ] N&o — Se sim, data que iniciou o tratamento: _ /[
Outros: [ 1Sim[ ] N&o Se sim: Quais:

Medicamento 1: data que iniciou o tratamento: __ /
{\/Imamento 2: data que iniciou o tratamento: __ /
{\/Imamento 3: data que iniciou o tratamento: __ /
E\/Imamento 4: data que iniciou o tratamento: __ /
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