UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE - UNESC
CURSO DE FARMACIA

NATALIA DOS SANTOS TRAMONTIN

AVALIACAO DE BIOMARCADORES PLASMATICOS DE DEFICIENCIA
INTELECTUAL EM CRIANCAS ENCAMINHADAS AO CENTRO
ESPECIALIZADO EM REABILITACAO 11 LOCALIZADO NA UNIVERSIDADE
DO EXTREMO SUL CATARINENSE

CRICIUMA
2019



NATALIA DOS SANTOS TRAMONTIN

AVALIACAO DE BIOMARCADORES PLASMATICOS DE DEFICIENCIA
INTELECTUAL EM CRIANCAS ENCAMINHADAS AO CENTRO
ESPECIALIZADO EM REABILITACAO 11 LOCALIZADO NA UNIVERSIDADE
DO EXTREMO SUL CATARINENSE

Trabalho de Conclusdo de Curso, apresentado para
obtencdo do grau de Bacharel, no  curso  de
Farmacia da Universidade do Extremo Sul
Catarinense, UNESC.

Orientador(a): Prof. Dr. Paulo Cesar Lock Silveira

Coorientador (a): Prof. Dr Alexandre Pastoris
Muller

CRICIUMA
2019



NATALIA DOS SANTOS TRAMONTIN

AVALIACAO DE BIOMARCADORES PLASMATICOS DE DEFICIENCIA
INTELECTUAL EM CRIANGAS ENCAMINHADAS AO CENTRO
ESPECIALIZADO EM REABILITACAO Il LOCALIZADO NA UNIVERSIDADE
DO EXTREMO SUL CATARINENSE.

Trabalho de Conclusdo de Curso
aprovado pela Banca Examinadora para
obtengao do Grau de Bacharel, no Curso
de Farmacia da Universidade do Extremo
Sul Catarinense, UNESC.

Cricioma, 12 de novembro de 2019,

BANCA EXAMINADORA

N I oW

Orientador: Prof. Paulo Cesar Lock Siveira (UNESC)

\ iave [..:.u,l\c", (‘_:lu\,\v&'\"‘"
Q 9%

Banca Examinadora; Prof®. Cinara Ludvig Gongalves (UNESC)

Banca Examinadora: Prof’. Flavia Karine Rigo (UNESC)



Dedico este trabalho aos meus pais, avés e demais
familiares, orientadores, professores e amigos que

sempre me apoiaram em toda essa caminhada.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, quero agradecer a uma forca maior chamada Deus, que de alguma
forma me deu forcas para continuar esses cinco anos sem desistir. Tenho que agradecer
imensamente a minha mae, a pessoa mais importante da minha vida, que muitas vezes me
consolou quando eu disse que estava cansada, me abragou e disse 0 quanto eu sou capaz
para tal. Ao meu pai/padrasto Giovane que sempre me incentivou e tomou uma cervejinha
comigo para me deixar mais feliz. Agradeco também pai Giovani, que sempre ajudou como
podia e que, da mesma forma, sempre me incentivou a fazer o que eu gosto. Aos meus avos,
Idileta e Renato, que sempre se prontificaram quando eu precisei, principalmente neste
ultimo ano em que vim morar sozinha. A minha tia Paula, que sempre e aconselhou muito
bem e me fez rir até chorar varias vezes. Agradeco a meu irmdo e minha irma, a futura
pedagoga mais linda desse mundinho, por estarem sempre ao meu lado. Enfim, agradeco de
coracdo a todos os familiares que estiveram presentes em toda essa caminhada, me apoiando
e me ajudando quando precisei.

Aos mestres, agradeco primeiramente ao meu orientador Alexandre, obrigada de ter
me aceitado no seu grupo de pesquisa, obrigada pelas broncas, conselhos e obrigada por me
orientar a distancia, eu ndo teria conseguido sem vocé, vocé é minha inspiracdo para quando
eu “crescer”. Ao meu orientador Paulo, obrigada por me acolher e me ajudar quando eu
precisei. Aos demais professores/orientadores, 0 meu muito obrigada também, cada um tem
sua marca nesta caminhada.

Aos amigos, muito obrigada o Perito André, por alimentar minha curiosidade e meu
amor pelo café, com toda a certeza vocé é uma das pessoas que me inspiram a ser melhor
cada vez mais, obrigada por sempre me ensinar algo novo todos os dias e por me acolher de
forma tdo carinhosa todos os dias. A fofa Katherine, Kellermina de Jesus, 0 meu
obrigadinho com muito amor, por me ajudar com a formatacdo do TCC, pelas plantinhas —
que cuidarei com muito amor, e por me oferecer uma bebida quente quando eu precisei,
pode ter certeza que isso fez uma diferenga muito grande. Obrigada a Tuannynha do meu
coragdo, pelos abracos carinhosos e pelas conversas, e Gis, por serem Otimas colegas de
trabalho.



As minha amigas de laboratério, Isadora por me ouvir quando precisei e Ligia pelas
conversas, ao meu amigo Gabriel, por ir no bar comigo e cuidar de mim, a Lari, por aparecer
agora e por ser uma étima colega de laboratorio, obrigada aos demais colegas que néo citel,
mas sdo muito especiais também.

Aos colegas de turma, temos nossas diferencas, muitas vezes ndo nos demos tédo bem,
mas serdo colegas que nunca esquecerei, alguns carregarei para sempre em meu coragéao.

Aos meus colegas da Farmacia Panvel, a Claudinha obrigada por me acolher tdo bem e
por lembrar de mim quando surgiu uma grande oportunidade, a Gerusa por me fazer rir
demais, ao Glauco s6 uma frase resume: Oh yes, né!?, a Fernanda obrigada por me ensinar e
aos demais colegas, obrigada por animar minhas manhas!

Por fim, a todos que fizeram parte de toda essa caminhada, aos que ndo estdo mais ao
meu lado, aos colegas dos estdgios que fiz, aos guias, a0 amigos que encontrei neste
percurso, obrigada, obrigada e obrigada, nada disso seria possivel se ndo tivesse vocés na

minha vida!



“Nunca deixe ninguém te dizer que ndo pode
fazer alguma coisa. Se vocé tem um sonho tem
que correr atras dele. As pessoas ndo conseguem
vencer e dizem que vocé também ndo vai
vencer. Se VOCé quer uma coisa corra atras.”

A procura da felicidade.



TRABALHO DE ACORDO COM AS NORMAS DA REVISTA DE INICIACAO
CIENTIFICA DA UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE



AVALIA(;AO DE BIOMARCADORES PLASMATICOS DE DEFICIENCIA
INTELECTUAL EM CRIAN(;@S ENCAMINHADAS AO CENTRO
ESPECIALIZADO EM REABILITACAO Il LOCALIZADO NA UNIVERSIDADE
DO EXTREMO SUL CATARINENSE
Natalia dos Santos Tramontin!*

Dr. Paulo Cesar Lock Silveira?

Dr Alexandre Pastoris Muller®

1Curso de Farméacia — Universidade do Extremo Sul Catarinense / Cricilima, Santa Catarina, Brasil.
2Programa de poés graduacdo em Ciéncias da Salde - Universidade do Extremo Sul Catarinense /
Criciima, Santa Catarina, Brasil.

3Programa de p6s graduacéo em Farmacologia — Universidade Federal de Santa Catarina /

Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil.

Resumo: Os processos que levam a deficiéncia intelectual (DI) ainda ndo estdo
completamente elucidados e a busca por marcadores que possam diagnosticar e auxiliar no
tratamento de criancas com DI se faz necessario para tornar o seu aprendizado mais
adequado e eficiente. Esse estudo tem como objetivo avaliar marcadores séricos de
desenvolvimento neuronal, vitamina B12 e estresse oxidativo em criangas que apresentam
deficiéncia cognitiva. A amostra da pesquisa foi composta por criangas que apresentaram
algum comprometimento na aprendizagem escolar encaminhadas ao Centro Especializado
em Reabilitacdo Il (CERII) localizado na Universidade do Extremo Sul Catarinense. A
pesquisa foi composta por Grupo Controle (GC) e Grupo Deficiéncia Intelectual (DI). Foi
observado que pacientes que possuem DI apresentam diminui¢do do Fator de Crescimento
Neuronal Beta (NGF-B), em relacdo ao grupo controle, assim como 0s niveis de vitamina

B12, que apresentaram um padrdo semelhante. Ja os niveis de DCFH e carbonilagéo de
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proteinas aumentaram significativamente nos pacientes com DI. Esses resultados
demonstram que alguns marcadores bioquimicos podem estar associados com o déficit
cognitivo infantil e podem auxiliar, futuramente, no diagndstico para o tratamento e
acompanhamento precoce, a fim de fornecer ganho cognitivo e maior qualidade de vida a

criancas com DI.

