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APRESENTACAO

Farmacia e Biomedicina integram o time das ciéncias da saude que constituem
nas areas que estudam sobre a vida, a saude e a doenca. No qual focam na manutencéo
e na melhoria da saude para o individuo, grupos especificos e comunidades.

A obra “Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes” consiste de uma série de livro
(E-book) de publicagao da Atena Editora, em seus 28 capitulos de artigos cientificos
do volume I, a qual abordam tematicas atualizadas de diferentes ambitos que vao
desde relatos de casos até a analise de medicamentos, plantas e microbiologia, entre
outros.

Sendo assim, almejamos que este livio possa contribuir com informagdes
pertinentes e atualizadas para os estudantes e profissionais da area de farmacia e
biomedicina, oportunizando a ampliagdo dos conhecimentos sobre o tema.

Desejamos a todos uma boa leitura!

Leticia Bandeira Mascarenhas Lopes
Tiago Sousa Melo
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ETIOPATOGENESE DA ERITROBLASTOSE FETAL

José Virgulino de Oliveira Lima
Centro Universitario Santo Agostinho — UNIFSA

Teresina — Piaui

Gisele Lopes Cavalcante

Universidade Federal do Piaui — UFPI
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RESUMO: O fator Rh € uma proteina sanguinea
que o sangue humano pode apresentar (Rh
positivo) ou ndo apresentar (Rh negativo). A

Biomedicina e Farmécia: Aproximacoes 3

RELACIONADO AO FATOR RH

eritroblastose fetal consiste na destruicdo das
hemacias decorrentes de umaincompatibilidade
entre o Fator Rh do sangue materno e fetal.
Ocorre quando o Rh do feto é positivo e 0 da
méae é negativo, assim o sistema imunoldgico
ird desencadear uma reacéo onde os anticorpos
da méae atacam os antigenos eritrocitarios
especificos do feto, ou seja, perde a autolerancia
a seus antigenos. O presente artigo tem como
a etiologia, patogenia,
manifestacdes clinicas da eritroblastose fetal,

objetivo evidenciar

bem como trazer formas de prevencédo. O
estudo trata-se de uma pesquisa bibliografica,
qualitativa, exploratoria e analitica, acerca do
tema, utilizando revistas indexadas em SciELO,
Lilacs, Medline e também foram pesquisados
livros referentes ao tema. Foi possivel constatar
que a patogénese da eritroblastose fetal se
desenvolve comumente em uma segunda
exposicao ao fator Rh incompativel, pois na
primeira exposicao tera uma resposta imune
primaria, onde tera presenca apenas antigenos
IgM, que por ser muito grandes, ndo atravessam
a placenta e por isso nao ira desenvolver, ha
nao ser que ocorra transfusées erradas. Em
uma segunda exposicdo havera anticorpos
IgG que, por serem pequenas atravessam
a placenta, causando eritroblastose, como
forma de prevencdo a gestante deve tomar a
imunoglobulina anti-Rh ou Anti-D. Conclui-se
que essa doenca se da pela isoimunizagao
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materna e que decorréncia da destruicdo das hemacias, pode ocorrer consequéncias
tais como anemia, ictericia e kernicterus.
PALAVRAS-CHAVE: Eritroblastose fetal. Hemacias. Sistema Rh.

ABSTRACT: The Rh factor is a blood protein that human blood can present (Rh
positive) or not present (Rh negative). Fetal erythroblastosis is the destruction of red
blood cells caused by an incompatibility between the Rh factor of maternal and fetal
blood. Occurs when the fetus is Rh positive and negative of the mother is thus the
immune system will trigger a reaction where the mother’s antibodies attack the specific
blood group antigens of the fetus, or lose their autoleréncia antigens. This article aims
to highlight the etiology, pathogenesis, clinical manifestations of fetal erythroblastosis
and bring prevention methods. The study deals with a bibliographic research,
qualitative, exploratory and analytical, on the subject, using journals indexed in SciELO,
Lilacs, Medline and were also researched books on the topic. It was found that the
pathogenesis of fetal erythroblastosis develops commonly in a second exposure to
incompatible Rh factor, as in the first exhibition will have a primary immune response,
which will only IgM antigen presence, which is very large, do not cross the placenta and
this will not develop, there is not occurring erroneous transfusion. In a second exposure
will IgG antibodies which, being small cross the placenta, causing erythroblastosis, for
prevention of pregnant women should take the anti-Rh immunoglobulin or anti-D. It is
concluded that this disease is by maternal isoimmunization and due to the destruction
of red blood cells, can occur consequences such as anemia, jaundice and kernicterus.
KEYWORDS: Fetal Erythroblastosis. RBCs. Rh system

INTRODUCAO

Em 1940, Landsteiner e Wiener através de pesquisas com macacos da raca
Rhesus, motivo pelo qual recebeu o nome de sistema Rh, cujo sangue injetado em
coelhos provocava a producéo de anticorpos (anti D) aglutinando o sangue destes.
Posteriormente, descobriu-se que uma porcentagem de individuos possuia esses
antigenos nas hemacias, denominaram-se esses individuos de Rh positivo, e 0
sangue que ndo apresentavam esses antigenos foram denominados Rh negativos
(HARMENING, 2006).

O sistema Rh é considerado o mais complexo dentre 0s grupos sanguineos,
pois apresenta alto grau de imunogenicidade e polimorfismo, apresentando cerca de
49 antigenos eritrocitarios sendo o D, C, ¢, e, E, os mais importantes (MARTINS, 2008).
O antigeno Rh-D é encontrado em 85% das pessoas, sendo o unico de importancia
clinica, ou seja, considerado o mais imunogénico e com maior probabilidade de
imunizacdo seguido dos antigenos c, E, C, e, chamados de antigenos irregulares.
(SABINO, 2008)

A doenca hemolitica perinatal (DHPN), também conhecida como eritroblastose
fetal ou isoimunizacao Rh, € um quadro em que a mae RhD negativo produz anticorpos
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contra hemacias fetais RhD positivo, levando a hemolise, a anemia e, por vezes, ao
Obito intrauterino. No entanto, consiste em uma patologia imunolégica ocasionando
a destruicao dos eritrocitos do neonato ou feto através da passagem, pela placenta,
de anticorpos maternos do tipo IgG, dirigidos especificamente contra os antigenos
presentes na membrana eritrocitaria fetal ou do recém-nascido (HASSAN et al, 2014).

As causas dessa patologia ja descritas e comprovadas séo as transfusdes
de sangue, derivados incompativeis e transfuséo feto-materna por aborto, gravidez
ectopica e parto. Os danos gerados acometem somente o feto ou recém-nascido,
dentre eles estéo a ictericia, reticulocitose, palidez, hepatoesplenomegalia e edema
generalizado. (MOLEIRO et al, 2004).

O objetivo do presente artigo traz como propoésito principal descrever sobre a
etiologia, patogénese e manifestagdes clinicas da eritroblastose fetal relacionado ao
fator RH, bem como trazer formas de prevencéo.

METODOLOGIA

Esse trabalho foi desenvolvido por meio de uma reviséo, acerca do tema, em
artigos publicados, por revistas indexadas em Lilacs, SciELO, Medline, também foram
pesquisados sites e livros referentes ao tema , do periodo de 2004 a 2015. O presente
estudo é classificado como uma pesquisa bibliografica, qualitativa, exploratoria e
analitica. Sua classificacdo se da levando em consideracéo varias caracteristicas,
séo elas: Quanto ao procedimento: classifica-se como pesquisa bibliografica, pois
foi feito utilizando levantamento de referéncias ja publicadas e analisadas. Quanto
a abordagem: classifica-se como pesquisa qualitativa, devido ao nédo interesse em
representatividade numérica e sim no estudo teérico minucioso do tema. Quanto aos
objetivos: classifica-se como pesquisa exploratoria, pois tem como propoésito tornar o
assunto explicito e com maior familiaridade para os futuros leitores. Quanto a revisao:
classifica-se como pesquisa analitica porque ha uma avaliacdo dos conteudos
apresentados no trabalho, a fim de se obter um maior esclarecimento frente ao tema.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O sistema Rh recebe varias nomenclaturas, cada uma levando em consideracéo
uma caracteristica especifica. A termologia mais adotada é a de Fisher-Race (1948),
dois estudiosos que descreveram que os antigenos pertencentes ao grupo Rh eram
produzidos por trés grupos de alelos. Cada gene era responsavel pela producao de
um antigeno na superficie do eritrocito. Porém, hoje € aceito que apenas dois genes
controlam a expresséo do Rh, o gene RHD que codifica o antigeno D, e o gene RHCE
que codifica as proteinas C, c, e, E e estao situados no cromossomo um (TAVEIRA,
2015).
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Analisando-se as publicagdes verificou-se que a eritroblastose fetal tem inicio
em decorréncia da entrada de hemacias, na circulagdo, com o antigeno que a mée nao
possui através da placenta de eritrOcitos fetais para a circulagdo materna, portadores de
antigenos de superficie diferentes dos maternos. Entéo, o sistema imunoldgico materno
comeca o processo de sensibilizacdo, que ocorre a exposicao inicial, comumente, em
um 1° parto, ao qual é exposto a um antigeno eritrocitario do sistema imune da méae,
que produz anticorpos do tipo IgM (resposta imune primaria), que possuem elevado
peso molecular, sendo assim transplacentario, ou seja, ndo atravessa a placenta, com
isso ndo ird desenvolver a eritroblastose fetal, com excecéo, de transfusdes errbneas
(SCHMIDT, 2010).

Porém, aos poucos vai sendo substituidos em uma segunda exposi¢ao a esse
antigeno, geralmente, em um 2° parto desencadeia-se uma produ¢cdo macica de
anticorpos do tipo IgG (resposta imune secundaria), com baixo peso molecular, que
podem atravessar a barreira placentaria (figura l). Que se ligam especificamente aos
antigenos eritrocitarios do feto, devido a incompatibilidade tratam o feto como “invasor”
(LORENZI, 2013).

O grau de sensibilizacdo da mae é diretamente proporcional a quantidade de
hemorragia feto-maternal, onde os eritrocitos terao um numero suficiente de moléculas
de anticorpo que sao destruidos no sistema reticulo-endotelial fetais, acarretando
consequéncias ao feto que se estende até apds o nascimento, como o ébito do feto.
Portanto, quando isso nao ocorre, o0 bebé pode nascer com lesées no sistema nervoso
(PEREIRA, 2012).

A sensibilizacdo, de modo geral, se d4& como um reconhecimento do sistema
imunoldgico frente a um antigeno. Essa resposta pode ser dividida em fases: o
reconhecimento do antigeno, ativacdo dos linfocitos, eliminacdo dos antigenos,
declinio e memoria. ApOs essa fase, ha a ativagéo dos linfécitos, o reconhecimento
parte do linfécito TCD4 que liberam citocinas que, por sua vez, irdo ativar os linfécitos
TCDS8 e linfécitos B (GRIFFITHS, 2006).

Essa fase engloba diversos processos como a expansao clonal (multiplicacéo
das células ativadas), diferenciacdo (nesse momento células imaturas tornam-se
células efetoras que sdo capazes de eliminar os antigenos). Apés a eliminagao eficaz,
o sistema imunoldgico entra em homeostase guiado por enzimas que diminuem o
gasto energético do organismo através da apoptose do excesso de células produzidas
na expansao clonal para que né&o provoque novas complicacbes a mae e feto e,
por fim, ha a conversdo de algumas células que sobrevivem em células de memoria
imunologica (ABBAS, 2011).

A eritroblastose fetal acontece quando a méae ndo possui antigenos especificos
e é sensibilizada. A sensibilizacdo além de ser acometido por gravidez anterior, bem
como por transfusdo de sangue, também, pode acontecer por amniocentese (avaliagao
do pigmento de bilirrubina presente no liquido amnibtico), abortos anteriores induzidos

ou naturais, ou qualquer outro traumatismo placentar (SILVA, 2011).
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Figura 1. Patogénese da Eritroblastose Fetal
Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

O risco de hemorragia em decorréncia da eritroblastose estd aumentado em
situacdes como: placenta abrupta, aborto espontaneo ou provocado, gravidez ectopica,
traumatismo abdominal, ou em certas técnicas invasivas. Para diminuir o risco, no
caso da mae Rh negativo, indica-se a administragao de imunoglobulina anti D, vacina
conhecido comercialmente como rolgan ou matergam, que destréi as células Rh+ do
feto, prevenindo a producgéo de anticorpos anti Rh D, porém deve ser administrado o
mais cedo possivel, uma vez que sua meia-vida na circulagdo de individuos de IgG é
de aproximadamente, 3 a 4 semanas. (NARDOZZA et al, 2010).

Portanto, essa hemdlise associada a incompatibilidade de classificagdo ABO é
limitada as mées do de tipo sanguineo O nas quais os filhos sdo do grupo sanguineo
A ou B positivos (BAIOCHI, 2009). Na incompatibilidade sanguinea ou de fator Rho(D)
entre mae e feto, os eritrécitos do feto podem atravessar para o organismo materno e
levar a producao de anticorpos, capazes de atuar contra os eritrocitos do proprio feto
devido a incompatibilidade entre o fator Rh da méae e feto e podem retornar (figura 2),
causando assim a eritroblastose fetal (SA, 2006).

A eritroblastose fetal gerada pela incompatibilidade Rho (D) manifesta-se

em, aproximadamente, 6% de todos os nascimentos.Comumente, a producao de
anticorpos pelo organismo materno comeca ap0s a primeira gestacao, representando
assim um risco para a maioria das gestacgdes subsequentes devido a sensibilizac&o da
primeira gestacao, como ja citado anteriormente (MOLEIRO et al, 2004).
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Figura 2. Esquema de Isoimunizagcédo Rh.
Fonte: Mesquita et al, 2005.

A hemolise gerada por esses anticorpos ndao ocorre no sistema intravascular,
pois ndo ligam o sistema complemento, mas sim no sistema reticulo endotelial do feto,
através do reconhecimento dos eritrdcitos sensibilizados, sendo destruidos no bacgo
(RECHE, 2014). A destruicéao eritrocitaria traz algumas consequéncias a homeostase
do seu organismo, podendo ser estabelecida um quadro anémico que se néo tratada
de forma adequada gera o lancamento de células imaturas para a circulacéo, os
eritroblastos e reticulocitos (SA, 2006).

A anemia intensificada leva a um feto anémico e com baixa na concentrago de
albumina, condi¢des que explicam a insuficiéncia congestiva, 0 edema generalizado e
hepatoesplenomegalia, caracterizando a Hidropisia fetal (determinada como o aspecto
edemaciado no tecido subcutidneo com efusdo serosas de cavidades, uma ou mais)
(MALTA et al, 2010).

A hemolise além de ocasionar anemia, gera um aumento da bilirrubina (gerada
a partir da degradacéo do grupo heme da hemoglobina), levando a ictericia e no caso
mais grave, a Kernicterus, doenca caracterizada pelo acumulo de bilirrubina indireta
no cérebro, essas duas conseqlencias ocasionadas pelo aumento de bilirrubina foram
citadas na Figura |. (LORENZI, 2013).

O diagndstico pode ser realizado tanto no periodo gestacional como apés o
nascimento e é concluido através de varios exames como a pesquisa de anticorpos
fixados sobre as heméacias (Teste da Antiglobulina Direta — TAD), Eluicdo que serve
para remover 0s anticorpos presentes na membrana dos eritrécitos para identifica-los
posteriormente, pesquisa de anticorpos no soro (Pesquisa de Anticorpos Irregulares —
PAl), entre outros (RECHE, 2014).

