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Contexto do estudo: Entre agosto e outubro de 2015 o Ministério da Saude do Brasil
identificou um aumento notavel de casos de microcefalia inicialmente no estado de
Pernambuco, regido Nordeste do Brasil. Até o dia 28 de novembro de 2015, ja haviam
sido notificados 1.248 casos suspeitos de microcefalia em 311 municipios de 14
unidades federais brasileiras. O maior nimero de casos foi registrado em Pernambuco
com identificacdo de 646 casos suspeitos de microcefalia a partir de do inicio de 2015,
seguido dos estados de Paraiba (248 casos) e Rio Grande do Norte (79 casos). No dia 10
de novembro 2015 o Ministério da Saude decretou Emergéncia em Saude Publica de
Importancia Nacional para dar maior agilidade as investigacdes. No final de novembro
um grupo de pesquisadores da Universidade de Pernambuco, Universidade Federal de
Pernambuco e do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhédes-Fiocruz-PE formou o grupo
MERG (Microcephaly Epidemic Research Group), para, juntamente com pesquisadores
e profissionais da assisténcia de diversas unidades hospitalares e com apoio do
Ministério da Saude e de Secretarias do Estado de Pernambuco e do Municipio de
Recife, formular e desenvolver projetos de pesquisa relacionados a este tema.

Objetivo primario: caracterizar o quadro clinico e descrever o crescimento e
desenvolvimento geral, odontoldgico e neurocognitivo nos primeiros dois anos de vida
de uma coorte de criangas identificadas com microcefalia na epidemia observada em
Pernambuco a partir de agosto de 2015.Objetivo secundario: caracterizar o quadro
clinico e descrever o crescimento e desenvolvimento geral, odontoldgico e
neurocognitivo nos primeiros dois anos de vida de uma coorte de criancas consideradas
“borderline”: com perimetro cefalico (PC) entre 32 e 33cm sem alteraces no sistema
nervoso central (SNC) na ultrassonografia transfontanela (USG-TF) basal e cujas mées
tiveram historia de rash ou criancas com PC entre 32 e 33 com calcificagbes no SNC
detectados pela ultrassonografia transfontanela (USG-TF) basal.

Métodos

Desenho de estudo e definicdes de expostos e ndo expostos (controles): Estudo de
coorte clinica. O grupo de expostos sera composto por criancas nascidas com
microcefalia definida como: perimetro cefalico (PC) < 32cm para aqueles nascidos com
37 a 42 semanas de idade gestacional (IG) ou PC < percentil 3 (2 desvios padrao) na
curva de crescimento de Fenton e com alteracBes tomograficas compativeis com
infeccdo congénita do SNC. O grupo controle sera composto por criangas nascidas
com perimetro cefalico normal para a IG e sem alteracdes USG-TF realizado ap6s o
nascimento. O grupo de criangas consideradas borderline sera composto por aquelas
com PC entre 32 e 33cm sem alteragfes no SNC na USG-TF basal e cujas maes tiveram
historia de rash ou criangas com PC entre 32 e 33 com calcificagdes no SNC detectados
pela USG-TF basal. Este grupo sera considerado a parte, para fins de analise.

Para avaliacdo da microcefalia, a idade gestacional do RN sera obtida a partir de USG,
realizada no primeiro trimestre (de preferéncia entre a 8% e 142 semana); como segunda
opcao a data do inicio da ultima menstruacdo (DUM) registrada no cartdo da gestante ou



informada pela mulher e, finalmente, a partir de USG realizada em qualquer outro
momento da gravidez.