Palavras-chave: Deficiéncia intelectual infantil. Vitamina B12. Fator de Crescimento

Neuronal Beta. Estresse oxidativo.

Abstract: The processes leading to intellectual problems (ID) are not yet fully understood
and are sought by markers that can diagnose and assist in the treatment of children with ID if
they are needed to make their learning more appropriate and efficient. This study aims to
evaluate biological markers of neuronal development, vitamin B12 and oxidative stress in
children with cognitive impairment. A sample of the research consisted of children who had
some impairment in school learning referred to the Specialized Center for Rehabilitation II
(CERII) located at the University of Santa Catarina. One research was composed by the
Control Group (CG) and the Intellectual Disability Group (DI). It was observed that patients
with DI had a fall in the Neuronal Growth Factor Beta (NGF-f3), compared to the control
group, such as vitamin B12 levels, which presented a similar pattern. There are already
increased levels of DCFH and increased protein carbonylation in patients with ID. These
results demonstrate that some biochemical markers may be associated with childhood
cognitive impairment and may help, in the future, without diagnosis for early treatment and

follow-up, in order to achieve cognitive gain and higher quality of life in children with ID.

Keywords: Child intellectual disability. B12 vitamin. Beta Neuronal Growth Factor.

Oxidative stress.



AVALIACAO DE BIOMARCADORES PLASMATICOS DE DEFICIENCIA
INTELECTUAL EM CRIANCAS ENCAMINHADAS AO CER Il -UNESC

INTRODUCAO

O termo deficiéncia é utilizado para descrever alguma limitacdo do funcionamento
humano, que pode resultar em problemas estruturais, fungbes corporais e atividades
individuais (SCHALOCK et al.,, 2009). A deficiéncia intelectual infantil (DII) é
caracterizada por limitacdes que podem ocorrer antes dos 18 anos de idade, sendo elas a
deficiéncia no funcionamento intelectual e adaptativo (BROWDER, 2010). Os conceitos de
incapacidade e adaptagdo funcional a deficiéncia foram incorporados a Classificacéo
Internacional de Funcionalidade, Incapacidade e Sadde (CIF) (FARIAS; BUCHALLA,
2005; FUNCTIONING AND DISABILITY REFERENCE GROUP, 2010) e é
complementada pela Classificacdo Internacional de Doencas, versdao 10 (CID10) (WHO,
2010).

Para Binet e Simon (1904), deve-se empregar trés métodos diferentes para
diagnosticar a deficiéncia intelectual, sendo eles os métodos: médico, cujo o objetivo é
observar os sinais anatbmicos, fisioldgicos e patoldgicos; o pedagogico, que objetiva julgar
a inteligéncia de acordo com conhecimentos adquiridos; e o psicolégico, que faz
observacdes e medidas diretas sobre o grau de inteligéncia através do estado intelectual no
momento presente, por experiéncias que obrigam o individuo a realizar um esforgo, que
demonstram sua capacidade de compreensdo, julgamento, raciocinio e invencao.

Atualmente, funcionamento intelectual mensurado através de testes individuais de
inteligéncia, como a andlise do quociente de inteligéncia (Ql), sendo considerada deficiéncia
intelectual valores abaixo da média da populacdo, que é em torno de 70 ou menos, segundo
0 DSM-V (AMERICAN PSYCHOLOGICAL ASSOCIATION, 2010; VAHIA, 2013). A
prevaléncia da DI na populacio geral é cerca de 1-3% (GONZALEZ RABELINO et al.,
2013; PASCHOQOS, 2008), enquanto a incidéncia € de 9,1 e 12,6 por mil habitantes
(HEIKURA et al., 2003), mas Mckenzie et al. (2016), em sua reviséo, destaca a escassez de
estudos atuais relatando a prevaléncia e Incidéncia da DI.

Os métodos psicologicos/psicométricos ja estdo bem definidos, porém algumas

alteracbes fisiologicas podem estar ligadas ao estado intelectual mal desenvolvido



(BROWDER, 2010). Para Durkin (2002), alguns fatores de risco podem estar envolvidos no
desenvolvimento da DI, dentre esses riscos podemos citar anomalias ou danos no sistema
nervoso central em pleno desenvolvimento, causados por deficiéncias nutricionais, infeccoes
ou exposicdo a toxinas ambientais, fatores genéticos, complicacbes peri ou neonatais,
trauma, estado socioecondémico ou uma combinagdo destes fatores. Desta maneira, novas
tecnologias e ensaios bioquimicos podem ser uma possibilidade de diagnosticar por meio de
analises biologicas a DI.

Nos ultimos 50 anos, descobriu-se que moléculas extrinsecas que podem influenciar o
comportamento dos neurdnios, tanto durante o desenvolvimento quanto durante o decorrer
da vida, essas moléculas sdo chamadas neurotrofinas (DURAIKANNU et al., 2019), a
principal molécula deste grupo chama-se Fator de Crescimento Nervoso Beta (NGF- ), do
inglés Nerve growth fator beta, uma proteina essencial no sistema nervoso central (SNC)
para a diferenciagdo neuronal, desempenhando fungdes de sobrevivéncia do neurdnios
simpaticos e sensoriais (LEVI-MONTALCINI et al., 1975). Essa proteina pode influenciar
no crescimento e manutencdo do neurénios, plasticidade sinaptica, sintese e liberacdo de
neurotransmissores e neuropeptidios, desenvolvimento da memoria, fungbes cognitivas e
aprendizado, principalmente em areas do hipocampo e cértex cerebral (ACHESON et al.,
1995; LU et al., 2013; MINNONE; DE BENEDETTI; BRACCI-LAUDIERO, 2017).

Outros possiveis biomarcadores que podem influenciar no funcionamento cerebral sdo
0s marcadores de estresse oxidativo, quadro caracterizado pelo excesso de Espécie Reativas
de Oxigénio (ERO’s) ou de nitrogénio e diminui¢do de agentes antioxidantes. As moléculas
ou fragmentos que causam 0 estresse oxidativo sdo as chamadas, principalmente, ERO’s, ou
radicais livres, sendo altamente instaveis e reativas, podendo possuir um ou mais elétrons
desemparelhados em seu orbital, isso faz com que essas moléculas necessitem extrair um
elétron de outras moléculas para se tornarem estaveis (HALLIWELL, 2006). Os radicais
livres podem provocar danos cumulativos, e, até, irreversiveis em macromoléculas
saudaveis, resultando em perda de fungéo e morte celular, que a longo prazo possivelmente
impactara diretamente na saude e expectativa de vida do individuo (ECHTAY, 2007).

Alguns fatores nutricionais podem influenciar no funcionamento cognitivo também.
Diversos estudos sugerem uma grande conexao boa nutricdo e funcao cerebral ideal, pois 0s

nutrientes sdo capazes de desempenhar funcdes cruciais no cérebro, como proliferacéo



celular, sintese de DNA e neurotransmissores, metabolismo do hormonal, além de fazer
parte de sistemas enzimaticos essenciais para desempenhar véarias funcfes cerebrais (DE
SOUZA; FERNANDES; TAVARES DO CARMO, 2011). A vitamina B12, ou
cianocobalamina, € um dos principais cofatores cerebrais, exercendo fun¢des importantes,
como a protecdo do neurdnios contra a degeneracdo, a mielinizacdo axonal, sendo essencial
para conducdo do impulso nervoso, além de poder alterar a sintese de diferentes citocinas,
fatores de crescimento e metabolitos de energia (NYARADI et al., 2013)

Esses biomarcadores, podem auxiliar no diagnostico do individuo para gerar ganho
funcional e cognitivo, melhorando a reabilitagdo, autonomia, independéncia, possibilitando
melhor qualidade de vida e inclusdo social (AMORIM et al., 2010). Evidéncias apontam
que, guanto mais precoce o diagndstico e intervencdo, menores serdo as chances destes
problemas impactarem negativamente o desenvolvimento social e intelectual de criancas que
apresentarem esta deficiéncia (BRASIL, 2012). Desta forma, o presente estudo visa auxiliar
na pesquisa de biomarcadores, que possam ser, futuramente, promissores para o diagnostico
de DII, como os niveis plasmaticos de neurotrofinas, mais especificamente 0 NGF-f, niveis
de vitamina B12 e estado oxidativo, através da carbonilacdo de proteinas e formacdo de
peroxido de hidrogénio, em criancas que apresentam algum déficit cognitivo encaminhadas
ao Centro Especializado em Reabilitacdo I, localizado nas Clinicas Integradas da
Universidade do Extremo Sul Catarinense.