Como forma de prevencao a eritroblastose fetal, a gestante deve tomar a
imunoglobulina anti-Rh ou Anti-D, aplicada geralmente na 28* semana de gestacao
e também em até 72 horas apdés o parto, bloqueando, assim, a producédo dos




anticorpos anti-Rh, evitando a sensibilizacdo da mae. Porém mesmo com tantos
avancos na profilaxia da eritroblastose fetal, ainda existem mulheres Rh-negativo com
sensibilizacdo ap6s o parto de uma crianca Rh-positivo. (SA, 2006).

Segundo a lista de causas de mortes evitaveis por intervencbes do Sistema
Unico de Saude (SUS) do Brasil (2010), as doencas hemoliticas do feto devidas a
isoimunizagédo sao classificadas como familia principalmente da mée, realizac&o de
testes clinicos e exames sorolégicos corretamente compdem as medidas preventivas
suficientes para evitar o desenvolvimento da eritroblastose fetal (MALTA et al, 2010).

CONSIDERACOES FINAIS

A eritroblastose fetal € uma isoimunizagédo de anticorpos maternos da classe
IgG, conduzidos contra os eritrocitos do feto, € uma doencga grave que pode acarretar
inUmeras complicacdes para o feto ou recém nascido até o 6bito do mesmo. A
incompatibilidade por RhD & comum, porém tomando as medidas preventivas,
a incidéncia do desenvolvimento de patologias decorrentes desses anticorpos é
praticamente inexistente.

O estudo enfatiza a etiologia, patogénese, manifestacées clinicas, além de
abordar que ha possibilidade de prevencao, tornando uma doenca evitavel. Sendo
assim, tendo um acompanhamento correto no pré-natal, realizacao de testes clinicos
e exames sorolégicos adequados compéem as medidas preventivas e estas sao
suficientes para evitar o desenvolvimento da eritroblastose fetal. No entanto, esta
patologia ainda é uma situacado que ocorre devido ao acompanhamento ineficiente
das gestantes e/ou administracéo tardia da imunoglobulina Anti-D.
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RESUMO: A vacina da febre amarela é
produzida no Brasil e distribuida ao Sistema
Unico de Saude (SUS), a fim de promover
imunizagcao da populacdo, com objetivo de
erradicar a doenga ou minimizar os riscos. No
entanto, alguns individuos ap0s receberem a
vacina podem apresentar reagdes adversas.
No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) recebe notificagcbes de
eventos adversos apds imunizagao contra febre
amarela e outras vacinas distribuidas ao SUS.
O estudo presente teve como objetivo avaliar o
conhecimento populacional em adultos, homens
e mulheres entre 18 e 60 anos da cidade de Sao
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Paulo, em relacdo a eventos adversos apés
imunizagdo contra febre amarela. A pesquisa
foi aplicada através de um questionario a 223
individuos moradores da Cidade de Sao Paulo,
com perguntas relacionadas a vacinagao contra
febre amarela e conhecimento sobre eventos
adversos. Dos individuos entrevistados,
70,4% (157/223) disseram confiar nas vacinas
oferecidas pelo sistema unico de saude e 6,3%
(14/223) disseram ndo confiar nas vacinas
de febre amarela distribuidas. Além disso, os
individuos que responderam o questionario
14,8% (33/223) deles disseram apresentar
dados coletados
mostraram que a maioria dos individuos confia

eventos adversos. Os
nas vacinas oferecidas pelo SUS e mesmo
guem desconfia sobre as vacinas, apresentam
uma chance alta de vacinar seus filhos. Além
disso, tanto os individuos que tomaram a
vacina, quanto os que nao foram imunizados,
52% dos entrevistados disseram nao sentir-se
pressionados para tomar a vacina contra febre
amarela, mesmo com o surto em S&o Paulo
entre 2017 e 2018. Apesar de representarem
apenas 14,8% dos individuos entrevistados,
33 eventos adversos foram descritos no
questionario por individuos que apresentaram
0s seguintes sintomas: dor de cabeca, dor no
corpo, febre, mal estar, enjoo, entre outros
sintomas. Portanto, foi possivel observar que os
eventos adversos séo percebidos, no entanto,
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nao sado notificados a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Contudo, necessita de
acoes mais significativas e fazer uma divulgagéo maior sobre o assunto, ressaltando a
importancia das notificacbes de eventos adversos.

PALAVRAS-CHAVE: Vacina, Febre amarela, Sintomas, imunizacgao.

ABSTRACT: The yellow fever vaccine is produced in Brazil and distributed to the Single
Health System (SUS), in order to promote immunization of the population, aiming to
eradicate the disease or minimize the risks. However, some individuals after receiving
the vaccine may have adverse reactions. In Brazil, the National Agency Sanitary
Surveillance (ANVISA) receives notifications of adverse events after immunization
against yellow fever and other vaccines distributed to SUS. The present study had as
objective to evaluate the population knowledge in adults, men and women between 18
and 60 years old of the city of S&do Paulo, regarding adverse events after immunization
againstyellow fever. The research was applied through a questionnaire to 223 individuals
living in the City of Sdo Paulo, with questions related to vaccination against yellow fever
and knowledge about adverse events. Of the individuals interviewed, 70.4% (157/223)
said they trusted the vaccines offered by the single health system and 6.3% (14/223)
said they did not trust the yellow fever vaccines distributed. In addition, individuals who
answered the questionnaire 14.8% (33/223) of them reported adverse events. The
data collected showed that most individuals rely on the vaccines offered by the SUS
and even those who distrust vaccines have a high chance of vaccinating their children.
Thus, both those who took the vaccine and those who were not immunized, 52% of
respondents said they did not feel pressured to take the yellow fever vaccine, even with
the outbreak in Sdo Paulo between 2017 and 2018. Although, 14 adverse events were
described in the questionnaire by individuals who presented the following symptoms:
headache, body pain, fever, malaise, nausea, among other symptoms. Therefore, it
was possible to observe that adverse events are perceived, but are not reported to the
National Sanitary Surveillance Agency. However, it requires more significant actions
and a greater divulgation on the subject, emphasizing the importance of the notifications
of adverse events.

KEYWORDS: Vaccine, yellow fever, symptoms, immunization.

11 INTRODUGCAO

A vacina € uma substancia do agente infeccioso capaz de ativar uma resposta
imune contra agentes infecciosos para proteger contra uma reinfec¢ao, podendo ou
nao causar sintomas. Para isto, a vacina induz a memoria imunoldgica, quando os
linfécitos entram em contato com o antigeno e o reconhecem, estimulando a producéo
de anticorpos. Assim, quando ocorre uma reinfec¢do, o sistema imunolégico reconhece
0 antigeno e atua com uma resposta mais rapida (REINHARDT; WALFLOR; TRIGO;
RIBAS, 2011).

Em 1796, Edward Jenner provou sua teoria ap6s perceber que ordenhadoras
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de vacas que estavam infectadas com a variola bovina, apresentavam bolhas nas
maos, porém, nao apresentavam sintomas da doenca. Jenner entdo iniciou seu
desafio imunolégico: coletar material bioldégico das ordenhadoras e inocular em um
menino saudavel. Por fim, Jenner descobriu que inoculando material das bolhas das
ma&os das ordenhadoras no menino saudavel, 0 mesmo apresentava objecao a variola
humana. O pesquisador Pauster anos depois, apds criar a vacina da raiva, consagrou
0s imunobioldgicos com nome de vacina (das vacas). A vacina da variola foi o primeiro
imunoprofilatico a ser produzido (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2013).

O sistema imunoldgico tem um reconhecimento do proprio e nao proprio. O
sistema imune é dividido em imunidade inata, na qual apresenta uma primeira defesa
para 0 organismo com resposta rapida e inespecifica por sempre responder da mesma
maneira; e imunidade adquirida ou adaptativa que é lenta e especifica para o tipo de
infeccdo. Esta ultima é classificada em celular: ativa que pode ser induzida (vacinas)
ou natural (infec¢do); ou humoral: artificial (soros) ou natural (colostro apresentando
anticorpos maternos) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2013).

As vacinas podem ser produzidas com organismos em diferentes estados
ou geneticamente modificados. As vacinas podem conter organismos atenuados,
organismos mortos, organismos subcelulares, toxinas ou vacinas de DNA
(FIGUEIREDO, 2014).

+ As vacinas inativadas apresentam o agente morto antes de ser injetado no
corpo humano (ocorre mudancas na capa proteica), essa técnica é utilizada
para producédo de vacinas da gripe, pdlio, raiva, Hepatite A, célera, febre
tifoide, coqueluche.

« As vacinas atenuadas apresentam a viruléncia enfraquecida através de se-
lecdo de mutantes com patogenicidade reduzida. O agente permanece vivo,
porém nao pode causar danos ao organismo.

« As vacinas de subunidades utilizam um vetor. Os genes que codificam as
proteinas de interesse séo isolados para que ocorra sua expressao. Diferen-
te das vacinas anteriores, esta pode apresentar genes de virus diferentes
na mesma vacina, como uma vacina multipla, sendo necessaria uma Unica
dose. Alguns exemplos desse tipo de vacina séo Papiloma Virus Humano
(HPV) e Virus da Hepatite B (HCVB).

- As vacinas génicas apresentam uma imunizagéao pelo Acido Desoxirribonu-
cleico (DNA). A vacina ainda em estudo, deve utilizar plasmideos sob con-
trole de um forte promotor, que serao introduzidos no musculo por meio de
injecéo de particulas de ouro. Um plasmideo pode codificar genes de varios
agentes diferentes.

2| VACINA DA FEBRE AMARELA

Afebre amarela € uma doenca infecciosa transmitida por mosquitos em areas que
contem mata. A contaminag¢ao pode ser dividida em dois ciclos: ciclo silvestre e ciclo

Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes 3 Capitulo 2



urbano. No ciclo silvestre 0 mosquito Haemagogus ou Sabethes infecta os macacos
gue servem como principais hospedeiros. Os macacos infectados sao picados por
outros mosquitos que se contaminam e servem como vetores. Os mosquitos, por sua
vez, infectam o homem, hospedeiro acidental, que contrai a infeccdo. O mosquito
Aedes infecta outros homens na area urbana, por isso a febre amarela nao apresenta
transmisséo direta entre humanos. O Aedes é conhecido ndo sé por transmitir a febre
amarela, mas também o zikavirus, chikungunya e dengue (NORONHA & CAMACHO,
2017).

Geralmente, a febre amarela ndo apresenta sintomas ou apresenta sintomas
fracos como dor de cabeca, nauseas, vomito por cerca de trés dias, febre alta, fadiga.
Em casos raros de manifestagdes graves os sintomas aparecem alguns dias pés um
periodo de melhora levando a ictericia, insuficiéncia hepatica e insuficiéncia renal
(FIOCRUZ, 2017).

A vacina da febre amarela é produzida no Brasil e distribuida ao Sistema Unico
de Saude (SUS), a fim de promover imunizacdo da populagcdo, com objetivo de
erradicar a doenga ou minimizar os riscos. Um dos principais produtores desta vacina
€ a Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ - Bio-Manguinhos), instituto de tecnologia
e imunobioldgicos localizado no Rio de Janeiro. A producéo das vacinas 17DD da
febre amarela no Brasil se fortaleceu no Instituto Oswaldo Cruz com forcas unidas
entre Henrique de Azevedo Penna, seu grupo e a fundagcéo Rockfeller (MAGALHAES,
2016).

A fabricacdo da vacina da febre amarela ocorre em bioprocessos. E utilizado um
virus vivo atenuado (virus vivo e enfraquecido). O virus vivo atenuado é inoculado
em ovos de galinha que sao fecundados sem germes. ApéOs o periodo de incubagao,
0s embrides contendo esse virus enfraquecido que se multiplicaram, sdo triturados
para produzir a suspensao viral que é congelada a -70°C. S&o realizados testes de
qualidade para avaliar o produto, ap6s isso, as suspensodes recebem estabilizadores
e sao envasadas. Antes da liberacao, essas suspensdes passam por novos testes. A
resposta imune no organismo humano é resultado da infeccao de células préximo ao
local da aplicagéao. O virus se replica e ativa a resposta imunologica, estimulando os
linfocitos a produzirem anticorpos (BOUSADA & PEREIRA, 2017).

31 CONTROLE DE QUALIDADE DAS VACINAS

A vantagem da imunizacgéao ativa € que ela é gerada pelo préprio sistema imune e
sua imunidade e memoria sdo semelhantes a infeccdo, mas sem apresentar a doenca.
Porém, a vacina da febre amarela ndo deve ser aplicada em alguns casos como:
casos de pacientes imunodeprimidos ou usuarios de imunossupressores, gestantes,
alérgicos a algum componente da vacina podendo ocasionar uma reac¢do anafilatica,
criangas que apresentam convulsao a primeira dose, criangas menores de nove meses
(NOBREGA, 2015).
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O CRIES (centro de referéncia de imunobiolégicos especiais) foi criado para
producdo de imunizantes a partir da substituicao de alguns produtos permitindo
a imunizagdo em imune eficientes, pessoas apresentando crise alérgica a algum
componente da vacina (como alergia a albumina, eritromicina ou kanamicina) entre
outras reagdes para diversas vacinas. Essas vacinas sao consideradas especificas
para uma pessoa. Esse recurso foi criado para intervencdo em casos de reacdes
anafilaticas (NOBREGA, 2015).

O Programa Nacional de Imunizag¢ao (PNI) foi criado em 1973 a fim de controlar
as vacinagdes, controlar surtos e erradicar ou eliminar ao maximo as doencas
imunopreveniveis. Apresenta um dos melhores calendarios de imunizagdo do mundo,
levando em consideracédo a epidemiologia do lugar para calcular melhor as doses e
sua distribuicdo aos postos de saude do Brasil. Através do PNI em 1992 iniciou-se a
estruturagdo do sistema nacional de vigilancia epidemiolégica de eventos adversos
pds-vacinacao (SNVEAPV), no entanto, apenas em 1998 com a publicacédo do manual
de vigilancia epidemiologica de eventos adversos pds-vacinacao, essa pratica passou
a ser reconhecida no Brasil (LIMA & PINTO, 2017).

Além de programas como PNI e CRIES, outras ferramentas foram criadas
para melhorar a qualidade na producdo de vacinas. A BPF (certificacdo de boas
praticas de fabricacdo) assegura integridade e qualidade na fabricacdo de produtos
agricolas e alimentos. Durante a produc¢ao, todo o processo é armazenado em POPs
(Procedimento Operacional Padrdao) que permite a eficacia na producdao seguindo
0 mesmo método, padronizando o procedimento. O RPL (registro de producédo de
lote) permite um controle maior sobre os lotes liberados pelo instituto. Dessa forma,
qualquer evento adverso notificado, ou qualquer ocorréncia devido a prazo de validade
pode ser identificado de uma maneira simples através dos lotes (HOMMA; POSSAS;
MARTINS, 2014).

A qualidade da producado de vacinas envolve todo um processo, desde uma
carteira de vacinagao que permita a melhor imunizacéo possivel, até a preparacéo e
liberagéo dos imunobiol6gicos (ROCHA; GONCALVES; SILVA; VELOSO, 2015).

41 SISTEMA NACIONAL DE NOTIFICACOES PARA A VIGILANCIA SANITARIA
(NOTIVISA) E CENTRO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA (CVE)

De acordocomaANVISA (AgénciaNacional de Vigilancia Sanitaria) “ONOTIVISAé
um sistema informatizado desenvolvido pela ANVISA para receber notificagbes de
incidentes, eventos adversos (EA) e queixas técnicas (QT) relacionadas ao uso de
produtos e de servigcos sob vigildancia sanitaria”(TODA & ANDRE, 2016).