Populagéo, local do estudo e coleta de informagdo e amostras: As criangas seréo
acompanhadas no Servico Pediatrico de Doengas Infecciosas do Hospital Universitario
Oswaldo Cruz (DIP Infantil/HUOC-UPE). Os recém-nascidos considerados casos (com
microcefalia) no estudo caso controle, que esta sendo desenvolvido em Pernambuco
pelo MERG e ja tem financiamento garantido pela OPAS/MS-Brasil, serdo
incorporados para a coorte de seguimento e assim 0S MESMOS exames Serdo
considerados para avaliacdo basal. Desta forma, as seguintes informac6es obtidas a
partir de exame clinico, laboratorial e de imagem fardo parte da avaliagdo basal: exame
clinico, incluindo exame ao nascer e dados do parto, avaliagdo do neuropediatra,
exames laboratoriais para investigar anemia e outras alteracdes hematoldgicas, funcéo
renal e comprometimento hepatico: Hemograma, TGO, TGP, ureia, creatinina. Exames
para detectar outras infeccGes congénitas (coinfeccdo) e/ou afastar a hipdtese de outras
possiveis causas de microcefalia: VDRL, sorologias para TORCHES (toxoplasmose,
rubéola, citomegalovirus-CMV, herpes virus e sifilis) e Zikavirus-ZikV, Chikungunya-
ChikV, Dengue-DenV, Parvovirus B19. As sorologias devem ser pareadas com exames
maternos, coletados no mesmo momento. PCR no sangue do corddo umbilical para
ZikV, ChikV, DenV, toxoplasmose e CMV; PCR no LCR para ZikV, ChikV, DenV e
PCR na urina para CMV. Tomografia computadorizada (TC) de cranio para identificar
calcificacbes e avaliagdo dos possiveis danos neuroldgicos. Ecocardiograma
transtoracico (ECO-TT) e USG de abdome total, para investigar outras malformacdes
congénitas. No final do segundo ano de seguimento os casos fardo ressonancia nuclear
magnética (RM), para uma avaliacdo final do SNC no momento em que, nas criancas
normais, ocorre o final do processo de mielizagéo.

Outros exames que serdo acrescidos a investigacdo basal e que ndo constam no estudo
caso controle: Eletroencefalograma (EEG) para avaliar a atividade elétrica cerebral
basal do RN e investigar a presenca de focos epileptogénicos. Avaliacdo oftalmolégica
com exames complementares (retcan, OCT e USG ocular). Avaliacdo otoldgica sera
feita numa subamostra de 90 criangas com o teste BERA.

Coleta de material biol6gico e exames de imagem serdo realizados para expostos e
controles ou grupos de comparagdo seguindo 0s respectivos procedimentos operacionais
padrbes (POP) incluindo armazenamento de materiais bioldgicos para testes posteriores.
Seguimento da coorte: Para o0s casos em que houver positividade de exames
soroldgicos na avaliacdo basal — VDRL e toxoplasmose - pode ser necessario o
acompanhamento seriado de sorologia na crianga, para esclarecer o diagndstico de
coinfec¢do ou para indicar tratamento especifico. Em caso de positividade para CMV na
crianca, 0 exame deve ser repetido a cada 2 meses até sua negativacdo. O EEG sera
repetido em mais duas ocasides ao longo do acompanhamento. As criancas fardo
também uma avaliacdo diagndstica e acompanhamento odontolégico nos primeiros
meses de vida.



Retornos de acompanhamento para reavaliacdo para casos e controles saudaveis:
Depois da avaliagdo basal ao nascer, as criangas serdo revistas aos 3, 6, 12, 18 e 24
meses de idade para coleta de diversas informagfes de interesse para seu seguimento,
que estdo detalhadas na Figura 1.

Figura 1. Intervalos entre as reavaliacBes e atividades/exames programados para serem feitos a cada
momento.

3m 6m 12m
consulta com infectopediatra e consulta com odontopediatra, consulta com infectopediatra e
neuropediatra. Avaliar o infectopediatra e neuropediatra. neuropediatra: avaliar
crescimento (medidas Avaliar crescimento (medidas crescimento (medidas
antropomeétricas) e antropomeétricas) e antropomeétricas) e
desenvolvimento geral e das desenvolvimento geral, desenvolvimento geral e das
funcGes neuroldgicas e investigar odontolégico e das fungGes funcdes neurolégicas e investigar
0 surgimento de convulsdes e neurologicas e investigar surgimento de convulsGes e
outras complica¢des. EEG. surgimento de convulses e outras complicacfes. Avaliagdo
Hemograma, TGO, TGP, uréiae | outras complicacBes. Avaliacdo do desenvolvimento
creatinina. Avaliagdo do desenvolvimento neurocognitivo. EEG.
oftalmoldgica: Retcan, USG neurocognitivo. Hemograma, TGO, TGP, uréia e
ocular, OCT. Avaliacdo creatinina. Ecocardiograma
otolégica: teste de EOA e BERA transtoracico.
18m 24m
consulta com infectopediatra, odontopediatra consulta com infectopediatra, odontopediatra e
e neuropediatra: avaliar crescimento (medidas neuropediatra: avaliar crescimento (medidas
antropometricas) e desenvolvimento geral e antropometricas) e desenvolvimento e das fun¢bes
das fungdes neurologicas e surgimento de neurolégicas e surgimento de convulsdes e outras
convulsdes e outras complicacGes. Sorologias complicac@es. Avaliacdo do desenvolvimento
para ChikV, ZikV, DenV nos casos de neurocognitivo. EEG. Hemograma, TGO, TGP, uréia e
sorologia positiva ao nascimento*. creatinina. RNM.