MATERIAIS E METODOS

A amostra da pesquisa foi composta por criangas e adolescentes de 6 a 16 anos de
idade, de ambos os sexos, com ou sem o diagndstico de deficiéncia intelectual que
frequentaram o Centro Especializado em Reabilitacdo Il (CERII), localizado nas clinicas
integradas da Universidade do Extremo Sul Catarinense. As criangas com ou sem
diagnéstico de DI foram divididas em dois grupos, o Grupo Controle composto por criangas
gue ndo possuem diagnéstico ou suspeita de patologias (n=18); e o Grupo Experimental ou

Grupo Deficiéncia Intelectual (DI), composto por criangas com diagnostico de DI (n=16).



De ambos os grupos, coletaram-se amostras sanguineas, onde as mesmas, foram submetidas
a avaliagdes bioquimicas para identificacdo dos biomarcadores.

A pesquisa foi aprovada e iniciada no segundo semestre de 2016 pelo Comité de Etica
e Pesquisa em Seres Humanos da Universidade do Extremo Sul Catarinense, tendo como
base a Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Salde.

Os tutores das criangas foram inicialmente convidados a participar da pesquisa,
autorizando sua realizacdo por meio de assinatura de um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Os materiais biologicos (sangue) foram enviados ao Laboratério de
Biomedicina Translacional Localizado na UNESC e o Programa de Pés-Graduacdo da
Universidade se responsabilizou pelas analises bioquimicas das mesmas.

As variaveis analisadas foram: WISC IV — Escala De Inteligéncia Weschsler Para
Criancas, Columbia, DFH — Desenho da Figura Humana - escala de SISTO, TIG-NV —
Teste de Inteligéncia Geral Nao Verbal para diagnéstico da deficiéncia e compreensdo dos
aspectos mais ou menos afetados.

Os critérios de exclusdo foram: qualquer tipo de diagndstico neurolégico (doenca
neuroldgica ou fisica); ndo estar na faixa etaria proposta para o estudo, ndo aceitar participar
da pesquisa, ndo assinar o TCLE.

As amostras foram centrifugadas para obtencdo do plasma, 3.500 rotagfes por minuto
(RPM’s) por 15 minutos a temperatura ambiente (ANDRIOLO et al., 2014). As espécies
reativas de oxigénio foram analisadas através do método Diacetato de 2°,7’-
diclorofluoresceina (DCFH-DA) pela metodologia de Lebel; Ischiropoulos; Bondy (1992),
os danos oxidativos em proteinas foram mensurados pela determinacdo de
grupos carbonils baseado na reagdo com dinitrofenilhidrazina, conforme previamente
descrito por Levine et al. (1990), a neurotrofina NGF-p, foi investigada utilizando a técnica
de imunoensaio, Elisa (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). Para determinar os niveis
de vitamina B12, houve uma colaboracdo do Laboratorio Diagndésticos do Brasil (referéncia
no pais todo como laboratdério de apoio). As amostras de soro das criancas de ambos os
grupos foram enviadas para o laboratorio citado. Os resultados foram expressos em pg/mL.
O método utilizado para a dosagem da vitamina B12 é a quimioluminescéncia.

Para as analises estatisticas foi elaborado um banco de dados em planilhas do software
Microsoft Excel versdo 2010. Para a comparagdo da média das variaveis quantitativas, como



por exemplo, idade, entre as categorias variaveis de género, foi aplicado o teste t de Student
para amostras independentes. O nivel de significancia adotado foi p <0,05 com intervalo de
confianca de 95%. As representacdes graficas foram produzidas utilizando o software
GraphPad\Prismb.

RESULTADOS

Os dados da caracterizacdo da amostra estudada estdo dispostos na Tabela 1. Neste
estudo foram avaliadas 34 criancas e adolescentes de ambos 0s sexos, alocados em dois
grupos, Grupo DI (n=16) compostos por individuos com a carateristica em estudo e o Grupo
Controle (n=18), o qual foi pareado de acordo com sexo e idade. No grupo controle, 58,8%
(n=10) eram do sexo masculino, 41,2% (n=7) sexo feminino e apenas um participante ndo
informou o sexo. A média de idade dos controles foi de 10,71 (£3,35) anos. Ja no Grupo DI,
56,3% (n=9) eram do sexo masculino e 43,8% (n=7) do sexo feminino, com média de idade
de 10,81 (£2,71) anos.

Tabela 1 - Caracterizacdo da amostra de criancas e adolescentes pertencentes ao Grupo
Controle e DI.

Caracteristicas da Controle (n = 18) DI (n =16)
populacéo N (%), Média (zdp) N (%), Média (+dp)
Sexo
Masculino 10 (58,8) 9 (56,3)
Feminino 7 (41,2) 7 (43,8)
Né&o Informado 1 - 0 -
Tipo de parto
Normal 7 (50,0) 9 (60,0)
Cesaria 7 (50,0) 6 (40,0)
Né&o Informado 4 - 1 -
Idade (anos) 17 10,71 (£3,35) 16 10,81 (£2,71)
Peso ao Nascer (kg) 10 2,95 (0,65) 13 2,82 (x0,47)
Est. ao Nascer (cm) 10 48,35 (£3,11) 10 47,70 (x2,85)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Inicialmente, analisaram-se os niveis de NGF-f, e foi possivel observar, segundo a
figura 1, que o grupo de criancas que possuem DI demonstrou menores niveis plasmaticos

desta neurotrofina, em comparagao ao grupo controle.



Figura 1 — Niveis plasmaticos do Fator de Crescimento Nervoso Beta
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Legenda: Os resultados representam média + desvio padrdo. Os valores do NGF-f3 estdo expressos em pg /mg
de proteina. * DI < controle, p <0,05.

A figura 2 mostra uma diminui¢do significativa de vitamina B12 no plasma de

criancas que apresentam DI em relagdo ao grupo controle.

Figura 2 — Niveis plasmaticos de Vitamina B12
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Legenda: Os resultados representam média + desvio padrdo. Os valores de B12 estdo expressos em pg/ml. * DI
< controle, p <0,05.

As espécies reativas ou niveis plasmaticos de radicais livres podem ser observados na
figura 3. Este estudo demonstrou que os niveis de DCFH estdo aumentados no grupo DI em

comparagdo ao grupo controle.

Figura 3 — Niveis plasmaticos de DCFH
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Legenda: Os resultados representam média + desvio padrdo. Os valores de DCF estdo expressos em U
fluorescéncia/mg de proteina. * DI > controle, p <0,05.

Os danos em proteina foram mensurados através da carbonilacdo de proteinas, ou
niveis do contetdo de Carbonil. Na figura 4 é possivel observar que o contetdo de carbonil

no grupo DI foi maior, em comparagao ao grupo controle.

Figura 4 — Niveis plasmaticos de Carbonil
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Legenda: Os resultados representam média + desvio padrdo. Os valores de Carbonil expressos em nmol/mg de
proteina. * DI > controle, p <0,05.