O sistema da NOTIVISA permite que profissionais da saude, usuarios de
medicamentos e nucleos de seguranca do paciente (NSP) consigam notificar eventos
adversos, apresentando uma linguagem diferente para diversos tipos de publicos.
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Todos os 6rgéos de saude sejam publicos ou privados devem estabelecer Nucleos de
seguranca do paciente para notificacées e melhorias na qualidade de atendimento ao
paciente. O NSP desses 6rgéos deve manter cadastro atualizado no portal da ANVISA
(OLIVEIRA; MASUDA; MAGALHAES; DIMECH; JUNIOR, 2015).

A ANVISA apresenta orientagdes de como realizar o cadastro do NSP e como
atualizar cadastros existentes. Como preferencia a ANVISA solicita que notifiquem
apenas casos graves, falta de eficacia do farmaco e eventos que ndo aparecam
descritos na bula do medicamento (PORTARIA N° 1.660, DE 22 DE JULHO DE 2009).

Se for um profissional da salude é necessario ter um cadastro na NOTIVISA e
notificar a reacéo e dados sobre paciente. As notificacées sao feitas de forma voluntaria
e sao avaliadas pelos profissionais da ANVISA que classificam e apuram, podendo ser
descartadas ou gerar medidas para melhoria (PORTARIA N° 1.660, DE 22 DE JULHO
DE 2009).

O CVE (Centro de Vigilancia Epidemiologica) apresenta uma plataforma online
e presencial com fichas para notificacdo e investigacao de eventos adversos pés-
vacinais como dores no corpo, dor de cabeca e qualquer outro sintoma que fuja do
normal (CVE, 2018).

51 DISTRIBUICAO DAS VACINAS NO BRASIL

O ministério da saude adquire e distribui um total de 45 imunobiolégicos, destes:
28 vacinas, 13 soros e 7 imunoglobulinas. De acordo com a CGPNI (Coordenacéo-
Geral do Programa Nacional de Imunizacées) e DEVIT (Departamento de Vigilancia
das Doencas Transmissiveis), sao distribuidas cerca de 250.000.000 (duzentos e
cinquenta milhdes) de doses anualmente para o sistema unico de saude, para todos
os estados. Em parceria com o governo, os 0rgaos publicos que produzem estas
vacinas sao: FAP — Fundacao Ataulfo de Paiva no Rio de Janeiro, Instituto Butantan
em Séao Paulo, FIOCRUZ Bio-Manguinhos no Rio de Janeiro, FUNED- Fundacéo
Ezequiel Dias em Belo Horizonte e Tecpar — Instituto de tecnologia do Parana. Além
destes laboratérios oficiais, 0 ministério da saude adquire também da Organizacao
Pan-Americana da Saude (OPAS) (BISETTO & CIOSAK, 2017).

Avacina da febre amarela é produzida pela FIOCRUZ — Bio-manguinhos, a partir
de cepa atenuada 17DD do virus febre amarela, cultivada em ovos de embrionados de
galinha livres de agentes patogénicos, de acordo com as normas estabelecidas pela
Organizacao Mundial de Saude (OMS) (ROCHA; GONCALVES; SILVA; VELOSO,
2015).

6 1| OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a ocorréncia de sintomas percebidos
pelos individuos entrevistados apds a imunizacdo contra febre amarela e aceitacéo
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populacional referente a confianga nas vacinas da febre amarela distribuidas ao SUS.

7 | MATERIAIS E METODOS

Para este estudo, foi realizada uma pesquisa qualitativa, com aplicacdo de
questionarios através da plataforma Google para 223 individuos, mulheres e homens,
comidade entre 18 e 60 anos residente da cidade de Sao Paulo — Capital. O questionario
apresenta perguntas diretas e de mdultipla escolha fim de avaliar o conhecimento
populacional em relacdo a vacina da febre amarela e confian¢ca da populacéo nas
vacinas oferecidas pelo Sistema Unico de Satde (SUS).

Os participantes receberam um termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Paulista (Comprovante n° 046343/2018. Numero do parecer 2.717.896), descrevendo
o propoésito da pesquisa.

Como critério de inclusao estao adultos entre 18 e 60 anos, homens e mulheres
e que respondam corretamente o questionario.

Apos coletar os dados, os mesmos foram organizados, analisados e representados
graficamente utilizando o programa Excel. Os dados foram comparados com artigos
cientificos e dados da ANVISA sobre eventos adversos notificados.

8 | RESULTADOS

No estudo presente, a andlise do questionario realizado com 223 individuos
revelou que 27,4% (61/223) individuos, eram do sexo masculino e 72,6% (162/223) do
sexo feminino (Tabela 01).

. - Frequéncia

Perfil das participantes Namero Percentual %
Género
Feminino 162 72,6%
Masculino 61 27,4%
Faixa etaria
18 a 25 anos 114 51,1%
26 a 35 anos 59 26,5%
36 a 45 anos 22 9,9%
46 a 55 anos 19 8,5%
56 a 60 anos 9 4,0%
Escolaridade
Ensino fundamental incompleto 2 0,9%
Ensino fundamental completo 6 2,7%
Ensino médio incompleto 4 1,8%
Ensino médio completo 45 20,2%
Ensino superior incompleto 98 43,9%
Ensino superior completo 68 30,5%
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Tabela 01. Distribuicao percentual e absoluta das participantes. A tabela mostra as participantes
do estudo segundo caracteristicas socioecondémicas.

Dos individuos que apresentavam faixa etaria entre 18 e 25 anos, 43,9% (98/223)
tomaram a vacina da febre amarela e 6,72% (15/223) ndo foram imunizados. Dos
adultos entre 26 e 35 anos 21,1% (47/223) foram imunizados contra febre amarela e
5,82% (13/223) néo foram vacinados. A faixa etaria de 36 a 45 anos apresentou 8,5%
(19/223) vacinados e 0,89% (2/223) nao vacinados, além de mostrar que 0,44% (1/223)
néo tinha certeza sobre a imunizagéo. Além disso, 7,62% (17/223) dos individuos entre
46 e 55 anos tomaram a vacina e 0,89% (2/223) nao foram imunizados. Por fim, dos
individuos entre 56 e 60 anos que responderam a pesquisa, 2,69% (6/223) foram
vacinados e 0,44% (1/223) ndo tomaram a vacina (Figura 01), além de apresentar
0,89% (2/223) dos individuos que nao sabiam dizer se foram ou nao imunizados.

50.00%

45.00%

40.00%

35.00%

30.00%

B Tomou a vacina
M N3o tomou a vacina
[ N3o sabe

| . —r—

18a25anos 26a35anos 3cad5anos 46ab55anos 56 a60anos

Figura 01. Associagao entre a faixa etaria e vacinacao

Os individuos que tomaram a vacina da febre amarela confirmaram tomar dose
inteira ou fracionada e se apds a imunizacéo apresentaram eventos adversos, sintomas
como dor de cabeca, dor no corpo, febre, mal estar, enjoo, entre outros.

O presente trabalho apresenta dados relacionados a dose aplicada nos
entrevistados. 57,8% (129/223) foram imunizados com a dose inteira, enquanto 20,2%
(45/223) foram imunizados com a dose fracionada. Os outros 7,2% (16/223) nao sabiam
o tipo de dose aplicada e 14,8% (33/223) ndo foram imunizados. Dos individuos
que apresentaram algum sintoma ap6s a imunizagao, 24,2% (8/33) tomaram a dose
fracionada, 69,9% (23/33) foram imunizados com a dose inteira e 6,06% (2/33) nao
sabiam responder sobre a dose. Os dados obtidos podem sugerir associacao entre
maior nUmero de sintomas percebidos apds a imunizagcao com a maior dose aplicada.

Alguns sintomas foram percebidos pelos participantes apds serem imunizados
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contra a febre amarela. Entre os sintomas estdo: Dor de cabeca 1,8% (4/223), dor no
corpo 3,6% (8/223), mal estar 1,3% (3/223), febre 0,9% (2/223). Dos individuos que
responderam a pesquisa 83,9% (187/223) nao perceberam nenhum sintoma apos a
imunizagao e 8,5% (19/223) apresentaram mais de um sintoma (Figura 02).

l Dor de cabega

M Dor no corpo

[l Mal estar

M Febre

¥ Nenhum sintoma

[l Mais de um sintoma

Figura 02. Eventos adversos percebidos ap6s imunizagéo

Outra questao abordada no questionario foi em relagéo a confianga da populacéo
nas vacinas oferecidas pelo governo ao sistema unico de saude e se os individuos
vacinariam seus filhos. Dos resultados obtidos 70,4% (157/223) individuos disseram
confiar na vacina da febre amarela, 6,3% (14/223) disseram nao confiar na vacina e
23,3% (52/223) disseram nao ter certeza em relagdo a confianca. Dos entrevistados
87% (194/223) disseram vacinar seus filhos com as vacinas oferecidas pelo sistema
Unico de saude (Figura 03), 5,4% (12/223) disseram nao vacinar os filhos contra a
febre amarela e 7,6% (17/223) responderam nao ter certeza se vacinariam ou nao
seus filhos contra a febre amarela. Dos individuos que responderam confiar na vacina
94,9% (150/158) disseram que vacinariam seus filhos contra a febre amarela. 3,79%
(6/158) disseram nao vacinar os filhos mesmo confiando nas vacinas e 1,26% (2/158)
disseram confiar, mas mostraram incerteza quanto a vacinar os filhos.
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Figura 03. Associagao entre a confianca nas vacinas distribuidas ao SUS e se o participante
vacinaria seus filhos.

Dos individuos entrevistados 82,1% (183/223) disseram apresentar a carteira
de vacinacédo em ordem, 11,7% (26/223) disseram apresentar a carteira de vacinagcao
desatualizada e 6,3% (14/223) disseram n&o saber se a carteira de vacinacao encontra-
se em dia ou nao (Tabela 02).

Frequéncia Porcentagem
Carteira de vacinacao em dia 183 82,1%
Carteira de vacinacao desatualizada 26 11,7%
N&o sabe dizer 14 6,3%

Tabela 02. Distribuicao percentual e absoluta das participantes. A tabela mostra frequéncia e
porcentagem relacionadas a carteira de vacinacao atualizada.

Outro objetivo proposto era avaliar os motivos dos 14,8% (33/223) individuos
nao terem se vacinado contra febre amarela e se 0s mesmos sentiram presséo para
se vacinar. 38,6% (86/223) individuos, responderam nao sentir-se pressionados
a se vacinar. 52% (116/223) disseram nao sentir-se pressionados e 9,4% (21/223)
responderam n&o ter certeza sobre a pressao imposta para vacinagao contra a febre
amarela. Em relacédo ao motivo por ndo terem se vacinado, 4,5% (10/223) disseram
sentir medo, preguica e falta de confianca na vacina. 1,3% (3/223) disseram apresentar
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problemas de saude e deficiéncia imunologica. 1,8% (4/223) disseram estar gestantes
e lactantes. 3,1% (7/223) disseram nao ter tempo para ir até um posto de saude e
1,8% (4/223) disseram morar fora da area de risco para a febre amarela.

De acordo com o Ministério da Saude em seu boletim de atualizacao sobre a febre
amarela publicado em 04 de abril de 2018, entre os meses de julho de 2017 e abril
de 2018, foram confirmados 1.127 casos de febre amarela e 328 mortes decorrentes
da doencga. Os dados registrados sobre S&o Paulo (455 casos de febre amarela e
115 Obitos confirmados) vao de encontro aos dados obtidos no questionario sobre
a pressao para se vacinar. Vale ressaltar que desde o ultimo boletim publicado pelo
Ministério da Saude, os casos de febre amarela e 6bitos reduziram.

9 | DISCUSSAO

De acordo com o site Governo do Brasil, contendo informacgdes do Ministério da
Saude e Fiocruz, as vacinas sao seguras e confiaveis, pois passam por processos
rigorosos de controle de qualidade antes de sua liberagdo. As vacinas séo recebidas
e uma amostra é enviada ao INCQS (Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude) onde sao realizados os testes. Schossler e Lohmann (2018) relataram
em seu artigo sobre a compreensdo dos pais em relacdo a vacinacgao infantil. Os
resultados obtidos apresentaram um bom nivel de conhecimento dos pais em relagao a
importéncia das vacinas, demonstrando preocupacéo para manter o calendario vacinal
em ordem. Os dados apresentados tanto no trabalho de Shossler e Lohmann quanto
no site do governo do Brasil, vao de encontro aos dados obtidos nesta pesquisa, onde
apenas 5,4% (12/223) disseram ndo vacinar seus filhos, enquanto 70,4% (157/223)
responderam vacinar seus filhos?®-

AFiocruz publicou uma nota em janeiro de 2018 informando sobre o fracionamento
das doses que ocorreria entre fevereiro e marco de 2018. O objetivo do fracionamento
era imunizar um maior numero de pessoas a fim de evitar a circulacdo e expansao
da doenca nos Estados. A dose inteira continha 0,5MI, enquanto a dose fracionada
contém 0,1MI e protege por oito anos, ou seja, com a mesma quantidade de doses
pode-se vacinar um numero maior de pessoas. O presente trabalho apresenta dados
relacionados a dose aplicada nos entrevistados. 57,8% (129/223) foram imunizados
com a dose inteira, enquanto 20,2% (45/223) foram imunizados com a dose fracionada.
Os outros 7,2% (16/223) nao sabiam o tipo de dose aplicada e 14,8% (33/223) nao foram
imunizados. Dos individuos que apresentaram algum sintoma apds a imunizacéo,
24,2% (8/33) tomaram a dose fracionada, 69,9% (23/33) foram imunizados com a dose
inteira e 6,06% (2/33) n&o sabiam responder sobre a dose. Os dados obtidos podem
sugerir correlagdo entre maior numero de sintomas percebidos apds a imunizagéao
com a maior dose aplicada.

De acordo com o Ministério da Saude em seu boletim de atualizacao sobre a febre
amarela publicado em 04 de abril de 2018, entre os meses de julho de 2017 e abril
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de 2018, foram confirmados 1.127 casos de febre amarela e 328 mortes decorrentes
da doencga. Os dados registrados sobre Sao Paulo (455 casos de febre amarela e 115
Obitos confirmados) vao de encontro aos dados obtidos no questionario sobre a pressao
para se vacinar. Apesar da campanha de vacinacao 52% dos entrevistados disseram
ndo sentir-se pressionados a se vacinar contra a febre amarela enquanto 38,60%
sentiu a pressao imposta pelas campanhas. Vale ressaltar que desde o ultimo boletim
publicado pelo Ministério da Saude, os casos de febre amarela e dbitos reduziram.
Apesar dos sintomas descritos pelos individuos entrevistados, somente um evento
adverso foi notificado a ANVISA entre 2016 e 2017 (Tabela 03). Os dados podem
sugerir falta de informacéao da populagao em relacéo a importancia das notificacdes. Os
dados foram obtidos através da plataforma E-sic de acesso a informacéo (Protocolo:

25820006630201711).
Ano Notificacao Co Uf Notificacao Contagemde linhas
GO 1
2016 RJ 1
Total 2
BA 3
ES 22
MG 9
MT 1
2017 PB 2
RJ 71
RS 1
SP 1
Total 110
Total 112

Tabela 03. Notificagbes de eventos adversos entre 2016 e 2017 no Brasil. A tabela mostra
notificacdes de eventos adversos notificados a ANVISA entre os anos 2016 e 2017.

Fonte: Sistema Nacional de Notificagbes para a Vigilancia Sanitaria de acordo com Estados do Brasil (Co Uf).

101 CONCLUSAO

Os dados coletados mostraram que a maioria dos individuos confia nas vacinas
oferecidas pelo sistema Unico de saude e mesmo quem tem incerteza sobre as vacinas,
apresentam uma chance alta de vacinar seus filhos.