*A repeticdo de exames soroldgicos sO estard indicada para as criangas que tiverem exames positivos na
avaliagdo basal, para definicdo diagnéstica pelo acompanhamento seriado.

A coorte de casos sera util para descrever a dindmica evolutiva da sindrome clinica
recém-diagnosticada e o surgimento de novos sintomas e complicacdes, considerando
diversos possiveis desfechos. Para fins de comparacdo de grupos serdo considerados
como desfechos principais: o perimetro cefalico, comprometimento visual,
comprometimento auditivo, epilepsia e numero de hospitalizacdes e letalidade.

Tamanho de amostra: Para calcular a amostra e estimar a frequéncia de desfechos
entre casos com significancia de 5%, considerou-se a proporcdes esperadas dos
seguintes os desfechos: letalidade (4%), microcefalia (97%), retardo do
desenvolvimento  neuropsicomotor  (70%), comprometimento visual (60%),
comprometimento auditivo (40%), epilepsia (80%), admitindo-se um erro que variou de
3 a 10%. O maior tamanho de amostra foi de 124 casos para a variavel microcefalia.
Assumimos uma amostra total de 150 casos.

Um grupo controle de 60 criangas sera recrutado para verificagdo da frequéncia desses
desfechos em criangas sem microcefalia. Para fins de analise comparativa serdo
excluidos da coorte as criancas com diagndstico de infeccdo para as causas conhecidas
de microcefalia. Para permitir que a avaliacdo do desenvolvimento neuropsicomotor




leve em conta diferencas nas intervencdes eventualmente adotadas para a coorte de
casos, serdo registradas em questionario todas as intervengdes voltadas para a
estimulacdo precoce ou tardia, com fisioterapia, fonoaudiologia, etc. O grupo controle
sera avaliado quanto aos seguintes desfechos: crescimento, avaliado pelas medidas
antropométricas e desenvolvimento neurocognitivo, avaliado por testes especificos.

Entrada de dados: a entrada de dados sera feita em uma plataforma que incluird um
banco de dados estruturado; méascara para coleta de dados em tablete, quando possivel,
mecanismos para entrada automatica de dados, e para acompanhamento do campo,
incluindo recrutamento de expostos, controles e grupo de comparacdo; fluxo dos
questionarios e materiais coletados e exames e entrada de resultados.

Estratégia de analise: inicialmente sera feita uma caracterizacéo clinica detalhada dos
casos de microcefalia com descricdo do fendtipo caracteristico da sindrome clinica de
infeccdo congénita sob investigacdo: perimetro cefalico, proporcdo cranio-facial,
presenca e evolugdo da paquigiria, proeminéncia da protuberancia occipital, alteragdes
das fungdes neuroldgicas: presenca ou ndo de irritabilidade, como se comportam 0s
reflexos, tdnus muscular, funcdo auditiva e visual (reflexo cocleo-palpebral, fixacdo do
olhar, seguir com o olhar), presenca ou ndo de nistagmo. Sera feita uma descri¢do do
exame fisico geral, focando também a descricdo de outras malformacdes. Para a
investigacdo de outras malformaces internas serdo utilizadas USG e Ecocardiografia.
Esta caracterizacdo também incluird uma descricdo das alteracbes encontradas nos
exames de EEG e de imagem do SNC e de abdémen e térax. Serdo descritos também os
padrbes laboratoriais encontrados para diagnéstico de infeccdo congénita para todos 0s
agentes etioldgicos investigados no estudo, incluindo os padrbes de coinfeccdo. Esses
parametros serdo acompanhados em reavaliagcdes periodicas para o estabelecimento e
caracterizacdo do quadro evolutivo dessa sindrome. No final do periodo de
acompanhamento sera realizada a RNM dos casos para avaliar a conformacédo do SNC
das criancas com microcefalia congénita no momento em que, nas criangas normais,
ocorre o final do processo de mielizacdo. Alguns desfechos terdo suas frequéncias
comparadas no grupo de casos e de controles.