DISCUSSAO

A DI pode prejudicar o desenvolvimento social nos primeiros anos de vida, pois,
muitas vezes, essas criancas enfrentam problemas para se incluir em grupos, sejam eles na

escola ou n&o, dificultando seu relacionamento com as demais, gerando preconceitos dentre



elas por ter seu aprendizado retardado em comparacdo as criancas sadias. Para que o
tratamento e acompanhamento adequados se iniciem de forma precoce, é de grande
importancia que o diagnostico seja 0 mais rapido e preciso possivel, por isso, 0s
biomarcadores podem auxiliar nesse processo, ja que os testes cognitivos acabam sendo
subjetivos, pois podem variar de acordo com estado atual da crianca. Esse trabalho tem
como objetivo investigar se alguns biomarcadores possam ser uma possibilidade de
diagnostico da DI.

As neurotrofinas, como o NGF-f, entdo envolvidas em varias doencas que afetam a
cognicdo, pois esta presente varias atividades benéficas ao cérebro. O inicio da sua
sinalizacdo ocorre com a ligacdo a receptores especificos transmembranares no cérebro,
tendo como principal o receptor de tropomiosina quinase isoforma A (TrkA) (BOTHWELL,
1995). Uma vez ligado a esse receptor ocorre a dimerizacdo e transformacdo do mesmo
seguida de ativacdo de vias de sinalizacdo intracelulares que, por sua vez, ird promover
fatores protetivos ao sistema nervoso central (SNC), plasticidade neuronal e sinaptica,
diferenciacdo e crescimento neuronal e sobrevivéncia neuronal em condigdes patologicas
(CANTLEY, 2002; CHAO, 2003; YOSHII; CONSTANTINE-PATON, 2010; KAPLAN;
MILLER, 2000; REICHARDT, 2006).

Ainda ndo existem estudos relacionando a DI com menores niveis de NGF-3
especificamente, mas algumas doencas que apresentam déficit cognitivo demonstram que 0s
niveis dessa neurotrofina podem estar diminuidos, como na Doenca de Alzheimer (DA),
onde ha diminuicdo de NGF-B e acetilcolina (Ach) com simultanea reducdo do receptor
TrkA, que leva a atrofia e apoptose de neurdnios colinérgicos (CUELLO, 2019; ETIENNE
et al., 1986; IULITA et al., 2014; MUFSON et al., 1997). Mecanismos semelhantes afetam
0s neurdnios colinérgicos na sindrome de Down (SD), doenca na qual ha déficit cognitivo de
forma bem descrita, 0 processamento da proteina precursora amildide em ambas as doengas
pode levar ao mal funcionamento mitocondrial, estresse oxidativo e disfungdo metabdlica do
NFG-B (CHEN; SAWA; MOBLEY, 2018; COOPER et al., 2001; IULITA; CUELLO, 2014;
PEARCE; GALDZICKI; RAPOPORT, 1995).

A sindrome de Rett (SR) e um disturbio neuroldgico de etiologia desconhecida que
acomete o desenvolvimento mental e fisico, sendo prevalente em criangas do sexo feminino
(BOLTSHAUSER, 2019). Em um estudo investigando os cérebros post-mortem de 9



meninas e mulheres com SR, de 7 a 41 anos, demonstrou que a expressdo de NGF-f e TrkA
foram menores em relagdo as pacientes controle (LIPANI et al., 2000). Sabendo que no
transtorno do espectro do autismo (TEA) ha, em alguns casos, déficit cognitivo, Tsukurova
(2018) também demonstrou que os niveis sorologicos de NGF-B e outras neurotrofinas
estavam diminuidos em criangcas com TEA, sugerindo que h& deterioracdo nos processos
neuroprotetores de criangas acometidas por essa doenga (MORADI et al., 2018).

O resultado anteriormente apresentado, dos niveis de NGF- no presente estudo,
demonstra que hd uma possivel associacdo entre os niveis dessa neurotrofina e deficiéncia
intelectual infantil, j& que doencas que possuem alguma perda na cogni¢cdo ou no estado
intelectual no individuo também revelaram diminuicdo nos niveis desse biomarcador.
Porém, o diagnostico das mesmas ja estdo bem descritos na literatura, ao contrério da DI,
por isso, 0 NGF- pode ser um marcador especifico para diagndstico dessa patologia.

Além disso, o mau desenvolvimento cerebral também pode estar associado a estados
nutricionais deficientes. Varios estudos associam o déficit cognitivo com deficiéncia de
vitamina B12, podendo ser tanto na infancia, comprometendo o crescimento e
desenvolvimento cognitivo (DAWSON-HUGHES et al., 2000; GEWA et al., 2009), quanto
durante a gestacdo (BHATE et al., 2008, 2012; GRAHAM; ARVELA; WISE, 1992,
JADHAV et al., 1962), ja que o desenvolvimento cerebral do feto inicia na terceira semana
de gravidez, e deficiéncias nutricionais neste periodo ou em todo o periodo pré-natal podem
afetar o status cognitivo pos-natal (BENTON, 2010; NYARADI et al., 2013; SMITH;
WARREN; REFSUM, 2018) e o diagnostico tardio de niveis baixos de vitamina B12 pode
levar a danos cognitivos irreversiveis (GREEN, 2017).

O estudo de Duong et al. (2015), demonstrou que a deficiéncia de vitamina B12
aumenta o indice de reprovacdo de série e faltas escolares em uma escola em Bogota,
Colémbia. Outro estudo, realizado com meninas do ensino médio, demonstrou relacdo
positiva entre a ingestdo de vitamina B12 no café da manha e as médias escolares durante o
ano (AHMADI; SOHRABI; EFTEKHARI, 2009). Na Guatemala, Rogers et al. (2003), a
fim de avaliar o desempenho psicoeducacional, demonstrou em seu estudo que um grupo de
criancas que apresentaram baixos niveis de vitamina B12 apresentaram déficit de memoria
de curto prazo e pior raciocinio l6gico, comparadas ao grupo de criangas que apresentaram

niveis normais.



Os resultados apresentados neste estudo demonstraram menores niveis de NGF, isso
pode estar associado a deficiéncia de vitamina B12, ja que ela pode alterar a sintese de
fatores de crescimento no cérebro de ratos, desta forma, imagina-se que tais atividades
possam acontecer no cérebro humano (DROR; ALLEN, 2008; MILLER, 2002;
SCALABRINO et al., 2000).

Von Schenck et al (1997), em um relato de caso, mostrou que a deficiéncia de
vitamina B12 induzida por dietas veganas maternas podem causar atrofia craniana frontal e
frontoparieal grave, seguido de sintomas neuroldgicos, como o desenvolvimento cognitivo e
da linguagem. Em um estudo analisando a prole de ratas, foi possivel observar que a
suplementacdo de vitamina B12 no periodo gestacional delas podem aumentar os niveis de
NGF e fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) no cérebro da prole (RATHOD et
al., 2015).

E possivel que o tratamento para normalizar o nives de vitamina B12 possam ajudar
no ganho cognitivo, mas ndo é capaz de reverter quadros de deméncia, por isso, 0
acompanhamento regular do estado nutricional pode previnir danos cognitivos futuros
(EASTLEY; WILCOCK; BUCKS, 2000; GRAHAM; ARVELA; WISE, 1992). Os
resultados demonstrados neste estudo ndo caracterzam a decificéncia de vitamina B12
(PANIZ et al., 2005), mas sugere uma possivel ligacdo entre baixos nives desta vitamina e
DlI.

Algumas alteracbes metabdlicas também podem modificar o funionamento celular, e
de forma crdnica no cérebro pode aumentar o risco para doencas neuroldgicas que causam
comprometimento cognitivo. Desta forma, alguns parametros de estresse oxidativo foram
investigados no presente estudo. Foi analiasado através do método de DCFH-DA a formacéo
das EROs, essa molécula em niveis fisiologicos é essencial para sinalizacdo redox e defesa
do organismo, por exemplo. J& em niveis elevados pode se tornar uma espécie reativa capaz
de causar danos em proteinas, DNA, membranas celulares e até apoptose neurénios e celulas
da glia (SIES, 2017). Nosso estudo demonstou que os niveis de DCFH estavam aumentados
em criangas que possuem DI, em comparagdo ao grupo controle.

Da mesma forma, no estudo de Sengupta et al. (2019) utilizando meninos de 10 £5
anos em uma casa de reabilitacdo, foi possivel observar que os niveis de estresse oxidativo

foram relativamente maiores em criangas com DI moderada e severa, em comparagdo ao



grupo DI leve, os autores concluem que o aumento do estresse oxidativo pode contribuir
para o desenvolvimento da DI. Na SD o estresse oxidativo também pode estar aumentado,
como demonstrado no estudo de Garlet et al. (2013), e até as enzimas antioxidantes estavam
aumentadas, indicando que possivelmente elas estariam trabalhando para eliminar os
radicais livres e prevenir o organismo de danos celulares.