Apesar de representarem apenas 14,8% dos individuos entrevistados, 33 eventos
adversos foram descritos no questionario por individuos que apresentaram dor de
cabeca, dor no corpo, febre, mal estar, enjoo, entre outros sintomas.

Tanto os individuos que tomaram a vacina, quanto os que nao foram imunizados,
52% (116/223) dos entrevistados disseram ndo sentir-se pressionados para tomar a
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vacina contra febre amarela, mesmo com o surto em Sao Paulo entre 2017 e 2018.

Os dados foram graficamente organizados e apresentaram o conhecimento
popular em relagcado ao conhecimento sobre eventos adversos separados por nivel de
escolaridade. Dos individuos que participaram da pesquisa (n=223), 63,7% (142/223)
disseram saber 0 que era um evento adverso. Destes, 59 (41,26%) representavam o
ensino superior incompleto.

Através da andlise desses dados, foi possivel observar que os eventos adversos
séo percebidos, porém o conhecimento sobre notificacbes de eventos adversos é
restrito e n&o existe uma divulgagcado maior sobre o assunto.
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RESUMO: A tuberculose (TB) €& uma
doenca infectocontagiosa, transmitida pelo

Mycobacterium tuberculosis, uma bactéria
que € transmitida pelas vias areas, por meio
de inalacdo de particulas contaminadas
provenientes de portadores da doenca. No
contexto atual, o controle da tuberculose tornou-
se algo desafiador pois a doenga encontra-se,
associada a fatores que acabam dificultando o
diagnostico precoce e o tratamento completo.
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Individuos doentes sem acompanhamento
terapéutico podem abandonar o tratamento
perpetuando o aumento da cadeia de
transmissdo da doenca. O presente trabalho
objetivou-se a avaliar a incidéncia e os fatores
de risco associados ao abandono do tratamento
da tuberculose no municipio de Ilhéus-BA entre
0os anos de 2014 e 2016. Foram analisados
dados de pacientes portadores da tuberculose
que abandonaram o tratamento no periodo
de 2014 a 2016. Os dados analisados nesse
periodo apresentaram o total de 46 casos de
individuos que abandonaram o tratamento. A
TB é difusa podendo-se manifestar de forma
sendo que o
agente etiologico, tem predilecdo pela area
pulmonar. A terapéutica empregada € de uso

pulmonar ou extrapulmonar,

prolongado, a fim de que se obtenha total
eficacia nos resultados, podendo-se assim
concluir que, apesar dessa infeccéo ser grave,
ela é totalmente curavel, utilizando-se os
farmacos antimicrobianos com duragao de seis
meses para a cura da doenga. Dessa forma
esse estudo, evidencia-se demonstrar que tais
fatores podem contribuir para a disseminacéo
da doenca pela interrup¢ao do tratamento.

PALAVRAS CHAVES: Abandono. Fatores de

risco. Tuberculose.

ABSTRACT: Tuberculosis (TB) is an infectious

disease transmitted by  Mycobacterium
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tuberculosis, a bacterium that is transmitted through the airways by inhalation of
contaminated particles from people with the disease. In the current context, tuberculosis
control has become challenging because the disease is associated with factors that
make it difficult to diagnose early and complete treatment. Patients who are ill without
therapeutic follow-up may abandon treatment by perpetuating an increase in the disease
transmission chain. The present study aimed to evaluate the incidence and risk factors
associated with the abandonment of tuberculosis treatment in the municipality of [Ihéus-
BA between 2014 and 2016. We analyzed data from patients with tuberculosis who
abandoned treatment in the period from 2014 to 2016. The data analyzed in this period
presented the total of 46 cases of individuals who abandoned treatment. TB is diffuse
and can manifest in pulmonary or extrapulmonary form, and the etiological agent has a
predilection for the lung area. The therapy used is of prolonged use, in order to obtain
total effectiveness in the results, and it can be concluded that, although this infection is
serious, it is totally curable, using the antimicrobial drugs with duration of six months for
the cure of the disease. Thus, this study demonstrates that such factors may contribute
to the spread of the disease through discontinuation of treatment.

KEYWORDS: Abandonment. Risk factors. Tuberculosis.

11 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) € uma doenca infectocontagiosa, transmitida pela bactéria
Mycobacterium tuberculosis, também conhecido como bacilo de Koch (BK), que possui
disseminacgao por inalacao pelas vias aéreas (LOPES et al., 2013).

No Brasil, a disseminacao da doenca ocorreu durante a colonizacao e perpetuou-
se até os dias atuais tornando-se assim, um grave problema de saude publica. Dados
epidemioldgicos apresentados pela Organizacao Mundial de Saude (OMS) aponta o
Brasil no 16° lugar entre os 22 paises que mais tem registros de tuberculose no mundo,
correspondendo a 80% dos casos mundiais (BRASIL, 2014).

Em 2009, o numero de notificagdo chegou a 72.000 novos casos, correspondendo
o indice de 38/100 mil habitantes, isso levando em consideracao que anualmente 4,5
infectados vem a ébito e a taxa de abandono ao tratamento atinge os 17% (SILVA;
MOURA; CALDAS, 2014). Ja em 2012, foram diagnosticados 8,6 milhdes de casos
sendo que desses, 1,3 milhdes foram levados a 6bito. Ao analisar o indice nos anos
de 2003 a 2013, houve uma reducéo significativa de registros, passando de 44, 4/ 100
mil habitantes para 35,4 casos durante esse periodo (BRASIL, 2014).

A terapéutica empregada para o tratamento é realizada através de farmacos
antimicrobianos de uso prolongado, com duracéo de seis meses. Apesar de ser uma
doenca grave, a TB é totalmente curavel, desde que sejam realizados o tratamento
recomendavel (SILVA; ANDRADE; CARDOSO, 2013). A intervencdo medicamentosa
€ realizada com antimicrobianos do esquema basico, grupo de primeira escolha
que incluem a isoniazida, a rifampicina, o etambutol e a pirazinamida e o esquema
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alternativo, grupo de segunda escolha, que € prescrito quando ha resisténcia aos
farmacos anteriores, sendo eles, a amicacina, capreomicina, ciprofloxacino, cicloserina,
etionamida, canamicina, ofloxacino, 4cido paminosalicilico e protionamida. (KAISER
et al., 2007).

A adesdo ao tratamento € primordial para o controle da TB, reduzindo a
disseminacgéo do bacilo de pessoas portadores da doencga para uma populagado néo
contaminada. A interrupcéo do uso do medicamento pode proporcionar um aumento
do nimero de casos da TB por ndo ocorrer a quebra da cadeia da infecgéo, sendo
assim pacientes nao curados por nao cumprimento do tratamento, permanecem como
fonte ativa de contagio e contribuem para a resisténcia bacteriana aos farmacos,
0 que pode aumentar o tempo do tratamento e também o custo do medicamento
(SILVA; MOURA; CALDAS, 2014).

E considerado abandono da terapéutica quando o individuo ausenta-se da
unidade basica de saude pér em média 30 dias apOs a data da primeira administracéo
do medicamento, deixando de fazer o uso dos farmacos dentro das datas aprazadas
necessarias com duragcao de seis meses para obtencéo da cura (BRASIL, 2011). De
acordo com estimativas da OMS, consideram que a taxa de abandono do tratamento
da TB, seja inferior a 5%. No entanto, no Brasil, essa média apresentou variagcoes de
6,4 a 12% nos ultimos anos (MONTEIRO et al., 2015).

Varios fatores estdo associados e ja foram descritos por contribuirem para o
abandono do tratamento da tuberculose como: 0 uso de alcool, drogas, co-infeccao
HIV/TB, portadores de doencas crbénicas, melhora clinica aparente, rejeicdo ao
servico de saude, aspectos sécio-demografico, efeitos colaterais ao medicamento,
tempo de duracdo da terapia medicamentosa, uso irregular dos medicamentos,
fatores socioecondmico e administracéo de dose insuficiente do medicamento (SILVA;
ANDRADE; CARDOSO, 2013).

Nesse contexto, o presente trabalho objetivou avaliar os fatores associados ao
abandono do tratamento da tuberculose no municipio de llhéus-BA, determinando a
taxa de abandono e os fatores de risco para o abandono ao tratamento como: faixa
etaria, género, alcoolismo, tabagismo, uso de drogas e também a presenca de co-
infeccdo pelo virus HIV entre os anos de 2014 a 2016.

2| METODOLOGIA

Tratou-se de uma pesquisa descritiva quali-quantitativa, onde foram analisados
prontuarios de pacientes que apresentaram-se como abandono do tratamento da
tuberculose no periodo de 2014 a 2016 no municipio de llhéus-Bahia.

2.1 Caracterizacao do municipio

O municipio de llhéus est4 situado na regido sul da Bahia, é conhecido como
“Princesinha do Sul” e possui 1.584,693km? de area geogréfica e a populagao estimada
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de 176.341 habitantes para o ano de 2017 (IBGE, 2017).
2.2 Objeto de estudo

Foram relacionados os dados de pacientes diagnosticados com tuberculose, os
quais iniciaram o tratamento para a doenca e abandonaram antes da data aprazada
para a cura no municipio de llhéus- BA no periodo de 2014 a 2016.

2.3 Coleta de dados

Realizou-se um levantamento de dados secundarios dos casos de abandono
ao tratamento da Tuberculose fornecido pelo Sistema de Informacédo de Agravo de
Notificacao (SINAN), obtidos pelo Sistema de Vigilancia Epidemioldgica e do Programa
Municipal de Controle da tuberculose do municipio, localizado do Centro de Assisténcia
Especializado (CAE Ill), no municipio de llhéus-BA. Foram analisados as variaveis
associadas ao abandono do tratamento da tuberculose: faixa etaria, sexo, alcoolismo,
tabagismo, uso de drogas ilicitas e também a presenca de infec¢ao pelo virus HIV.

2.4 Analise De Dados

Os dados foram analisados e tabulados através do programa Excel, preservando
a identidade dos pacientes envolvidos. A interpretacédo dos dados ocorreu de forma
l6gica para a construcéo e compreensao central do estudo.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Total de casos de abandono do tratamento da tb por ano

No Centro de Assisténcia Especializada (CAE 1ll), no municipio de llhéus-BA,
foram registrados um total de 447 casos de tuberculose, com inicio de tratamento
no periodo de 2014 a 2016. Desse total, 46 (10,3%) foram casos de abandono do
tratamento contra a tuberculose. Desses, em 2014, foram 14 casos (11,6%) em 2015
foram 16 casos (8,4%) e 2016 com 16 casos (9,1%) (Figura 1).

146

134

= NAO ABANDONO

m ABANDONO

ANO 2014 ANO 2015 ANO 2016

Figura 2. Casos de abandono do tratamento da tuberculose com ndo abandono e abandono
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no municipio de lIhéus-BA entre os anos de 2014 a 2016.
Fonte: SINAN (2017).

O presente estudo, mostrou uma diminui¢ao no ano de 2014 em relagéo ao ano de
2015 com uma discreta elevacao no ano de 2016 entre os casos de abandono, porém
esse valor encontra-se acima da meta estabelecida pelo Ministério da Saude para o
Brasil, que preconiza que as taxas de abandono sejam inferiores a 5% ao ano (SILVA;
MOURA; CALDAS, 2014). De acordo com Paz et al. (2012), em seu estudo referente
a adesao do tratamento da tuberculose realizado na cidade do Belém do Para (PA)
o indice de abandono do tratamento, podem atingir até 25% entre os pacientes que
abandonam o tratamento, niveis bem superiores ao do municipio em estudo.

3.2 Sexo

Em relagéo ao sexo, os individuos do sexo feminino foram predominantes com
28 casos (61%) enquanto os individuos do sexo masculino apresentaram 18 casos
(39%) (Figura2).

H FEMININO

m MASCULINO

ANO 2014 ANO 2015 ANO 2016

Figura 2. Casos de abandono do tratamento da tuberculose por sexo no municipio de llhéus-
BA entre os anos de 2014 a 2016.

Fonte: SINAN (2017).

No que concerne ao sexo, Campani; Moreira e Tietbohel (2011), relataram em
seu estudo sobre os fatores preditores para o abandono do tratamento em Porto Alegre
(RS) e Heck; Costa; Nunes (2011) intitulado estudo da prevaléncia de abandono na
cidade de Sapucaia do Sul (RS) em 2008, os casos ocorrem com frequéncia em
pacientes do sexo masculino, de acordo com a literatura, visto que os homens tem
menos atencdo a saude, sendo as mulheres mais assiduas nesse aspecto.

O presente estudo apresenta discordancia nesse aspecto, prevalecendo o
abandono em pacientes do sexo feminino com 28 casos (61%), corroborando com o
estudo de Queiroz e Nogueira (2010) em um estudo realizado na cidade da Freguesia
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do O/ Brasilandia (SP), onde as mulheres encontraram-se com (60,17%) entre os
casos de abandono do tratamento.

A literatura relata que a ndo adesao do tratamento estd mais associado ao estilo
de vida do individuo do que o sexo, visto que as mulheres estdao frequentemente
assemelhando-se aos mesmos habitos de vida dos homens o que afirma essa
diferenca.

Em relagdo a prevaléncia da infeccdo da doenca nas mulheres implicando no
abandono e resisténcia aos farmacos dificultando a cura e implicando na disseminagéo
da bactéria (MENDES; FENSTERSEIFER, 2004).

3.3 Faixa etaria

Notou-se a prevaléncia em pacientes com idade entre 15 a 25 anos com 15
casos (33%) seguido da faixa etaria de 26 a 36 anos com 13 casos (28%) (Tabela 1).

FAIXA ETARIA N° CASOS %
<15 anos 0 0
15 a 25 anos 15 33
26 a 36 anos 13 28
37 a47 6 13
48 a58 8 17
>59 anos 4 9
TOTAL 46 100

Tabela 1: Casos de abandono do tratamento da tuberculose em Ilhéus - BA por faixa etaria.
Fonte: SINAN (2017)

O presente estudo aproximou-se dos dados em um estudo realizado sobre os
fatores associados ao tratamento da TB, apresentando maior percentual entre a faixa
de idade entre 15 a 49 anos. ( OLIVEIRA, 2013)

Segundo Silva; Andrade e Cardoso, 2013 em um estudo realizado no estado
de Pernambuco entre 2005 e 2010, nos paises em desenvolvimento como o Brasil, a
maior parte da populagao infectada pela doenga, encontram-se com idade entre 15 e
59 anos, por ser um periodo onde as pessoas estdo em maior produtividade social.
Giroti et al. (2010), explica que esse fato ocorre devido ao estilo de vida deste publico,
o qual a utilizagdo de bebidas alcodlicas e a alimentacdo em horarios irregulares é
notado frequentemente, fatores que tornam os individuos suscetiveis ao abandono do
tratamento.

3.4 Etilismo

O etilismo apresentou-se com 26 casos (57%) dos 46 pacientes envolvidos nesse
estudo (Figura 3).
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m ETILISTA

B NAO ETILISTA

Figura 3: Casos de abandono do tratamento da tuberculose em lIhéus - BA, por serem etilistas.
Fonte: SINAN (2017)

O resultado observado nesse estudo condiz com a literatura ja que, de acordo
com o estudo de Nata et al. (1999) sobre a predi¢cdo para o abandono do tratamento
da TB pulmonar na cidade do Rio de Janeiro, 66,7% dos pacientes com nao adesao
do tratamento, faziam uso de alcool, enquanto que na pesquisa de Braga et al. (2012)
em sua pesquisa na atencao basica em Manaus e Fortaleza, foi observado uma
frequéncia de 54,4%, entre 0s casos.