Considerac0es éticas: O projeto sera submetido ao CONEP para avaliacdo em carater
emergencial tendo-se em vista a gravidade e necessidade de respostas rapidas para a
epidemia de Microcefalia congénita e a transcendéncia social do agravo. Apesar deste
carater emergencial, o projeto seguira todos os procedimentos éticos recomendados para
este tipo de estudo pela Resolu¢cdo MS/CNS 466/2012. Sera solicitado consentimento
livre e esclarecido para todas as mées ou para 0s responsaveis legais das criancas. A
maioria dos exames e procedimentos de investigacdo estd em alinhamento com o
Protocolo Clinico e Epidemiologico Microcefalia da Secretaria Estadual de Saude de
Pernambuco (SES), elaborado em conjunto com os especialistas principais hospitais de
referéncia para atendimento de microcefalia e instituido na rotina de atendimento de
rotina das criangas. Procedimentos invasivos nos recém-nascidos (RN) e criancas serdo
evitados ou minimizados pela adogdo de estratégias como coleta de sangue de corddo
umbilical no momento do parto. Na investigacdo das altera¢cdes do SNC sera utilizado o



método que exponha o RN ao menor risco possivel, considerando a indicacdo clinica
como prioridade. Assim, para a escolha do método exame de imagem do sistema
nervoso central, a equipe de pesquisa, juntamente com os especialistas, optou pela TC
por ser mais rapida e de mais facil execugdo, em relagdo &8 RNM e esta indica¢do ndo é
por motivo de pesquisa e sim para a assisténcia aos casos. Para 0s casos, assumiu-se que
0 risco de exposicdo a radiacdo inerente a este exame € suplantado pelos potenciais
beneficios advindos da correta avaliacdo inicial dos RN, considerando o fato de tratar-se
de uma nova sindrome clinica e a necessidade de um exame de imagem para
diagnosticar as malformaces, avaliar o grau de comprometimento e a ocorréncia de
suposta infeccdo do SNC, geralmente sinalizada pela presenca de calcificagdes. Para
ndo expor os controles ao exame de TC, a imagem do SNC para esta populacdo seréd
obtida com USG-TF, que embora ndo seja o0 método de escolha para investigar
calcificagdes no SNC de RN, é considerada uma alternativa adequada, de baixo risco e
sem exposicdo a radiacdo. No final do periodo de acompanhamento dos casos sera
realizada uma RNM, considerando a necessidade de avaliar a conformacao do SNC das
criancas com microcefalia congénita no momento em que, nas criangas normais, ocorre
o final do processo de mielizacdo. Mesmo considerando 0s potenciais riscos do
procedimento e a necessidade de sedacdo dessas criancas para sua realizacdo, este risco
é inferior aquele observado entre RNs e esté justificado pelo potencial beneficio que as
informacdes advindas do exame de imagem possam trazer para a avaliagdo do
prognostico e para o acompanhamento dessas criangas. O exame do liquor tem sido
também indicado pelos médicos que acompanham os RN com microcefalia e estd no
protocolo da SES-PE para assisténcia aos casos, como parte da investigacdo diagndstica
e 0 mesmo procedimento de coleta laboratorial atendera as necessidades de obtencao de
material para pesquisa. Trata-se de um procedimento com potencial risco de acidente
com lesdo de estruturas no SNC, embora este risco seja baixo, quando o procedimento é
executado por especialista experiente. O protocolo de pesquisa prevé a contratacdo de
profissional habilitado e experiente para todas as coletas de liquor, que atenderdo
também as demandas da equipe assistencial. O eletroencefalograma (EEG) foi
acrescentado ao protocolo de investigacdo basal do RN pela equipe de pesquisa, por
sugestdo dos neuropediatras envolvidos na assisténcia aos casos, para avaliar a atividade
elétrica do cérebro, e para investigar a presenca de focos epileptogénicos em outros
momentos do seguimento da coorte. O exame serd realizado com a crianga
preferencialmente naturalmente adormecida e, apenas excepcionalmente, com sedacéo,
caso necessario. Nessas situacdes havera assisténcia especializada a fim de minimizar os
riscos de depressédo inerentes ao procedimento, embora estes sejam baixos.