A neuroinflamacdo pode estar associada a neurodegeneracdo e prejuizo na cognicao,
além disso, inflamacgéo cronica induz estresse oxidativo (LIN; BEAL, 2006). Em modelo
animal de inflamacdo cronica de baixo grau para mimetizar a DA induzida por LPS,
demonstrou que ratos que apresentaram deéficit cognitivo, mostrados através de testes
comportamentais, também apresentaram maiores niveis de DCFH, indicando maior
quantidade do radical hidroxila no cérebro (BORTOLUZZI CANTEIRO et al., 2019).

O carbonil é um dos principais marcadores de estresse oxidativo e dano em proteinas,
podendo gerar produtos finais de glicacdo avancada (AGEs), associados a doencas
neurodegenativas, as ERO’s podem produzir carbonilacio de forma direta e
irreversivelmente, gerando agregados protéicos danificados ou desdobrados de alto peso
molecular que podem inibir a atividade do proteossoma, induzindo a apoptose de neurdnios,
gerando perda cognitiva de forma irrecuperavel (GEORGIOU et al., 2018). No presente
estudo foi possivel observar o aumento de proteinas carboniladas no grupo DI, sugerindo
que criangas que apresentam déficit cognitivo tem maior dano em proteinas comparado as
criancas sadias.

Corroborando com nossos resultados, varios estudos demonstram que na DA e SD
esses resultados sdo semelhantes, ou seja, 0 dano em proteinas em individuos com essas
doencas também é maior (BALCZ et al., 2001; DALLE-DONNE et al., 2003; GARLET et
al., 2013).

Em contra partida, estudo de Parisotto et al. (2014) também com criancas que
apresentam SD, mostrou que a suplementacdo de vitaminas C e E sdo capazes de atenuar o
dano oxidativo e melhorar a capacidade antioxidante atraves de analises do sangues das
mesmas. Além disso, o exercicio fisico aer6bico pode ser um fator protetivo contra o
estresse oxidativo em adolescentes com SD, sendo capaz de diminuir os niveis plasmaticos
de proteinas carboniladas (ORDONEZ et al., 2012). Desta forma, estratégias para diminuir

os nives ERO’s e dano em proteinas pode auxiliar na tratamento de criangas com DI. Além



do mais, bebé&s que nasceram com peso menor ou prematuros, podem apresentar DI
futuramente (MOSING et al., 2018).

Este estudo demonstrou que alguns fatores nutricionais, marcadores de estresse
oxidativo e fatores neurotroficos podem estar associados com diminui¢do ou disfuncéo
cognitiva. E possivel que o monitoramento destes biomarcadores possam auxiliar em
trabalhos futuros, com o objetivo de utiliza-los com parametros de diagnostico laboratorial
da DI, ja que ainda ndo ha uma maneira de avaliar bioquimicamente essa doenca.

O diagndstico precoce pode auxiliar na promog¢édo do tratamento e acompanhamento
adequados dessas criangcas antecipadamente, a fim de melhorar o desenvolvimento
intelectual e social delas. Ainda hd muito o que pesquisar sobre a relacdo destes marcadores
com a DI, mas este é 0 passo inicial para possiveis avancos no diagndéstico laboratorial da
DII.
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RESUMO

A deficiéncia intelectual infantil (DII) é caracterizada por limitagdes que podem ocorrer
antes dos 18 anos de idade, sendo elas a deficiéncia no funcionamento intelectual e
adaptativo. Alguns fatores de risco podem estar envolvidos no desenvolvimento da DlI,
podendo ser: anomalias ou danos no sistema nervoso central em pleno desenvolvimento,
causados por deficiéncias nutricionais, infeccbes ou exposicdo a toxinas ambientais,
fatores genéticos, complicacBes peri ou neonatais, trauma, estado socioeconémico ou
uma combinagdo destes fatores, além de alteracdes fisiologicas, que podem estar ligadas
ao estado intelectual mal desenvolvido. Desta maneira, novas tecnologias e ensaios
bioquimicos, que visam analisar fatores neurotréficos e estresse oxidativo, podem ser
uma possibilidade de diagnosticar por meio de andlises bioldgicas a DII. A amostra da
pesquisa é composta por criangas com diagnostico de deficiéncia intelectual, de ambos
0s sexos, com idade entre 7 a 10 anos, apresentando comprometimento na aprendizagem
escolar, encaminhadas ao Centro Especializado em Reabilitacdo 1l (CERII) - UNESC.
A pesquisa é composta por Grupo Controle (GC), criangas que ndo possuem diagnéstico
ou suspeita de patologias e Grupo Deficiéncia Intelectual (DI), composto por criangas
que apresentaram algum déficit cognitivo. Todos os participantes foram submetidos a
coleta de dados gerais, aplicacdo de testes cognitivos para diagndstico da deficiéncia e
coleta de sangue para avaliacdo e identificacdo de biomarcadores plasmaticos. Serdo
analisados o Fator Neurotrdfico Derivado do Cérebro (BDNF) e Fator de Crescimento
Neuronal Beta (NGF-B), DCFH e carbonilagdo proteica. Novas tecnologias, podem
auxiliar no diagnéstico do individuo para gerar ganho funcional e cognitivo,
melhorando a reabilitacdo, autonomia, independéncia, possibilitando melhor qualidade
de vida e inclusdo social. Evidéncias apontam que, quanto mais precoce o diagnostico e
intervencdo, menores serdo as chances destes problemas impactarem negativamente o
desenvolvimento social e intelectual de criangas que apresentarem esta deficiéncia.
Desta forma, o presente estudo visa auxiliar na pesquisa de biomarcadores, que possam

ser, futuramente, promissores para o diagndstico de DII.

Palavras-chave: Deficiéncia Intelectual Infantil. Neurotrofinas. Estresse oxidativo.

Novas tecnologias. Centro Especializado em Reeducacéo II.






1 INTRODUCAO

O termo deficiéncia € utilizado para descrever alguma limitacdo do
funcionamento humano, que pode resultar em problemas estruturais, funcdes corporais e
atividades individuais (AAIDD, 2010).

Segundo a Associacdo Americana de Deficiéncias Intelectuais (DI) e do
Desenvolvimento (2010), a deficiéncia intelectual infantil (DII) é caracterizada por
limitacGes que podem ocorrer antes dos 18 anos de idade, sendo elas a deficiéncia no
funcionamento intelectual e adaptativo, e a forma com que se é manifestada as

habilidades adaptativas, sociais e praticas.

A prevaléncia da DI na populagio geral é cerca de 1-3% (GONZALEZ et al.,
2013; Harris, 2006), enguanto a incidéncia é de 9,1 e 12,6 por mil habitantes
(HEIKURA et al.,2003), mas Mckenzie et al. (2016), em sua reviséo, destaca a escassez
de estudos atuais relatando a prevaléncia e Incidéncia da DI.

Os conceitos de incapacidade e adaptacdo funcional a deficiéncia foram
incorporados a Classificacdo Internacional de Funcionalidade, Incapacidade e Saude
(CIF) (FARIAS; BUCHALLA, 2005; WHO, 2001) e é complementada pela
Classificacdo Internacional de Doengas, versdo 10 (C1D10) (WHO,1992).

Para Binet e Simon (1904), deve-se empregar trés métodos diferentes para
diagnosticar a deficiéncia intelectual, sendo eles os métodos: médico, cujo o objetivo é
observar os sinais anatémicos, fisioldgicos e patoldgicos, o pedagdgico, que objetiva
julgar a inteligéncia de acordo com conhecimentos adquiridos, e o psicolégico, que faz
observacBes e medidas diretas sobre o grau de inteligéncia. O método médico é
indicativo, esta relacionado desde o fisico, a mente. O método pedagdgico é menos
direto que o psicoldgico, porque o método psicoldgico visa observar o estado intelectual
no momento presente, por experiéncias que obrigam o individuo a realizar um esforco,
que demonstrando sua capaciadade de compreenséo, julgamento, raciocinio e invengédo
(BINET; SIMON, 1904).