O etilismo é visto como fator predisponente para o mal prognéstico e
consequentemente, término desfavoravel do tratamento da tuberculose, pois
as chances de desenvolvimento de efeitos colaterais progridem, assim como a
possibilidade de desencadear intoxicacdo hepatica além de aumentar as chances do
paciente ndo continuar o tratamento, tornando-se resistente aos farmacos, afirma o
estudo realizado por (ANDRADE; VILLA; PILLON (2005) e (BRAGA et al., 2012).

3.5 Tabagismo

O tabagismo apresentou maior prevaléncia entre os casos de abandono do
tratamento, com total de 28 casos (61%) dos pacientes tabagistas (Figura 4).

E TABAGISTA

E NAO TABAGISTA

Figura 4: Casos de abandono do tratamento da tuberculose em Ilhéus - BA de pacientes
fumantes.

Fonte: SINAN (2017)
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Brasil (2010) afirma que, o tabaco atua modificando os mecanismos de defesa
da arvore respiratéria e diminuindo a quantidade de oxigénio sanguineo, colaborando
assim com o nivel de gravidade das lesdes necrotizantes, além de prejudicar e tornar
mais lenta a cicatrizacdo, o que pode gerar sequelas mais extensas.

De acordo com Brioschi (2012), a finalizacdo do habito de fumar regride em mais
da metade o risco de desenvolvimento da tuberculose. Enquanto Rabahi (2012) faz
uma comparacgdo entre os ndo fumantes e os fumantes, onde os usuarios de fumo
se mostram com uma possibilidade superior de mortalidade por TB. De acordo com
o estudo de Braga et al. (2012) na cidade de Fortaleza, relata que o indice entre
os pacientes fumantes, encontram-se elevados, aproximando-se do percentual do
presente estudo com 56,5% dos casos.

Oestudoemquestao,concordacomoestudode Ribeiroecolaboradores(2000)numa
pesquisa de casocontrole de indicadores de abandono em doentes com tuberculose,
demonstrando o percentual de 53,95% dentre dos pacientes tabagistas envolvidos no
estudo.

3.6 Uso de drogas

No que se refere ao uso de drogas, os pacientes que abandonaram o tratamento
da tuberculose, houve 17 casos (37%) um dos fatores de bastante predominéancia para
a ndo adesao ao tratamento (Figura: 5).

m USUARIOS

m NAO USUARIOS

Figura 5: NUumero de casos de abandono do tratamento da tuberculose em llhéus - BA, por uso
de drogas.

Fonte: SINAN (2017)

Os resultados obtidos no presente estudo, aproximam-se dos dados encontrados
por Braga et al. (2012) com 27,2%, um valor discretamente baixo em relagcao aos outros
valores das variaveis predisponentes para o abandono do tratamento nesse estudo.
Visto que esses indices apresentam-se nos estudos de Chirinos; Meireles (2011), com
15% dentre os usuarios, relatado em seu estudo referente aos fatores relacionados
ao tratamento da tuberculose e a pesquisa de Campani; Moreira e Tietbohel (2011),
na cidade do Rio Grande do Sul, apresentando um percentual baixo referente aos
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pacientes usuarios de algum tipo de drogas com 18,8% dos casos.

Observa-se que o paciente que faz uso de substancias ilicitas, progride para
a baixa adeséo, visto que ndo comparecer na unidade para obtencédo dos farmacos
nas datas estabelecidas, dificultando o apoio da equipe de saude em oferecer os
medicamentos, por n&o assiduidade do paciente no programa, visto que a unidade
oferece todo o suporte para o tratamento continuo do paciente até a obtencéo da cura
(FILHO et al., 2012).

O uso de drogas € considerado uma variavel sobreposta ao alcoolismo em
pacientes que nao permanece com o tratamento, ou seja, normalmente pacientes
dependentes de drogas, sem discriminagcao sobre o tipo, também fazem uso do alcool,
contribuindo ainda mais para o abandono (MENDES; FENSTERSEIFER, 2004).

3.7 Co-Infeccao HIV/TB

Dos resultados analisados constatou-se que o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), apresentou-se positivo em 8 casos (17%) dos 46 casos de abandono , sendo 14
casos (31%) negativos e 24 casos (52%) nao realizados (Figura 6).

NAO REALIZADO

NEGATIVO

POSITIVO

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

Figura 6: Casos de abandono do tratamento da tuberculose em Ilhéus - BA , com infecgéo pelo
virus HIV.

Fonte: SINAN (2017)

A relacéao entre a tuberculose e o HIV estabelece um sério agravo de saude
publica devido ao fato de levar a progressao da morbimortalidade em muitas nagoes,
ja que um individuo infectado pelo virus possui 45% a mais de chance de adquirir
0 Mycobacterium tuberculosis, devido a imunossupressao, principal consequéncia
do contagio pelo HIV, relatado no estudo de GIROTI et al. (2010) no Municipio de
Londrina, Parana.

De acordo com um estudo realizado no estado de Pernambuco, tendo como
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autor Silva; Andrade; Cardoso (2013), a comorbidade HIV-TB é um importante fator
relacionado ao abandono da terapéutica empregada para a cura da doenca.

As interagcdes medicamentosas e as reagdes adversas como efeitos colaterais
em pacientes soropositivos s&o mais intensas em relacéo aos pacientes soronegativos
pelo fato da ingestdo de uma maior quantidade de medicamentos associadas para o
tratamento de ambas as doencas.

41 CONCLUSAO

Contudo, faz-se necessario a implementacao de novas estratégias de incentivo
como campanhas de conscientizacao, palestras, grupos educativos e assiduidade da
equipe médica envolvida e a implementacdo do Tratamento Diretamente Observado
(DOTS) um esquema de supervisdo o qual reduziria significativamente os casos
de abandono, porém a implementacao deste, possui alto custo principalmente pelo
fato do suporte domiciliar, uma importante contribuicédo para a adesao, visto que os
pacientes se sentiriam mais acolhidos e orientados sobre a importancia da adeséo e a
ingestéao regular dos medicamentos.
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CAPITULO 4

FREQUENCIA DOS CRISTAIS DE CHARCOT-LEYDEN
NO EXAME PARASITOLOGICO REALIZADO NO
LABORATORIO CENTRAL DE BIOMEDICINA NO ANO

Jéssica Araujo Menezes

Flavia Karen Carvalho Garcia
Larissa Lisboa Régo Brito

Marcos Emmanuel Vilanova da Costa
Leonan Oliveira de Souza

Vanessa Christine Gusmao Santos
José Hugo Romao Barbosa

RESUMO: Os cristais de Charcot-Leyden
sao estruturas as quais conduzem a buscar
enfermidades que derivam de eosindfilos e dos
baséfilos. A presenca de cristais de Charcot-
Leyden, juntamente com infiltrado eosinofilico,
seria uma evidéncia direta de infestacdo
parasitaria. Além da associagcdo parasitaria,
esses cristais podem estar presentes em casos
de alergias, doencas neoplasicas, doencas
inflamatérias e em pacientes com leucemia
mielbdide aguda. O estudo foi desenvolvido em
umalaboratério escola, no qualforam analisados
dados dos pacientes durante o ano de 2017,
no qual foram relatados em 317 amostras a
presenca dos cristais de Charcot-Leyden. No
exame parasitoldgico foram detectadas cargas
parasitarias de leve a moderada, onde houve
a presenca de cristais, sendo principalmente
achados cistos de Endolimax nana e Entamoeba
coli.

PALAVRAS-CHAVE: Cristal de Charcot-Leyden;
Carga parasitéaria; Profilaxia
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ABSTRACT: Charcot-Leyden
structures that lead to diseases derived from
eosinophils and basophils.
of Charcot-Leyden crystals,

crystals are

The presence
with
eosinophilic infiltrate, would be direct evidence
In addition to the
these crystals may

together

of parasitic infestation.
parasite association,
be present in cases of allergies, neoplastic
diseases, inflammatory diseases and in patients
with acute myeloid leukemia. The study was
developed in a school laboratory, in which data
from the patients were analyzed during the year
2017, in which the presence of Charcot-Leyden
crystals was reported in 317 samples. In the
parasitological examination parasite loads of
mild to moderate were detected, where crystals
were present, being mainly cysts of Endolimax
nana and Entamoeba coli.

KEYWORDS: Charcot-Leyden crystal; Parasitic
burden; Prophylaxis

INTRODUCAO

As parasitoses ainda geram grandes
percalcos na sociedade, principalmente em
regides subdesenvolvidas onde ha uma forte
presenca de instalacdes sanitarias deficientes,
culminando em uma alta prevaléncia de
infeccoes. Nos casos de parasitose ha um
significativo quadro de eosinofilia junto ao
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aumento de varios mediadores da inflamagdo como resposta ao hospedeiro. Dentre
esta resposta ha a presenca dos Cristais de Charcot-Leyden (CCL), evidenciados
em 1853, pelo médico francés Jean Martin Charcot e por Charles-Philippe Robin
durante relatério patolégico de um paciente. Os cristais de Charcot-Leyden possuem
estrutura hexazonal, bipiramidal e sédo incolores. Esses cristais sdo constituidos de
lisofosfolipase presentes nos grénulos de eosinéfilos e basofilos. A presenca destes
cristais associado ao infiltrado eosinofilico mostra uma direta relagdo com a infecgdo
parasitaria.

Os cristais de Charcot-Leyden foram descritos primeiramente em 1853, pelo
médico francés Jean Martin Charcot (1825-1893) e por Charles-Philippe Robin (1821-
1885). Durante relatério patolégico, ele observou a presenca de cristais em um caso de
leucemia, bem como em uma analise da expectoracédo de uma mulher com bronquite.
Em 1871 O médico aleméo Enst Victor von Leyden (1832-1910) publicou em seu
relatério a observagcédo de cristais em um paciente asmatico. Leyden defendeu seu
pedido de prioridade da descoberta da associacao de cristais com a asma, mesmo
sabendo que os cristais tinham sido previamente descritos por Charcot.

OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo notificar a frequéncia dos cristais de
Charcot-Leyden no exame parasitologico no Laboratério Escola de Andlises Clinicas,
localizado em Aracaju/SE afim de auxiliar no diagnéstico parasitario e contribuicao a
literatura.

METODOLOGIA

Utilizou-se a técnica de Lutz/Hoffman para analisar as amostras recebidas no
laboratério, no periodo de janeiro a dezembro de 2017, através da visualizacdo em
laminas por meio da microscopia convencional posterior a técnica. Do total de amostras
analisadas durante todo o periodo da pesquisa, 317 amostras foram positivas para a
presenca dos cristais de Charcot-Leyden. Nao foram coletados dados pessoais de
nenhum dos individuos.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Em 2017 foram identificados 317 casos, distribuidos conforme tabela abaixo
entre os meses de janeiro a dezembro.
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Figura 1: Porcentagem por més de casos identificados em 2017.

Em janeiro, foi notificado uma frequéncia de 2,4% do total de amostras positivas
para os cristais (15 casos); fevereiro, 2,4% (17 casos); marco, 5,2% (24 casos); abril,
3% (18 casos); maio, 4,5% (25 casos); junho, 2,2% (13 casos); julho, 3,7% (20 casos);
agosto, 7,8% (55 casos); setembro, 6,9% (46 casos); outubro, 3,9% (19 casos);
novembro, 5% (30 casos) e por fim, em dezembro, 9% (35 casos). Pode-se notar um
alto indice de amostras positivas para os cristais, que em analise, foi notificado uma
carga parasitaria de leve a moderada, principalmente para protozoarios, em especial
Endolimax nana e Entamoeba coli confirmando assim, a estreita relagéo deste achado
clinico para a condicéo do paciente.

CONCLUSAO

Mediante a frequéncia deste achado nas amostras analisadas, ha uma certa
urgéncia em medidas de profilaxia para controle da transmissdo das parasitoses
intestinais em geral, além de reforcar a importancia do mesmo em auxilio no diagnostico
médico e laboratorial.
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CAPITULO 5

FUNGOS MACROSCOPICOS DO SUDOESTE DO
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RESUMO: Os fungos sé@o encontrados nos
mais variados habitats, inclusive no ar, pelo qual
seus esporos sao disseminados e ao atingirem
um substrato adequado, germinam formando
novos micélios. Podem viver de maneira
sapréfita decompondo matéria organica ou
parasiticamente. Os fungos macroscopicos
possuem estrutura reprodutiva visivel a olho
desarmado, sao conhecidos popularmente
por cogumelos, boletos, orelhas-de-pau,
gelatinosos, entre outros, e representam
apenas uma pequena porcentagem dos
fungos existentes. Eles sdo distribuidos em
duas divisbes, Basidiomycota e Ascomycota,
sendo esta Ultima considerada o maior grupo
de fungos. No Brasil e no mundo pouco se
conhece sobre os fungos macroscopicos,
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sendo que ha uma estimativa de 1,5 milhdes
de espécies existentes (incluindo também
0s microscépicos), 0 que demonstra a falta
de estudos nesta area. O presente trabalho
objetivou colaborar com o aumento do
conhecimento da micobiota da regido sudoeste
do Parana. Para isso, foram examinados
exemplares de fungos macroscopicos da regiao
depositados no herbario da Universidade
Tecnolbgica Federal do Parana, Campus Dois
Vizinhos (DVPR). identificados 12

taxons, dentre os quais cinco sao Ascomycota,

Foram

sendo um do género Xylaria, um do género
Phylacia (Phylacia turbinata), e outro do género
Cookeina (Cookeina tricholoma). Os demais
pertencem aos Basidiomycota, sendo um do
género Geastrum; trés da familia Polyporaceae
(Poria
e Pycnoporus sanguineus),

cinerascens, Coriolopsis polyzona
um da familia
Ganodermataceae (Ganoderma lucidum) e outro
da familia Phallaceae (Dictyophora indusiata).
O levantamento dos fungos macroscopicos
do sudoeste paranaense é ainda incipiente.
Iniciativas continuas sao necessarias para
aumentar o conhecimento da micobiota desta
regiao do Estado.

PALAVRAS-CHAVE:

Basidiomycota. Ascomycota.

Macrofungos.

ABSTRACT: The fungi are found in more varied
habitats, including in the air, by which its spores
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are disseminated and reaching a proper substratum, they germinate forming new
mycelium. Can live way saprofita decomposing organic matter or parasiticamente. The
macroscopic fungi have a structure reproductive visible to eye, unarmed, are popularly
known for mushrooms, fetlocks, ears-of-cock, gelatinous, among others, and represent
only a small percentage of fungi that exist. They are distributed into two divisions,
Basidiomycota and Ascomycota, with the latter being considered the largest group of
fungi. In Brazil and in the world, little is known about the macroscopic fungi, being
that there are an estimated 1.5 million existing species (including microscopic), which
demonstrates the lack of studies in this area. The present study aimed to collaborate with
the increase of the knowledge of the micobiota of the southwest region of Parana. For
this, they were all examined specimens of macroscopic fungi of the region deposited in
the herbarium of the Federal Technological University of Parana, Campus dois vizinhos
(DVPR). Have been identified 12 taxa, among which five are Ascomycota, one being
of the genus Xylaria, a genus Phylacia (Phylacia turbinata), and another of the genus
Cookeina (Cookeina tricholoma). The others belong to the Basidiomycota, one being of
the genus Geastrum; three of the family Polyporaceae (Poria cinerascens, Coriolopsis
polyzona and Pycnoporus sanguineus), a family Ganodermataceae (Ganoderma
lucidum) and another of the family Phallaceae (Dictyophora indusiata). A survey of
macroscopic fungi from the southwest of parana is still incipient. Ongoing are needed
to increase the knowledge of the micobiota in this region of the State.