Considerac6es sobre o orcamento: O orgamento apresentado nesta proposta de projeto
contempla o seguimento dos casos de microcefalia nos meses 3, 6, 12, 18, e 24. A maior
parte da avaliagdo basal ja tem financiamento garantido, uma vez que 0S casos Serdo 0s
mesmos do estudo caso controle, conduzido pelo mesmo grupo de pesquisa. Um
financiamento internacional parcial, para parte dos exames de seguimento da coorte,
correspondente a £38.400,00 ja foi obtido junto a Welcome Trust. Alguns exames
apresentados na tabela de acompanhamento ndo correspondem ao numero total de



pacientes previsto na amostra, uma vez que sO serdo feitos em casos especiais
(sorologias e biologia molecular). Como contrapartida, os exames como Hemograma,
TGO, TGP, uréia e creatinina, serdo de responsabilidade do servi¢o aonde as criancas
serdo acompanhadas. As avaliagdes pediatricas e dos especialistas também serdo feitas
nas unidades de referéncias por profissionais habilitados e pertencentes ao quadro dos
hospitais envolvidos no estudo. Os testes soroldgicos serdo feitos no Laboratdrio
Central da Secretaria Estadual de Saiude (LACEN) e no Laboratério de Virologia do
Centro de pesquisas Aggeu Magalhdes — Fiocruz/PE, referéncia para pesquisa em
Dengue e Zika. Sera solicitado financiamento adicional para os custos com a avaliacéo
dos controles.

Equipe responséavel pela elaboracéo do projeto:

Celina Maria Turchi Martelli - PhD, MD, Pesquisadora Visitante CPgAM/Fiocruz-PE,
Bolsa PQ CNPq Nivel 1C, Epidemiologia de Doencas Infecciosas.

Laura Cunha Rodrigues - PhD, pesquisadora convidada do CPgAM/Fiocruz-PE e
professora de Epidemiologia de Doencgas Infecciosas - University of London/NP.

Demdcrito de Barros Miranda Filho - PhD, professor de Doencas Infecciosas e
Parasitarias, Bolsa PQ CNPq Nivel 2. FCM/UPE.

Ricardo Arraes de Alencar Ximenes - PhD, professora de Epidemiologia de Doencas
Infecciosas, Bolsa PQ CNPq Nivel 1B. UFPE.

Thélia Velho Barreto de Aradjo - PhD, professora de Epidemiologia. Programa de Pds-
graduacdo em Saude Coletiva, UFPE. Pesquisadora na area de salde reprodutiva.

Maria Cynthia Braga - PhD, MD, Bolsa PQ CNPq Nivel 1C, Pediatra e Epidemiologia
de Doencas Infecciosas. CPgAM/Fiocruz-PE

Maria de Fatima P. Militdo de Albuquerque - PhD, pesquisadora, Epidemiologia de
Doencas Infecciosas, Bolsa PQ CNPq Nivel 1D. CPqAM/Fiocruz-PE

Wayner Vieira Souza - PhD, pesquisador, Bolsa PQ CNPq Nivel 1C. CPgAM/Fiocruz-
PE.

Ernesto Torres Marques - PhD, pesquisador sénior e professor Universidade
Pittsburg/USA.  Vacinologia, Biologia molecular, Imunologia  Molecular.
CPgAM/Fiocruz-PE

Maria Angela Wanderley Rocha Mestre em Medicina Tropical UFPE, Médica
infectologista pediatrica, professora. Chefe do setor de infectologia pediatrica do
Hospital Universitario Oswaldo Cruz FCM/UPE.

Regina Coeli Ferreira Ramos - Mestrado em Ciéncias da Saude UPE, Medica
infectologista pediatrica. Coordenadora do ambulatdrio de referéncia de microcefalia
HUOC/UPE.



Com a participacdo de representantes da Secretaria Executiva de Vigilancia em Saude
da Secretaria de Saude do Estado de Pernambuco — e do prof. Sinval Pinto Brandao
Filho PhD, diretor do CPgAM/Fiocruz-PE, Bolsista de Produtividade em Pesquisa (PQ)
CNPq Nivel 2.
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