Atualmente, mensura-se o funcionamento intelectual através de testes
individuais de inteligéncia, como a andlise de QI, sendo considerada deficiéncia

intelectual valores abaixo da média da populagdo, que € em torno de 70 ou menos,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0891422210003082#bib0105

segundo o DSM-V (AHIA 2013; ANNUAL REPORT OF THE AMERICAN
PSYCHOLOGICAL ASSOCIATION, 2015).

Para Durkin (2002) alguns fatores de risco podem estar envolvidos no
desenvolvimento da DI, dentre esses riscos, podemos citar anomalias ou danos no
sistema nervoso central em pleno desenvolvimento, causados por deficiéncias
nutricionais, infec¢cbes ou exposicdo a toxinas ambientais, fatores genéticos,
complicaces peri ou neonatais, trauma, estado socioecondmico ou uma combinagédo

destes fatores.

Os métodos psicologicos/psicométricos ja estdo bem definidos (ANNUAL
REPORT OF THE AMERICAN PSYCHOLOGICAL ASSOCIATION, 2015), mas
algumas alteracBes fisiologicas podem estar ligadas ao estado intelectual mal
desenvolvido. Desta maneira, novas tecnologias e ensaios bioquimicos, que visam
analisar fatores neurotréficos e estresse oxidativo, podem ser uma possibilidade de
diagnosticar por meio de analises bioldgicas a DI.

Nos ultimos 50 anos, descobriu-se que moléculas extrinsecas que podem
influenciar o comportamento dos neurdnios, tanto durante o desenvolvimento gquanto
durante o decorrer da vida, essas moléculas sdo chamadas neurotrofinas
(DURAIKANNU et al., 2019), as principais, e que serdo abordadas neste projeto, séo o
Fator de Crescimento Nervoso (NGF) e Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro
(BDNF)

O Fator de crescimento nervoso, do inglés Nerve growth fator (NGF), é uma
neurotrofina essencial no sistema nervoso central (SNC) para a diferenciacéo do sistema
nervoso central, desempenhando fungdes de sobrevivéncia do neurbnios simpéticos e
sensoriais (LEVI-MONTALCINI et al. 1975). Essa proteina pode influenciar no
crescimento neuronal, formacao de sinapses, sintese e liberacdo de neurotransmissores e

neuropeptidios, principalmente em areas do hipocampo e cortex (MINNONE, 2017).

Estudos demonstram que o fator neurotréfico derivado do cérebro, do inglés
Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), tem uma papel importante na formagéo de
memoria e modulagdo da capacidade cognitiva, essa proteina € pertencente de uma
familia de proteinas provenientes do cérebro, liberada pelos oligodendrocitos,

encontrada principalmente em regides do cortex e hipocampo, areas indispensaveis para



desenvolvimento da memoria, funcbes cognitivas e aprendizado. (ACHESON et al.,
1995; LU et al., 2013). Essa neurotrofina é capaz de promover o desenvolvimento,
plasticidade sinaptica, neurogénese, manutencdo e sobrevivéncia neuronal (ACHESON
etal., 1995; LU et al., 2013).

O estresse oxidativo pode ser uma alternativa para verificagdo que o organismo
ndo esta em harmonia. As moléculas ou fragmentos que causam o estresse oxidativo sdo
as chamadas, principalmente, Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), ou radicais livres,
e sdo altamente instaveis e reativas, podendo possuir um ou mais elétrons
desemparelhados em seu orbital, isso faz com que essas moléculas necessitem extrair

elétron de outras moléculas para se tornarem estaveis (HALLIWELL, 2006)

Quando h& um excesso de EROs e diminuicdo de agentes antioxidantes, chama-
se esse desequilibrio de estresse oxidativo. Os radicais livres livres podem provocar
danos cumulativos, avaliado através da carbonilagdo proteica, e, até, irreversiveis em
macromoléculas saudaveis, resultando em perda de funcdo e morte celular, e a longo
prazo possivelmente impactara diretamente na saude e expectativa de vida do individuo
(ECHTAY, 2007). O peroxido de hidrogénio (H202) € um dos principais radicais livres,
sendo produto da dismutacdo do radical superdxido (O27) pela enzima antioxidante
superoxido dismutase (SOD), que faz parte da primeira linha de defesa antioxidante
(HALLIWELL, 2006).

Novas tecnologias, como biomarcadores, podem auxiliar no diagnostico do
individuo para gerar ganho funcional e cognitivo, melhorando a reabilitacdo, autonomia,
independéncia, possibilitando melhor qualidade de vida e inclusdo social (AMORIN,
2010). Evidéncias apontam que, quanto mais precoce o diagnostico e intervencao,
menores serdo as chances destes problemas impactarem negativamente o
desenvolvimento social e intelectual de criancas que apresentarem esta deficiéncia
(VIVER SEM LIMITE, 2013). Desta forma, o presente estudo visa auxiliar na pesquisa

de biomarcadores, que possam ser, futuramente, promissores para o diagnostico de DII.

1.1 JUSTIFICATIVA



O acréscimo da producdo e incorporacdo de novas tecnologias esteve
associado a melhora da prevencdo, diagndstico e tratamento das doencas, 0 que
repercutiu no aumento da qualidade de vida. Novas tecnologias estdo surgindo com o
intuido de melhorar o diagnostico e tratamento de individuos acometidos por algum tipo
de deficiéncia, especialmente o comprometimento da fungéo cognitiva.

Sabe-se que existem criancas que ndo apresentam nenhum tipo diagnostico
psiquiatrico ou neurologico especifico, entretanto tem um desempenho escolar
insatisfatorio e dificuldades no aprendizado caracterizando quadro de Deficiéncia
Intelectual. Acreditando que os resultados nos testes cognitivos de criangas com
deficiéncia intelectual podem estar associados a alteracGes fisioldgicas, entende-se a
importancia de conhecé-los, ja que esses fatores podem afetar o desenvolvimento
cognitivo normal. A identificacdo destes fatores pode contribuir com programas de
prevencdo a deficiéncia ou mesmo com praticas no tratamento/acompanhamento do
quadro.

Para os individuos que possuem algum tipo de deficiéncia intelectual, essas
novas tecnologias possibilitam potencializar os ganhos cognitivos e funcionais,
apresentando uma nova possibilidade de reabilitacdo, independéncia, autonomia,
qualidade de vida e inclusdo social, e juntamente com todas essas possibilidades ha a
necessidade de se estudar como essas tecnologias se apresentam para tais disfuncgdes.
Portanto o estudo ira facilitar a insercdo social das criancas com deficiéncia e diminuir a
necessidade de atendimento especializado durante a adolescéncia e vida adulta pelo
SUS.

Ha evidéncias suficientes de que quanto mais precoces forem o diagndéstico
de atraso e a intervencdo, menor serd o impacto desses problemas no desenvolvimento e

na vida futura da crianca.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Esse estudo, em um primeiro momento, visa mapear quais as possiveis
alteracbes bioquimicas em criangas encaminhadas ao Centro Especializado em
Reabilitacdo Il (CER IlI) — UNESC, por meio de biomarcadores plasmaticos de criancas
que apresentam deficiéncia intelectual, entretanto ndo apresentam nenhum outro
disturbio associado, como doencas psiquidtricas ou outros tipos de patologias
associadas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar espécies reativas de oxigénio por meio do método de diacetato de
dicloro-di-hidro-fluoresceina (DCF);

Avaliar danos em proteinas, carbonilacdo de proteinas, pelo método de
carbonil;

Avaliar Avaliar os niveis plasmaticos de fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF) em criangas com deficiéncia intelectual;

Avaliar os niveis plasmaticos de fator de crescimento nervoso beta (NGF-

beta) em criancas com deficiéncia intelectual.



3 METODOLOGIA

A amostra da pesquisa sera composta por criangas com diagnostico de
deficiéncia intelectual que frequentaram o Centro Especializado em Reabilitacdo
localizado na UNESC (CERII).