KEYWORDS: Macrofungos. Basidiomycota. Ascomycota

11 INTRODUGCAO

O reino Fungi esta hoje representado por mais de 100.000 espécies, tendo uma
diversidade estimada em mais de 5 milhdes de espécies, o que classifica o grupo dos
fungos como o segundo mais diverso do planeta, ficando atras apenas dos insetos.
Estes organismos sdo eucaribticos, heterotroficos que possuem nutricdo absortiva,
e ainda possuem reserva energética de glicogénio (DRECHSLER-SANTOS; HORTA
JUNIOR, 2015, p. 3).

Os fungos apresentam sua fase somatica de duas maneiras, sendo a filamentosa
(hifal, micélio) e/ou leveduriforme (leveduras). Os macrofungos, objeto de estudo do
trabalho, apresentam fase somatica filamentosa, na qual células multinucleares se
conectam através de poros formando uma massa continua de protoplasma (ESPOSITO;
AZEVEDO, 2010, p.16).

Os macrofungos possuem sua estrutura reprodutiva formada por hifas
compactadas, as quais podem sair ou nao do substrato, constituindo uma parte muito
importante na identificacao taxonémica. Nos fungos do filo Ascomycota, a estrutura
reprodutiva recebe o nome de ascoma, no qual sdo produzidos 0s esporos, que sao
denominados de ascOsporos, e a dispersao dos mesmos ira depender da morfologia
deste ascoma, o qual pode ser peritécio, apotécio ou cleistotécio. Ja os fungos do filo
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Basidiomycota tem seus esporos chamados de basididosporos, que sé&o produzidos no
basidioma (WEBSTER; WEBER, 2007, p 21- 22, traduc&o nossa).

Os fungos desempenham um papel fundamental na biodiversidade global
podendo controlar as taxas dos principais processos ecossistémicos. Sao importantes
decompositores encontrados na natureza, além de poderem viver de maneira parasita
em animais, plantas, algas e até mesmo em outros fungos, podendo também realizar
associagdes mutualisticas com os mesmos (PEAY et al., 2008, p. 799-800).

Muito ja se sabe sobre a grande importancia econdmica que os fungos
apresentam. Um dos mais conhecidos e discutidos tipos de fungo séo as leveduras
(Saccharomyces cerevisiae (Desm.) Meyen 1838), as quais sao pertencentes ao filo
Ascomycota, sendo utilizadas em estudos como organismo modelo em processos
na area da genética, fisiologia, biologia molecular e bioquimica. Para fabricacdo e
aromatizacao de alguns queijos (Camembert, Roquefort e Gorgonzola) é utilizado o
fungo Penicillium roquefortiThom (DRECHSLER-SANTOS; HORTA JUNIOR, 2015, p.
8).

De acordo com o Cdbdigo Internacional de Nomenclatura Botanica para Algas,
Fungos e Plantas (BICUDO; PRADO, 2013), os fungos estdo agrupados em sete
niveis da hierarquia taxonémica, sendo eles: Filo (Mycota); Subdivisdo (Mycotina);
Classe (Mycetes); Subclasse (Mycetidae); Ordem (Ales), Género e Espécie.

O objetivo deste trabalho foi realizar um inventario dos fungos macroscépicos
pertencentes aos filos Basidiomycota e Ascomycota, depositados no herbario DVPR,
localizado na Universidade Tecnolégica Federal do Parana - UTFPR, no municipio de
Dois Vizinhos, que fica na regido Sudoeste do Estado do Parana.

Para o enquadramento taxonémico, foi utilizada a classificagao usada por Hibbett
et al. (2007) em que os Basidiomycota foram divididos em trés subfilos sendo eles:
Pucciniomycotina, Agaricomycotina e Ustilaginomycotina. Enquanto os Ascomycota
séo divididos também em trés subfilos, sendo: Taphrinomycotina, Pezizomycotina e
Saccharomycotina. A taxonomia a ser realizada durante este trabalho, ir4 se basear
nas divisdes apresentadas acima.

2 | REVISAO BIBLIOGRAFICA

A ciéncia que estuda os fungos é a micologia, palavra que vem do grego (mykes
= cogumelos + logos = estudo), sendo um estudo ainda recente, datando de cerca de
250 anos atras (ALEXOPOULOQOS; MIMS, 1980, traducdo nossa). Contudo sabe-se
gue muito antes disso, varias civilizagées ja faziam uso dos fungos, seja em rituais
religiosos, para o proprio consumo, ou como parte da cultura de muitos lugares, um
exemplo é o fungo Amanita muscaria (L.) Lam. que na mitologia grega seria a ambrosia,
fruto dos Deuses (KEISER, 2005, p 9).

Os fungos s&o organismos que podem viver nos mais diversos ambientes,
existindo desde organismos aquéaticos, terrestres, e os que sobrevivem em condicoes
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de extrema ou baixissimas temperaturas. Os solos sdo seus principais habitats, os
quais sao considerados um grande reservatério de células fungicas, ja que neles pode
ser observado um grande numero de esporos (provenientes de outros ambientes, ou
até mesmo de fungos parasitas que podem sobreviver mesmo sem a presenca de um
hospedeiro) (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010, p 452).

Devido ao seu modo de vida ser heterotréfico, os fungos utilizam como fonte de
energia para 0 seu crescimento, compostos organicos que ja foram pré-formados.
Desta maneira, encontramos na natureza fungos que podem viver de maneira saprofita,
alimentando-se de matéria organica morta (restos de animais no chdo das florestas,
frutas podres), ou vivendo como simbiontes, onde ocorre uma interagdo entres eles
e 0s seres vivos. Assim, podemos encontrar os fungos simbiontes com interacoes
diversas, como a mutualistica na qual tanto o fungo quanto o organismo envolvido
estdo sendo beneficiados; parasitica na qual o organismo é diretamente afetado pela
sua interagcdo com o fungo; comensalistica na qual o organismo nao sofre nenhum
efeito, sendo uma associacao neutra (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010, p 451).

As Ultimas classificacoes feitas por Hibbett et al (2007) aceitam um reino
(Fungi), um sub-reino (Dikaria) e sete filos (Chytridiomycota, Neocallimastigomycota,
Blastocladiomycota, Microsporidia, Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota).
Os filos Ascomycota e Basidiomycota estao incluidos dentro do sub-reino Dikaria, e
s&o os grupos onde estdo os macrofungos.

Os macrofungos estao distribuidos dentro dos filos do sub-reino Dikaria, sendo
Basidiomycota e Ascomycota, apresentando maior abundancia nos Basidiomycota. A
classificacao feita por Hibbett et al. (2007) traz o filo Basidiomycota distribuido em 3
subfilos, 13 classes, 2 subclasses e 48 ordens, de acordo com o quadro 1.

Subfilos | Pucciniomycotina | Agaricomycotina | Ustilaginomycotina
Classes
Pucciniomycetes Tremellomycetes Ustilaginomycetes
Cystobasidiomycetes Dacrymycetes
Agaricostilbomycetes Agaricomycetes
Microbotryomycetes Wallemiomycetes
Altractiellomycetes Entorrhizomycetes
Classiculomycetes
Mixiomycetes
Cryptomycocolamycetes

Quadro 1 - Nome dos Subfilos e Classes do filo Basidiomycota
Fonte: Quadro adaptado de Hibbett et. al (2007).

Ainda segundo Hibbett et al. (2007) o filo Ascomycota esté dividido em 3 subfilos,
15 classes, 11 subclasses e 58 ordens, de acordo com o quadro 2.
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Subfilo Pezizomycotina Taphrinomycotina Saccharomycotina

Classes
Arthomiomycetes Taphrinomycetes Saccharomycetes
Dothideomycetes Neolectomycetes
Eurotiomycetes Pneumocystidomycetes
Laboulbeniomycetes Shizoccharomycetes

Lecanoromycetes

Leotiomycetes
Lichiomycetes
Orbiliomycetes

Pezizomycetes

Sordariomycetes

Quadro 2 - Nome dos Subfilos e Classes do filo Ascomycota
Fonte: Quadro adaptado de Hibbett et. al (2007).

Os macrofungos estéao incluidos no subfilo Agaricomycotina (filo Basidiomycota),
dentro da classe Agaricomycetes, a qual contém cerca de 21.000 espécies descritas,
formando um quinto de todos os fungos conhecidos (KIRK et. al, 2008). Dentro
desta classe estdo incluidas 17 ordens, nas quais estdo distribuidos os fungos
decompositores, ectomicorrizicos e parasiticos (HIBBETT et. al, 2007). Esta classe
contém a maior diversidade morfolégica de estrutura reprodutiva. Os macrofungos
também se encontram dentro do subfilo Pezizomycotina (filo Ascomycota), sendo este
um filo muito grande de fungos, que ainda podem incluir até 291 familias, de modo que
a sua identificacao detalhada é mais dificil.

Dentro do Estado do Parana tem-se os estudos realizados pelo naturalista
André de Meijer que ha trés décadas vem estudando os macrofungos das regides
Central e Leste do estado. Ele traz como grande contribuicdo para taxonomia, listas
de revisdo das espécies do estado do Paran4, entre elas o livro Macrofungos Notaveis
das Florestas de Pinheiro-do-Parana (2008), que traz uma listagem das espécies
encontradas nas florestas de pinheiros do Parana, com figuras ilustrativas e descricoes
sobre 0 macrofungo, seu habitat e distribuicdo, na qual foi totalizado 665 espécies
de Basidoimycota, 61 espécies de Ascomycota e 4 espécies de fungos anamorficos
parasitas de artropodes.

Luiz et al. (2014) fizeram a identificacdo dos macrofungos das principais areas de
preservacao da cidade de Maringa - PR, porém esta classificacéo foi feita apenas em
nivel de filo, devido a falta de equipamentos para uma melhor identificagdo em nivel
de género e espécie.

Diante dos poucos trabalhos para o Estado do Parana, comparando-se com a
alta diversidade que o mesmo deve apresentar devido ao seu clima favoravel para o
crescimento de macrofungos, fica evidente a necessidade de mais trabalhos sobre a
diversidade destes organismos.

Todos os macrofungos analisados estdo depositados no herbario DVPR, sendo
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que estes tém grande importancia para a ciéncia, pois neles estao depositados uma
grande quantidade de material biol6gico, juntamente com informacgdes dos individuos
e suas populacbes. Este material é de grande importéncia para que se consiga
fazer estimativas da diversidade local, contribuindo também para levantamento da
diversidade a um nivel global. As colecdes depositadas em herbarios representam
grande parte do aporte para pesquisas em varias areas do conhecimento, e relatam
a historia cientifica do pais (MAIA; DRECHSLER-SANTOS; CACERES, 2007, p. 2-4).

No Estado do Parana, atualmente tem-se o numero de 1.229 exemplares de
fungos registrados no INCT, dos quais 1.254 exemplares estdo identificados dentro do
filo Ascomycota, 57 para o filo Basidiomycota, 120 classificados como Fungi Incertae
Sedis (com posicao incerta), 16 identificados apenas ao nivel de reino e 482 exemplares
gue estao sem identificagdo. De todos os exemplares 578 estao identificados ao nivel
de espécie.

31 OBJETIVOS

O trabalho teve como objetivo realizar um levantamento e revisar a colecdo de
macrofungos do Herbario DVPR, da UTFPR-DV, contabilizando o niumero de espécies
de macrofungos depositados no herbario, através de estudos macroscopicos dos
espécimes. O estudo visou apresentar atualizacées nas determinacdes, deste modo
corroborando com os trabalhos sobre a micobiota Paranaense.

4| METODOLOGIA

O presente trabalho apresenta como foco de estudo os fungos macroscopicos,
que sao aqueles que possuem sua estrutura reprodutiva visivel a olho desarmado
e pertencentes aos filos Basidiomycota e Ascomycota. O estudo foi conduzido no
herbario DVPR que esta localizado na Universidade Federal Tecnolégica do Parana
- UTFPR, no municipio de Dois Vizinhos, Sudoeste do Parana. O herbario conta com
um acervo atual de 30 exemplares registrados no INCT.

O Estado do Parand esta localizado nas coordenadas entre 22°30°58” e 26°43’00”
de latitude Sul e 48°05’37” e 54°37°08” de longitude Oeste, se enquadrando no Bioma
Mata Atlantica, e possui trés tipos principais de vegetacéo florestal, sendo estas:
Floresta Ombroéfila Densa (predominantemente no leste do Estado); Floresta Ombroéfila
Mista (porcao a Oeste da Serra do Mar); Floresta Estacional Semidecidual (Norte e
Oeste do Estado) (RODERJAN et al. 2002, p. 2).

O clima do Estado é subtropical umido, com apenas uma pequena regido com
clima tropical, sendo estes dois climas, favoraveis ao aparecimento de macrofungos.
A temperatura do estado varia entre 14°C e 22°C e os indices de pluviosidade varia
entre 1.500 mm a 2.500 mm anuais (SANTO-JR; SILVEIRA 2007).
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Todos os exemplares estédo acondicionados em sacos de papel pardo, sendo
que estes foram previamente secados em estufa antes da sua armazenagem.
Cada exemplar traz uma pequena ficha com as descri¢des sobre as caracteristicas
observadas no momento da coleta, e que foram anotadas pelo seu coletor.

Para a analise das caracteristicas macroscopicas foi utilizada uma lupa
estereoscopica, na qual foram analisadas algumas das caracteristicas descritas no
quadro 3.

Para realizacdo deste estudo foram utilizados como base de apoio os livros:
Hongos Guia de la Region Pampeana: Il. Hongos sin lamillas; Hongos Atlas Pictérico
del Parque Nacional Iguazu (WRIGHT; ALBERTO, 2006); La Enciclopedia de las
Setas (KEISER, 2005) e demais referéncias classicas e modernas sobre o assunto.
A nomenclatura sera revista de acordo com o site Index Fungorum (http://www.
indexfungorum.org).

51 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados 12 taxons, dentre os quais cinco sao Ascomycota, sendo um
do género Xylaria Hill ex Schrank, um do género Phylacia (Phylacia turbinata (Berk.)
Dennis), e outro do género Cookeina (Cookeina tricholoma (Mont.) Kuntze). Os demais
pertencem aos Basidiomycota, sendo um do género Geastrum (Pers), trés da familia
Polyporaceae (Poria cinerascens (Bresadola ex Strassburger) Saccardo & Sydow,
Coriolopsis polyzona (Persoon) Ryvarden e Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill), um
da familia Ganodermataceae (Ganoderma lucidum (Cutis: Fries) P. Karsten) e outro da
familia Phallaceae (Dictyophora indusiata).

Taxons analisados

Ascomycota

«  Xylaria Hill ex Schrank, Baierische Flora 1: 200 (1789).

Material examinado: BRASIL: PARANA: Foz do Iguacu, 2013, D.F. Corréa.
(DVPR 2180 sem qualquer tipo de identificacao).

Breve descricao: Ascoma pertitécio e ereto com até 10 cm de altura; cilindrico,
clavado ou delgado, podendo ser simples ou ramificado; exterior escuro muitas
vezes coberto de pelos castanhos escuros; apice frequentemente esbranquicado;
interior branco as vezes acastanhado, composto de hifas hialinas, centro oco
em algumas espécies.

Habitat: Frequentemente encontrado em madeira morta, tendo algumas
espécies patogénicas.

Comentarios: A espécie com maior semelhanca é Xylaria polymorpha (Pers.:
Fr.) Gray. O material examinado era pequeno, e para confirmacéo da espécie
seriam necessarios mais espécimes frescos.

* Phylacia turbinata (Berk.) Dennis, Kew Bulletin 12 (2): 323 (1957).
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Material examinado: BRASIL: PARANA: Dois Vizinhos, 2014, J. L. A. Daniel
s.n.; J. M. M. Moreira. (DVPR 2243 sem qualquer identificacdo).

Breve descricao: ascostromata densa a frouxamente gregarios, turbinados,
7-15 mm de largura e 7-11 mm de altura, 4-5 mm de largura na base; margem
aguda com apice aplanado; coloracdo marrom-violeta uniformes, passando a
ser pretos; glabros, brilhantes, quebrando-se no apice ao amadurecer, e quando
velhos ficando totalmente ocos; contexto preto;

Habitat: Macrofungo muito comum no estado do Parana, encontrado sobre
galhos e troncos de madeira morta.

Comentarios: No Estado do Parana foi encontrado apenas esta espécie de
Phylacia, tendo mais trés espécies que sédo conhecidas na Amazoénia.

- Cookeina tricholoma (Mont.) Kuntze, Revisio generum plantarum 2: 849
(1891).

Material examinado: BRASIL: PARANA: Dois vizinhos, 2015, S. Sturmer et. al
(DVPR 1965 como Physciaceae).

Breve descricao: Ascoma apotécio, em formato de taca, solitario ou agrupado,
com tamanho mediano 10-50 mm de diametro, 10-80 mm de altura, estipitado.
Estipe delgado, 2-4 mm de grossura, e 10-50 mm de long., himénio alaranjado
palido a avermelhado ou salméo, parte externa piloso, porém palido; pelos
rigidos, branco brilhantes a negros.

Habitat: Encontrado sobre quase todos os tipos de madeira.
Comentarios: Muito comum em climas tropicais.

Outros dois macrofungos foram classificados apenas em nivel de filo
(Ascomycota), devido ao seu estado de conservacao ser ruim demais, exigindo
novas coletas, para com exemplares frescos conseguir realizar uma identificacéo
mais precisa.

Basidiomycota

+ Geastrum Pers., Synopsis methodica fungorum: 131 (1801).

Material examinado: BRASIL: PARANA: Dois Vizinhos, 2014, C. B. Nardin
(DVPR 2181 como Basidiomycetes).

Breve descricao: Basidioma estriliforme; exoperidio podendo ser escamoso
ou espinhoso, na maioria das vezes efémero deixando o endoperidio exposto,
o qual na maturidade se rompe expondo ent&o a gleba; uniostiolado.

Habitat: Ocorre em uma gama de diferentes habitats.

Comentarios: O exemplar era Unico e se encontrava em um estado de
conservagao ruim.

« Ganoderma lucidum (Cutis: Fries) P. Karsten, Revue Mycologique 3: 16-
18. 1881.
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Material examinado: BRASIL: PARANA: Salto do Lontra, 2014, G. Devens
(DVPR 2178 como Basidiomycetes).

Breve descricao: Basidioma excéntrico, centralmente ou lateralmente
estipitado, até 20 mm de diametro; superficie do pileo radialmente rugosa,
concentricamente sulcado, com lacado brilhante, as vezes semi-fosco, castanho
avermelhado; margem geralmente grossa; contexto quase da mesma grossura
da camada de tubos, 15-20 mm no centro tornando-se mais grosso até a base
do estipe, ocraceo castanho na porg¢ao superior e quase branco na camada dos
tubos quando fresco; tubos com 10 mm long., poros 4-6 por mm, circulares,
com coloragao creme; estipe castanho enegrecido, com até100 mm de largura,
podendo ser lateral, central ou pleurovertical.

Habitat: Raramente encontrado sobre 0 solo e raizes, e com mais frequéncia
sobre quase todos os tipos de madeira.

Comentarios: Espécie frequentemente confundida com outras com pileo
lacado brilhante.

Familia Polyporaceae

« Poria cinerascens (Bresadola ex Strassburger) Saccardo & Sydow, Sylloge
Fungorum 16: 161. 1902.

Material examinado: BRASIL: PARANA: Dois vizinhos, 2015, A. J. Bachi
(DVPR 2182 como Polyporaceae).

Breve descricao: Basidioma anual, lignicola e efuso; pode chegar a 100X
50mm; margem regular as vezes pouco definida; sempre em coloragdo creme
com até 1 mm de largura; contexto delgado, até 0,8 mm de grossura, coloracéao
creme a castanho claro; himenoéforo tubular, com tubos de até 3 mm de long.,

Habitat: Encontrado sob troncos de madeira em decomposicéo.

Comentarios: Foi registrado por Rajchenberg (1984) e sua posicao genérica €
discutivel.

«  Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill, Bulletin of the Torrey Botanical Club
31 (8): 421 (1904).

Material examinado: BRASIL: PARANA: Quedas do Iguagu, 2014, A. J. Bachi

(DVPR 2185 como Polyporaceae).

Breve descricao: Basidiocarpo anual, solitario ou em pequenos grupos;
flabeliforme, estreitamente ligado ao substrato, ou subestipitado lateralmente;
consisténcia coriacea quando fresco e dura quando seco; pileo com 1,5-10 cm
de didmetro e com 1-4 mm de espessura; possui zonas do pileo mais claras
e escuras, variando entre laranja em um primeiro momento, depois sendo
vermelho-alaranjado; contexto branco a palido com vermelho alaranjado; estipe
quando presente com 1,5 cm de comprimento e 4mm de espessura;

Habitat: Encontrado em quase todos os tipos de madeira, interior e borda da
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mata, com distribuicdo pantropical.

Comentarios: Espécie que se diferencia das demais devido sua coloragao
vermelho-alaranjada. Encontrado em varias regides do pais, incluindo lugares
com pouca umidade ou com temperaturas elevadas, 0 que sugere que este
possa sobreviver a ambientes mais secos.

- Coriolopsis polyzona (Persoon) Ryvarden, J. Bot. 19(3-4): 230. 1972.

Material examinado: BRASIL: PARANA: Dois Vizinhos, 2014, A. J. Bachi.
(DVPR 2188 como Polyporaceae).

Breve descricao: Basidioma anual a perene, flabelado a reniforme, imbricado ou
fusionado lateralmente; pileo solitario 100 x 150 x 2-7 mm, coriaceos a flexiveis;
coloragdo amarelo ocraceo a grisaceo castanho, em exemplares mais velhos
possui coloragdo esverdeada devido ao acumulo de algas verdes; tomentoso;
marem delgada, as vezes ondulada; superficie dos poros de coloracéo creme
a bege quando fresco, escurecendo a um castanho dourado; poros angulares
a circulares, 2-3 por mm, tubos até 4 mm long., contexto com a parte inferior
fibrosa e brilhante, ocracea a castanho-dourado com até 3mm de grossura, parte
superior mais solta e descolorida tornando-se castanho escuro em exemplares
mais velhos.

Habitat: Encontrado sobre praticamente todo tipo de madeira.

Comentarios: Macrofungo mais comum em zonas tropicais.

O restante dos fungos que se encontram depositados no herbario, ndo foram
examinados, devido ao seu mau estado de conservacéo, e/ou por exigirem técnicas
microscoépicas para sua identificacao.

Através da identificacdo dos exemplares, foi possivel constatar maior riqueza do
filo Basidiomycota, da ordem Polyporales, que s&do as comumente chamadas “orelhas
de pau”. Todos foram encontrados aderidos em madeiras (troncos de arvores caidos)
devido ao seu papel na decomposi¢cao da madeira, os quais s&o considerados os mais
eficazes decompositores deste material da biosfera (FLOUDAS et al., 2012).

Diante do exposto acima fica evidente a necessidade de realizacdo de mais
estudos envolvendo exemplares de fungos depositados em herbarios, para assim
aumentar o numero de identificacbes ao nivel de espécie, bem como corrigir
identificacbes incertas, contribuindo assim para um melhor conhecimento da micota
do estado do Parana.
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RESUMO: A histoplasmose é uma micose
endémica causada por Histoplasma
capsulatum,fungo com ampla distribuicao
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geografica. A infeccdo € adquirida pela
inalacdo de conidios, os quais sao depositados
nos alvéolos pulmonares. Nos pacientes

imunocompetentes a resposta imunolbgica
mediada por células leva a cura da infeccéo
primaria, contudo, em imunocomprometidos,
especialmente HIV/SIDA, este é considerado
um patdgeno oportunista. O agente da infecgéao
€ um fungo filamentoso presente no solo
na fase saprofitica. Nichos ecol6gicos com
condicOes Otimas de temperatura, pluviometria,
umidade relativa do ar e ambiente escuro
favorece o crescimento do fungo. Em pacientes
com grave comprometimento da imunidade
celular, especialmente aqueles convivendo
com HIV/SIDA,
lesbes grave, caracterizando a histoplasmose
disseminada aguda. O diagnéstico laboratorial
da histoplasmose pode ser realizado através da
utilizagdo de diferentes métodos como cultura,
histopatologia,
sorologia e ferramentas moleculares. Amostras

clinicamente predominam

exame microscopico direto,

biolégicas como o sangue periférico, medula
O0ssea vermelha, exsudato de lesdes cutaneas
e/ou de mucosas, liquor, fragmento de tecido
(e.g. pele, pulméo, figado, linfonodos), e menos
comumente o escarro e lavado broncoalveolar
sdo processadas adequadamente a depender
da ferramenta diagnoéstica a ser utilizada. A
obtencédo do agente etioldgico da histoplasmose
em cultura é considerada o padrdo ouro para
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o diagnéstico, sendo fundamental a visualizagdo de macroconidios tuberculados
denominados de estalagmosporos. O tratamento de escolha para pacientes € a base
de Anfotericina B, porém outras opgdes terapéuticas também sdo recomendadas,
como itraconazol e cetoconazol.

INTRODUCAO

A histoplasmose, infeccdo causada pelo fungo Histoplasma capsulatum, foi
relatada pela primeira vez em 1905 pelo patologista Samuel Darling, no Panama
(DARLING, 1906; DE MONBREUN, 1934). O fungo tem distribuicdo mundial, e a
histoplasmose é considerada classicamente uma micose endémica (KASUGA et al.,
2003; DEEPE JR, 2010) podendo apresentar um comportamento oportunista em
pacientes imunocomprometidos (MCKINSEY et al., 1997). Para adquirir a infeccéo
€ necessario a inalagao dos conidios desse fungo. Normalmente, a infeccéo ocorre
durante o manuseio do solo contendo fezes de galinhas e morcegos, liberando os
esporos que serao inalados e depositados nos alvéolos pulmonares (WHEAT, 2003).

Em pacientes imunocompetentes, a maioria das infeccoes € leve ou subclinica
(KNOX; HAGE, 2010). Geralmente a resposta imunolégica mediada por células
leva a cura da infecgdo primaria e torna os individuos resistentes as reinfec¢des
(HORWATH; FECHER; DEEPE, 2015; KNOX; HAGE, 2010). Entretanto, em
individuos imunocomprometidos, H. capsulatum €& considerado um dos patbgenos
oportunistas mais importantes (FERREIRA; BORGES, 2009). Em pacientes com
linfomas, transplantados renais, cardiacos e hepaticos, uso de corticosterdides e,
particularmente, doentes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), podem
desenvolver quadros graves de infeccdo pulmonar aguda, e que pode evoluir para
histoplasmose disseminada, resultantes da recrudescéncia de infec¢des latentes e,
menos frequentemente, de reexposicdes ao fungo (ADENIS; AZNAR; COUPPIE,
2014; FERREIRA; BORGES, 2009).

Nas décadas de 80 e 90, com o aparecimento da SIDA centenas de casos de
Histoplasmose Progressiva Disseminada (PDH) surgiram entre os portadores desta
sindrome. Essa associacdo tem sido descrita em cinco continentes, sendo que
nas Américas é mais frequente. Na Africa, a PDH tem atingido 25% dos pacientes
infectados pelo virus HIV. A incidéncia comecou a decair com a terapia antirretroviral
combinada (CART). Apesar disso, a Histoplasmose perdura como problema de saude
publica em alguns paises, principalmente onde a terapia cART ainda nao é disponivel.

O diagnéstico conclusivo da histoplasmose baseia-se na obtencdo do fungo
por meio da cultura, evidenciacdo de estruturas fungicas em tecidos, por analise
histopatolégica e exame microscépico, além de métodos sorolégicos e moleculares
(BRILHANTE et al., 2016; WHEAT et al., 2016). Em relagdo ao tratamento, os pacientes
soropositivos para o HIV/SIDA, com ou sem infiltrados bilaterais difusos em exames
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de imagem toracicos devem ser tratados com anfotericina B lipossomal (WHEAT et
al., 2007).

EPIDEMIOLOGIA

A Histoplasmose doenca é causada por dois agentes etioldgicos distintos,
0 H. capsulatum, agente da histoplasmose classica, e o H. duboisii (agente da
histoplasmose africana. Em se tratando da histoplasmose classica, o H. capsulatum
apresenta distribuicdo mundial e casos de doencga tem sido relatados em todos os
continentes, exceto a Antartica (DEEPE, 2010). Inicialmente descrito como um
protozoario encapsulado, o H. capsulatum foi caracterizado como um fungo em 1912
e, apenas em 1934, o microrganismo foi corretamente identificado como um fungo
com dimorfismo térmico (DARLING, 1906; DE MONBREUN, 1934). De acordo com
analises filogenéticas, a dispersao do H. capsulatum no mundo comegou entre 3
milhdes a 13 milhdes de anos atras a partir da América Latina (KASUGA et al., 2003).

Os fatores que influenciam na distribuicdo geografica da histoplasmose séo
pouco conhecidos, mas incluem temperatura moderada e solo contendo alto teor
de nitrogénio, que é acido e umido, e enriquecido com fezes de aves ou morcegos
(COLOMBO et al., 2011). Desse modo, a exposi¢cado a galinheiros ou cavernas, ou
algumas atividades, como agricultura e remodelacao ou demolicao de prédios antigos
tém sido mais comumente identificadas como fontes de exposicado ao H. capsulatum
(COTTLE et al., 2013).

Um mapa epidemiolégico com a distribuicdo mundial da histoplasmose pode ser
observado na Figura 1.

Figura 1. Distribuicdo global do Histoplasma capsulatum. (Fonte: Adaptado de WHEAT et al.,
2016)
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Antes do advento do HIV/SIDA, as areas endémicas com maior quantidade
conhecida de casos, ainda estao localizados na metade leste dos Estados Unidos
(ao longo dos vales dos rios Mississipi e Ohio), México e na maior parte dos paises
da América Central (Panama, Honduras, Guatemala e Nicaragua), Caribe (Jamaica,
Porto Rico, Cuba e Martinica) e América do Sul (Venezuela, Guiana Francesa,
Colémbia, Peru, Brasil e Argentina) (COLOMBO et al., 2011). Em menor quantidade,
ha relatos de histoplasmose no Sudeste Asiatico, em particular na Tailandia, Malasia,
india, China e Taiwan (JUNG et al., 2015; LOULERGUE et al., 2007; NORKAEW et
al., 2013; PAN et al., 2013), e na Africa. Apesar das duas espécies do Histoplasma
coexistirem no continente africano, cerca de 80% dos casos de histoplasmose
diagnosticados nos paises situados na parte central da Africa, como Nigéria, Congo
e Uganda, sé&o causados por H. duboisii, enquanto nos paises localizados no sul do
continente, como Zimbabue e Africa do Sul, mais de 80% dos casos foram causados
por H. capsulatum (COTTLE et al., 2013). Na Europa, a histoplasmose raramente tem
sido diagnosticada, com excec¢ao da Itélia, onde poucos casos foram observados e os
relatos existentes no continente europeu envolvem imigrantes africanos (INOJOSA et
al., 2011; LOULERGUE et al., 2007).