A pesquisa foi aprovada no segundo semestre de 2016 pelo Comité de Etica
e Pesquisa em Seres Humanos da Universidade do Extremo Sul Catarinense, tendo
como base a Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Salde. Os tutores das criancas
serdo inicialmente convidados a participar da pesquisa, autorizando sua realizacdo por
meio de assinatura de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). A
avaliacdo dos individuos participantes da pesquisa e coleta de sangue se iniciaram logo
apos a aprovacdo do projeto, em agosto de 2016, e seguem até atingir o numero
necessario de participantes.

Sao avaliados individuos com diagnostico de deficiéncia intelectual, de
ambos o0s sexos, com idade entre 7 a 10 anos de idade. As variaveis analisadas séo:
WISC IV — Escala De Inteligéncia Weschsler Para Criancas, Coliumbia, DFH — Desenho
da Figura Humana - escala de SISTO, TIG-NV — Teste de Inteligéncia Geral N&o
Verbal para diagnostico da deficiéncia e compreensdo dos aspectos mais ou menos
afetados. Os critérios de exclusdo serdo: qualquer tipo de diagnéstico neuroldgico
(doenca neuroldgica fisica); ndo estiver na faixa etaria proposta para o estudo, nao
aceitar da pesquisa, ndo assinar o TCLE.

As criancas com ou sem diagnoéstico de DI serdo divididas em dois grupos,
0 Grupo |, Grupo Controle (GC), composto por crian¢as que nao possuem diagnéstico
ou suspeita de patologias para comparacdo do grupo experimental; e o Grupo Il: Grupo
Experimental (GE), composto por criancas com diagnostico de DI. De ambos 0s grupos,
coletaram-se amostras sanguineas, onde as mesmas, serdo submetidas a avaliagOes
bioquimicas para identificagdo dos biomarcadores.

Os materiais biol6gicos (sangue) sdo enviados ao Laboratério de
Biomedicina Translacional da Universidade do Extremo Sul Catarinense-UNESC e o
Programa de Pds-Graduagcdo da Universidade se responsabilizara pelas analises

bioquimicas das amostras.



As amostras foram centrifugadas para obtencgéo do plasma, por 5 minutos, a
4000 RPM’s. Através do método diacetato de dicloro-di-hidro-fluoresceina (DCF) pela
metodologia de Lebel e Bondy, (1990), os danos oxidativos em proteinas foram
mensurados  pela  determinacdo  de  grupos carbonils baseado na  reacdo
com dinitrofenilhidrazina, conforme previamente descrito por Levine et al. (1990), as
neurotrofinas BDNF e Beta-NGF, serdo investigados utilizando a técnica de
imunoensaio, Elisa (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA).

Para as analises estatisticas sera elaborado um banco de dados em planilhas
do software Microsoft Excel versdo 2010. Para a comparacdo da media das variaveis
quantitativas, como por exemplo, idade, entre as categorias variaveis de género, sera

aplicado o teste t de Student para amostras independentes.



4 CRONOGRAMA

O cronograma da realizacdo de todas as atividades do Projeto de Pesquisa e
Trabalho de Conclusdo de Curso |1 esta descrita na tabela 1, abaixo.

Tabela 1: Cronograma das atividades para a realizacdo do Projeto de Pesquisa e

TCCII.
Atividades 2019
> < S T c — > B s 3 N
L = < =2 3 38 L o O =z N
Revisdo X X X X X X X X X X X
bibliogréfica
Qualificagédo do
projeto de Pesquisa
Entrega final do X

projeto de pesquisa

Aprovagao pela
Comissdo de Etica
em Pesquisa

Xlor oN

Coleta de sangue no
CER Il

(Iniciada em Agosto
de 2016)

Avaliacdo dos X X
possiveis
biomarcadores

Andlises dos dados X

Defesa TCCII X

Correcéo X

Entrega final TCCII X




5 ORCAMENTO

Para a realizacdo desta pesquisa, serdo necessario insumos, Kits para
realizacdo das técnicas de identificacdo dos possiveis biomarcadores e questionarios ou
testes cognitivos, 0s mesmos estdo descritos na tabela 2, abaixo.

Tabela 2: Orgamento para realizacdo do Projeto de Pesquisa e TCCII.

Discriminagéao Quantidade Valor  Valor Total
Unitario R$
R$
Kits para analisar os marcadores bioquimicos atraves 2 4.100,00 8.200,00
do método Elisa (DuoSet ELISA) (Beta-NGF e
BDNF)
WISC IV - Escala Wechsler de Inteligéncia para 1 2.900,00  2.900,00
Criangas — Kit
WISC IV - Escala Wechsler de Inteligéncia para 200 33,00 6.600,00
Criancas - Protocolos de Registro
WISC IV - Protocolos de Resposta 1 100 22,00 2.200,00
WISC IV - Protocolos de Resposta 2 100 22,00 2.200,00
TIG-NV - Teste de Inteligéncia Geral - N&o Verbal — 01 205,00 205,00
Kit
TIG-NV - Teste de Inteligéncia Geral - Ndo Verbal - 8 35,00 280,00
Bloco de Resposta ¢/ 25 folhas
COLUMBIA - Escala de Maturidade Mental - Kit 1 500,00 500,00
COLUMBIA - Escala de Maturidade Mental - Bloco 8 43,35 346,80
de Resposta c/ 25 folhas
DFH - Desenho da Figura Humana, Escala Sisto - 1 229,90 229,90
Kit
DFH - Desenho da Figura Humana, Escala Sisto - 4 33,00 132,00

Bloco de Aplicagédo Feminino

DFH - Desenho da Figura Humana, Escala Sisto - 4 36,30 145,20
Bloco de Aplicacdo Masculino

Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 100 0,40 40,00




Sub-total 23.978,70
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ANEXO A — Parecer consubstanciado do comité de ética para pesquisa em

humanos — CEP
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ANEXO B — Termo de Consentimento livre e esclarecido -TCLE

J
N Clinicas Integradas
unesc Tarmaos de Consentmento

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu! dedaro ter sido informado (a) de que o atendimento nas Clinicas
Integradas faz parte do enslno ¢os diversos Cursos da Universidade. Poranto, o atendimento sera reaizada por
akncs capacilados para al, sob 8 supenvisio direta dos professores. Os casos clinicos aqul atendidos
Interessam. entdo, 30 ensing & pesquisa e poderdo ser utilizados para este im. Serdo mantidos em sigiio

conforme as recorrendagias éticas prefiseionsis, garantindo 3 privacdade do atendimento.
Declaro que estou cante,

Cricima, 28 de Outubro de 201§

Assinatura do paciente #/ou respansavel

CONSENTIMENTO REGRAS DE UTILIZAGAO DOS SERVICOS

Eu daclaro ter sido informada (a) que para utilizar o8 Seniges das Clinicas
Integradias deverdo ser alendidas as regras abaixo:

» Chegar pontugirnanis no hordro agendado. Em caso de atraso serd cance'ada a consuita e registrado faits;

« Comunicar 0 n3o comparecimenio & consulta com 24 horas de anlecedancia. Do contrdnic o paciente
reoebard lalla;

« Apos 2 (duas) faltas sem [ustificativa o paciente ndo poderi consultar nos diversas Senigos no pencdo de 1
ano,

o Ag juetificativas dc faltas 56 sarao acedas com alestado médico,

o Para consultas com a pediairia, trazer © cartdo de vacing;

o Trazer exames realizados sntencrmente para 2 consula.

Cricéma, 28 de OQuiubro de 2019

Assinalura do paciente sfou respensavel




NORMAS DE ENVIO DE ARTIGOS DA REVISTA SELECIONADA



Normas para publicacéo
Revista de Iniciagdo Cientifica da UNESC

| — Sobre a formatacdo dos manuscritos

1) Os manuscritos deverdo ser redigidos em portugués, inglés ou espanhol, com
resumos em portugués e abstract em inglés, com titulo nas duas linguas. Deverao ser
enviados em versao eletronica (arquivo.doc), digitados com espacamento de 1,5, fonte
Times New Roman, tamanho 12; obedecendo as margens de 3cm. Os textos deverédo

apresentar uma linguagem precisa, clara e sucinta.

2) Na péagina de rosto, devera constar o titulo do manuscrito, 0 nome completo dos
autores e das instituicdes envolvidas. Deve-se indicar o autor para correspondéncia e
seus enderecos: postal completo e eletronico (Estas informagdes serdo, posteriormente,
retiradas pela Comissdo Editorial, para garantir o anonimato dos autores). Abaixo
devem vir: resumo, palavras-chave (maximo de cinco), abstract, key words e titulo

abreviado (méaximo de 60 caracteres).

3) O resumo e o abstract ndo poderdo exceder a 200 palavras.

4) O limite de paginas de trabalhos teoricos, artigos originais de pesquisa e

revisdes, incluindo figuras, tabelas e referéncias bibliograficas, é de 15.

5) Os artigos originais de pesquisa deverdo conter, sempre que possivel, Introducéo,
Material e Métodos, Resultados, Discussdo, Agradecimentos e Referéncias. As

demais formas de publicacdo ndo necessitam apresentar as subdivisfes acima.
6) As citagdes de referéncias no texto devem obedecer ao seguinte padrdo: um autor
(NETTO,2001); dois autores (MOTTA-JUNIOR; LOMBARDI, 2002); trés ou mais

autores (RAMOS et al., 2002).

7) No caso do(s) nome(s) do(s) autor(es) fazer(em) parte da frase, os nomes devem ser



grafados apenas com a inicial mailscula e o ano da publicacdo deve vir entre
parénteses. Por exemplo: "Segundo Assis e Pereira (2010), as aves migram para regioes

mais quentes."

8) Quando houver, no mesmo ano, mais de um artigo de mesma autoria, deve-se
acrescentar letras minasculas apos o ano, conforme o exemplo: (DAVIDSON et al.,
2000a; 2000b). Quando houver mais de uma citacdo dentro de um mesmo paréntese,
essas devem ser colocadas em ordem cronologica. Exemplo: (GIRARD, 1984;
GROVUM, 1988; DE TONI et al., 2000).

9) As citacdes de referéncias no final do artigo devem obedecer as normas da ABNT,
seguindo a ordem alfabética do sobrenome do primeiro autor (e assim sucessivamente
para os demais autores). Apenas citagdes que aparecem no texto devem constar na lista
de referéncias. As citacGes de resumos de congressos e reunides cientificas ndo poderao
ultrapassar a 10% do total de referéncias citadas. Trabalhos aceitos para publicacédo
devem ser referidos como "no prelo™ ou "in press”, quando tratar-se de artigo redigido
em inglés. Dados ndo publicados devem ser citados apenas no texto como "dados nédo
publicados” ou "comunicagéo pessoal”, entre parénteses.

Exemplos de citagdo na lista final de referéncias

a) artigos em periddicos

ALBUQUERQUE, U. P.; ANDRADE, L. H. C. Uso de recursos vegetais da Caatinga: o
caso do agreste do estado de Pernambuco. Interciéncia, Caracas, v. 2, n. 28, p. 336-346,
2002.

b) livros na integra

MILLIKEN, W.; MILLER, R. P.; POLLARD, S. R.; WANDELLI, E. V. L
Ethnobotany of the Waimiri atroari indians. London: Royal Botanic Gardens Kew,
1992. 146 p.

c) capitulo de livros
COLLEAUX, L. Genetic basis of mental retardation. In: JONES, B. C.: MORMEDE, P.



(Eds). Neurobehavioral Genetics — Methods and applications. 2 ed. New York: CRC
Press, 1999. p. 275-290.

d) teses, dissertacGes e monografias.

FARIA, P. E. P. Uso de biomarcadores de estresse oxidativo no berbigdo
Anomalocardia brasiliana (GMELIN, 1971) para avaliacdo de poluigdo aquética em
dois sitios em Floriandpolis - Santa Catarina - BRASIL. 2008. 37 f. Dissertacdo

(Mestrado em Ecologia) - Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis. 2008.

e) publicacbes em Congressos, Reunides Cientificas, Simpdsios, etc. SILVA, J. F,,
BOELONI. J. N.; OCARINO, N. M.; BOZZI, A.; GOES, A. M.; SERAKIDES, R.
Efeito dose- dependente da Triiodotironina (T3) na diferenciacdo osteogénica de células
tronco mesenquimais da medula dssea de ratas. In: REUNIAO ANUAL DA SBPC, 60,
2008, Campinas. Resumos... Campinas: SBPC, 2008. Verséo eletronica.

f) paginas da Internet
FOX,R.InvertebrateAnatomy-Daphniamagna.2002. Disponivel
<http:www.science.lander.edu/refox/daphnia.html>. Acesso em: 22 maio 2003.

10) As figuras (fotografias, desenhos, etc.) e as tabelas ja devem ser inseridas no corpo
do texto, no melhor local apos o final do paragrafo em que foram citadas pela primeira
vez. Quando for o caso, as figuras devem conter a representacdo da escala em barras.
Sempre que possivel, as ilustracbes deverdo ser coloridas. Tabelas e figuras devem ser
numeradas com algarismos arabicos de acordo com sua sequéncia no texto, sendo que
este deve incluir referéncias a todas elas. As tabelas e figuras deverdo ter um titulo (em
cima das mesmas) breve e auto-explicativo. Informacgdes adicionais, necessarias a
compreensdo das tabelas e figuras, deverdo ser dadas em forma de nota de rodapé,

embaixo das mesmas.
Il — Sobre a avaliacdo e a publicagédo dos manuscritos
1) Preliminarmente, 0 manuscrito sera avaliado por um Editor de Area, que emitira um

parecer sobre a adequacdo do mesmo ao escopo da Revista e & qualidade de sua
redacéo.



2) Em caso de parecer favoravel ao inicio da tramitacdo, pelo Editor de Area, 0
manuscrito serd analisado por dois avaliadores, especialistas no tema do mesmo, sendo
sua aceitacdo baseada no seu conteudo cientifico.

3) Os autores receberdo os pareceres dos avaliadores e deverdo encaminhar a nova
versdo, em um prazo maximo de 20 dias, com as altera¢cdes sugeridas, em formato
eletrénico (.doc). No caso do ndo atendimento de alguma sugestdo dos avaliadores, 0s
autores deverdo apresentar uma justificativa circunstanciada, em documento anexado a
parte.

4) A versdo corrigida sera re-submetida a pelo menos um dos avaliadores para que as
alteracdes procedidas sejam avaliadas.

5) Uma vez aceito quanto ao mérito cientifico, os autores se responsabilizardo pelo
envio do texto em inglés a um dos revisores da lingua inglesa indicados pela revista.
Ap0s a correcao do inglés, os autores deverdo encaminhar a versao corrigida juntamente
com a certificacdo do revisor do texto em inglés.

6) Apos a aceitacdo para publicacdo, provas definitivas do artigo, em formato pdf, serdo
enviadas para a Ultima corre¢do dos autores. Erros nessa Ultima forma serdo de total
esponsabilidade dos autores.

7) Os arquivos PDF’s dos manuscritos aceitos serdo disponibilizados, com acesso livre,
na pagina da revista (http:periodicos.unesc.net) Condicdes para submissao

Como parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relacéo a todos os itens listados a seguir. As submissdes
gue ndo estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.

1. A contribuicdo é original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para publicacdo por
outra revista.

2. Os arquivos para submissédo estdo em formato Microsoft Word (.doc).
3. URLs para as referéncias foram informadas quando necessario.

4. O texto esta em espago 1,5; usa fonte Times New Roman, tamanho 12; emprega
italico apenas em nomes cientificos (género e espécie) em vez de sublinhado (exceto em
enderecos URL); as figuras e tabelas estdo inseridas no texto, no melhor local apds sua
primeira citacao.



5. O texto segue os padrdes de estilo e requisitos bibliograficos descritos em Diretrizes
para Autores, na secdo Sobre a Revista.

6. O(s) autor(es) se compromete(m), caso 0 manuscrito seja aceito, a submeter e arcar
com as despesas da correcdo do texto em inglés (seja apenas o abstract, seja 0 texto
completo). Esta correcdo deverd ser feita por um dos revisores da confianca da comissao
editorial da revista. Apos a correcdo ser realizada, o(s) autor(es) devera(ado) encaminhar
a copia da correcdo feita pelo revisor, bem como uma certificagdo da correcéo realizada.

7) Os arquivos PDF’s dos manuscritos aceitos serdo disponibilizados, com acesso livre,
na pagina da revista.
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