Nos Estados Unidos, dentre as micoses endémicas, a histoplasmose é a causa
mais comum de hospitalizacédo e morte (CHU et al., 2006). Entretanto, na América do
Sul e Central, a maior parte da incidéncia é impulsionada pela SIDA. Desde o inicio da
epidemia do HIV, vérios relatos sugerem que a histoplasmose disseminada € uma das
principais infeccdes que ocorrem na SIDA, e uma das principais causas de morte de
pacientes infectados pelo HIV (NACHER et al., 2011). A incidéncia de histoplasmose
disseminada em pacientes infectados por HIV pode chegar até 25%, principalmente
aqueles com contagem de células CD4 <150 células/mm? (MCKINSEY et al., 1997). Na
Guiana Francesa, 51% dos pacientes hospitalizados com HIV e contagem de linfécitos
T CD4 < 50 apresentavam quadro de histoplasmose disseminada (VANTILCKE et al.,
2014). De modo similar, mais de 70% dos pacientes com histoplasmose provenientes
da Colémbia tinham HIV/SIDA (ARANGO et al., 2011). No Brasil, centenas de casos
de histoplasmose, principalmente na forma disseminada, ja foram observados entre os
portadores de HIV/SIDA em varias regides do pais ( PONTES et al., 2010).

Fora do continente americano, a histoplasmose tem sido associada ao HIV na
China, onde 75 % dos casos ocorrem ao longo do rio Yangtzé (PAN et al., 2013), na
Tailandia, onde foram relatados mais de 1200 episédios de histoplasmose disseminada
progressiva (NORKAEW et al., 2013), além de casos recentes na Coréia do Sul
(JUNG et al., 2015). A doenca tem acometido 2-25% dos pacientes com HIV/SIDA.
Na Guatemala e México, por exemplo, as taxas de PDH estéo entre 5% a 20% dos
pacientes infectados pelo HIV. Na Africa, apesar de 61% dos casos de histoplasmose
notificados terem sido em individuos HIV-negativos, 80% dos pacientes oriundos da
regido sul da Africa infectados pelo H. capsulatum apresentavam HIV/SIDA, reforcando
a forte correlacao entre a coinfeccao pelo HIV e H. capsulatum (OLADELE et al., 2018).
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Somando-se aisso, esta patologia ndo possui notificagcao obrigatoria prejudicando,
assim, a obtencao de dados precisos sobre sua incidéncia e prevaléncia. Na tentativa
de elucidar este quadro, a OMS (Organizacdo Mundial de Saude), recentemente,
incluiu a Histoplasmose na lista das doencas tropicais negligenciadas (NTDs).
Consequentemente, € de fundamental importancia a conscientizacao e conhecimento
da doenca devido ao crescente fluxo migratério de paises endémicos e ao elevado
risco de mortalidade associado ao diagnéstico e tratamento tardios.

FONTES DE INFECCAO

Histoplasma capsulatum é um fungo filamentoso encontrado no solo na fase
saprofitica, em nichos ecolégicos com condi¢des étimas de temperatura do solo e ar
atmosférico entre 18°C a 28°C, pluviometria entre 890 e 1.270 mm, umidade relativa
do ar maior do que 60% e ambientes escuros, 0os quais favorecem o crescimento e
sua esporulacdo (TAYLOR et al., 1999; TAYLOR; REYES-MONTES; CHAVEZ-TAPIA
et al., 2000; FERREIRA; BORGES, 2009; ARANGO et al., 2011).

O fungo possuem preferéncia por solos ricos em substéncias orgéanicas,
principalmente com altas concentracbes de nitrogénio e fésforo, pH acido, e
especialmente, onde ha dejetos de aves de criagdo, morcegos ou passaros agregados.
O altoteor de &cido Urico e outros componentes nitrogenados, encontrados nos excretas
desses animais, inibem o crescimento de outros microrganismos competidores. Estes
fatores favorecem o crescimento e proliferacéo do fungo, que utiliza esses componentes
como fonte de nitrogénio para seu desenvolvimento (TAYLOR et al., 1999; TAYLOR,;
REYES-MONTES; CHAVEZ-TAPIA et al., 2000; MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Devido a estes fatores, as areas com grande densidade de H. capsulatum sao
encontradas em microambientes como criadouros de galinhas, grutas, cavernas e
cupulasde prédios habitadas pormorcegos, sendo denominados de “pontos epidémicos”
(CHICK et al., 1981; DEEPE, 1995; ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011). Assim, casos de
histoplasmose pulmonar aguda (HPA), sdo observados, principalmente, em individuos
que realizaram atividades ocupacionais, como limpeza de locais abandonados, ou
recreativos, visitacdo de grutas ou cavernas habitadas por morcegos (CDC, 2014;
ROCHA-SILVA et al., 2014).

Os morcegos estédo entre os poucos mamiferos silvestres que desempenham
papel importante na manutencéo do ciclo de vida de H. capsulatum na natureza
(TAYLOR; REYES-MONTES; CHAVEZ-TAPIA et al., 2000; DIAS et al., 2011). Além
do solo com excretas de morcegos, H. capsulatum pode ser encontrado também em
suas visceras e sangue. Esses animais por terem habito de agregacéo, geralmente
transmitem a infeccdo a coldénia quando excretam fungos nas fezes, uma vez que,
também sao dispersores do fungo na natureza, e seu deslocamento pode ensejar
aparicéo de novos focos (ZANCOPE-OLIVEIRA; MUNIZ; WANKE, 2013).
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Estudo realizado no Municipio do Rio de Janeiro em 1987, na localidade de Rio
da Prata, identificou a presenca de H. capsulatum em 7,2% das amostras de solo
coletadas de galinheiros da localidade (ZANCOPE-OLIVEIRA; WANKE, 1987). Quando
ha revolvimento de solos, estes microambientes, gera dispersdao dos propagulos
infectantes em grande quantidade, os quais sdo capazes de atingir e infectar pessoas
num raio de até 32 km (CHICK et al., 1981).

A distribuicdo dos casos de histoplasmose disseminada em individuos HIV
positivo, residentes em Fortaleza/Ceara revelou que a maior frequéncia dos casos
desta coinfeccdo ocorreu em individuos que residiam em area com baixos indices
de saneamento basico, e naqueles que habitavam uma regido proxima a um parque
ambiental (CORREIAetal.,2016). Contudo, amaioriados casos relatados de HPAocorre
geralmente em individuos que realizam atividades em grutas ou cavernas habitadas
por morcegos ou aves, ou durante atividades de limpeza de locais abandonados, onde
h& micronichos de H. capsulatum (KAUFFMAN, 2007).

Assim, fatores como a presenca de excrementos de morcegos, juntamente
com correntes de ar dispersando os conidios a distancias significativas, aumentam a
exposicao das populagdes distantes aos propagulos fungicos (WHEAT et al., 2007).
Somado a isso, a migracéo frequente, o turismo e as atividades laborais, contribuem
para que esta doenca seja a micose respiratoria mais comum no mundo, sobretudo em
imunocomprometidos (ARENAS, 2011), isto justifica a ampla distribuicdo geografica
da histoplasmose (ADENIS; AZNAR; COUPPIE, 2014).

MANIFESTACOES CLINICAS

Em pacientes imunossuprimidos, sobremaneira HIV/SIDA, a histoplasmose
representa muito provavelmente, uma reativacao de focos latentes de uma infeccéo
pregressa ou, mais raramente, aquisicdo exdgena por ocasido da imunodepressao
(ROCHA et al. 1994). As manifestacbes clinicas da histoplasmose dependem
principalmente da carga fungica inalada, do estado imunolégico do paciente e da
viruléncia da cepa infectante (FRANCINI et al. 2018).

Em pacientes com grave comprometimento da imunidade celular, especialmente
aqueles convivendo com HIV/SIDA, clinicamente predominam as manifestagdes gerais
de um processo infeccioso grave, caracterizando a histoplasmose disseminada aguda.
A progressao da doenca ocorre geralmente com febre alta, anorexia grave, mal-estar,
nauseas ou vomitos, dispnéia, linfadenopatia generalizada, hepatoesplenomegalia,
adenomegalias generalizadas e lesdes cutaneas localizadas e/ou generalizadas
(BRASIL, 2017). Ainda, cerca de 10 a 20% dos pacientes evoluem para formas mais
graves, caracterizadas por choque séptico, com coagulacao intravascular disseminada,
rabdomidlise e faléncia multiplos de 6rgéos (rins, figado e pulmdes). Nesses casos,
a mortalidade é muito alta e pode chegar a 50 a 70%, em um periodo de dois a seis
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meses, mesmo quando ha tratamento adequado (ADENIS et al, 2014).

O comprometimento da medula 6éssea é comum, manifestado por pancitopenia
periférica. J& o comprometimento pulmonar sistémico é raro; no entanto, em casos
graves da doenca, lesdo miliar ou intersticial pode ser observada em tomografia
computadorizada de torax (POSWAR et. al., 2013; ADENIS et al, 2014).

A disseminacgéao para o sistema nervoso central (SNC) ocorre em cerca de 20%
dos casos e se da exclusivamente nas meninges, medula espinhal e cérebro. Os
pacientes podem desenvolver meningite subaguda ou crénica, lesées cerebrais ou
espinhais focais, derrames e encefalite (FERREIRA; BORGES, 2009).

Nos casos de meningite, os sintomas incluem dor de cabeg¢a, mudangas no
estado mental e paralisias de nervos cranianos (KAUFFMAN, 2007). LesGes cutaneas
disseminadas também sao manifestacées comuns em pacientes com SIDA e lesbes
de pele localizadas com envolvimento da mucosa também podem ocorrer. As
manifestacbes cutédneas podem variar desde papulas acneiformes, placas infiltradas,
ulceras e lesdes vegetantes, como observado na Figura 2. Frequentemente ocorrem,
em grande numero, devido a disseminacéo do fungo por via hematogénica (POSWAR
et. al., 2013). No entanto, as lesdes cutaneas nos pacientes imunocomprometidos nao
caracterizam o diagndstico clinico da histoplasmose, devido muitas outras doencas
com apresentacéo de sinais e sintomas semelhante (MARQUES et al., 2013).

Figura 2: Paciente exibindo lesées cutaneomucosas na face em decorréncia da histoplasmose.

RESPOSTA IMUNE

Apos a inalagdo dos conidios nos alvéolos pulmonares, o fungo multiplica-se
no interior de células mononucleares e macréfagos, estimulando o sistema imune
do hospedeiro a produzir uma resposta celular do tipo Th1 cerca de duas a trés
semanas apos a infeccdo (KNOX; HAGE, 2010). Em consequéncia dessa resposta,
ocorre a indugdo do fator de necrose tumoral a e interferon vy, ativando macrofagos
com capacidade de lisar células leveduriformes intracelulares do H. capsulatum
(HORWATH; FECHER; DEEPE, 2015; KNOX; HAGE, 2010).
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As estruturas fungicas podem persistir no hospedeiro em granulomas na maioria
dos individuos saudaveis, sendo que os patégenos geralmente ndo sao viaveis. Dessa
forma, a histoplasmose infeccdo pode adquirir forma semelhante ao observado na
tuberculose em hospedeiro imunocompetente (HORWATH; FECHER; DEEPE, 2015).
Ao contrario dos individuos imunocompetentes, em que ocorre a resposta imune Th1,
0s portadores imunocomprometidos apresentam a resposta Th2, que produz citocinas
como a interleucina-4, interleucina-5 e interleucina-10, responsaveis por inibir a
resposta Th1. Desse modo, essa troca de resposta imune faz com que a formacéo dos
granulomas seja ausente ou defeituosa, permitindo assim que o patégeno invada a
corrente sanguinea e infecte outros 6rgéos (FERREIRA; BORGES, 2009; HORWATH;
FECHER; DEEPE, 2015). Desse modo, por nao ocorrer o desenvolvimento efetiva
da imunidade celular, essa infec¢cdo adquire a forma de histoplasmose-doenca, que
se nao for prontamente diagnostica e tratada adequadamente, geralmente conduz o
paciente ao 6bito (HORWATH; FECHER; DEEPE, 2015; LOULERGUE et al., 2007).

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico laboratorial da histoplasmose pode ser realizado através da
utilizacéo de diferentes métodos, tais como a cultura, exame microscépico direto,
histopatologia, sorologia e ferramentas moleculares. Aescolhado método de diagnostico
depende do aparato de equipamentos do laboratério, condicdes clinicas do paciente,
formas clinicas da doenca e profissionais especializados para o diagnostico.

Neste livro, destacamos o diagnoéstico da histoplasmose associada a pacientes
com HIV/SIDA, por apresentarem a forma clinica disseminada a mais comumente
observada nesse grupo de pacientes.

A obtencdo do agente etiol6gico da histoplasmose em cultura é considerada o
padréo ouro para o diagnéstico. Constituem amostra relevantes para o diagnéstico
da doenca a obtencdo de amostras bioldégicas como o sangue periférico, medula
O0ssea vermelha, exsudato de lesdes cutaneas e/ou de mucosas, liquor, fragmento de
tecido (e.g. pele, pulméo, figado, linfonodos), e menos comumente o escarro e lavado
broncoalveolar. Estes espécimes clinicos sdo semeadas e/ou inoculados em meio de
cultura Agar Sabouraud Dextrose, adicionado de antibi6ticos de amplo espectro, para
o isolamento de H. capsulatum. Esse fungo apresenta crescimento variavel, sendo
necessario a manutencgao da cultura por até 6 semanas. O agente apresenta aspecto
macroscopico do verso da colbnia de textura cotonosa e tonalidade branca e reverso
ocre (Figura 3A). As principais caracteristicas micromorfol6lcas do fungo constituem
a presenca de hifas que podem formar dois tipos de conidios, os macroconidios
e microconidios. Os macroconidios, conhecidos como estalagmosporos, sao
tuberculados medindo de 8 a 20 ym de didmetro com projecoes espiculadas em sua
superficie (Figura 3B); os microconidios s&o lisos e pequenos, podendo medir de 2 a 4
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pum. Aidentificacdo de macroconidios tuberculados permite um diagnéstico presuntivo
de histoplasmose; portanto, deve-se proceder o diagnostico diferencial com o género
Sepedonium, que apresenta macroconidios tuberculosos semelhantes, contudo este
nao é um fungo dimoérfico a 37°C (FERREIRA; BORGES, 2009, WHEAT et al., 2016).

Figura 3: Colbnia com verso de textura cotonosa e tonalidade branca e reverso ocre (A) e
macroconidios esféricos espiculados (estalagmosporos) de Histoplasma capsulatum a 25°C (B).
Aumento de 400X.

Rotineiramente, os laboratérios de Micologia médica preferem incubar os
espécimes a temperatura de 25°C, obtendo o fungo na fase miceliana ou filamentosa,
tendo sua confirmacdo ap6s termoconversdao para a fase leveduriforme a 37°C
(FERREIRA; BORGES, 2009). Nos pacientes com AIDS, hemoculturas frequentemente
isolam o agente etiologico. Nossa experiéncia com o isolamento do Histoplasma,
observamos que a termoconversao do fungo ndo ocorre na primeira geragao, sendo
necessarios varios repiques a temperatura de 37°C.

O procedimento histopatologico representa outra ferramenta para o diagnostico
da histoplasmose. A biopsia de tecido deve ser realizado o0 mais rapidamente possivel
e indicado para pacientes gravemente doentes. Este procedimento descreve a reacao
histolégica e a visualizagdo de estruturas fungicas (WHEAT, 1989, KAUFFMAN, 2007).

Os espécimes biologicos obtidos por bidpsia sdo processados adequadamente
por técnica histoldgica, e corados com Gomori-Grocott, acido periddico Schiff (PAS) e
hematoxilina e eosina (BRASIL, 2017). Os esfregacos rotineiros de sangue periférico,
as vezes, mostram células leveduriformes no interior de neutrofilos (Figura 4) em
pacientes gravemente doentes com histoplasmose disseminada.

Areacao histoloégica demonstra a presenga de granulomas epitelidides, de aspecto
sarcdide com estruturas leveduriformes isoladas e brotantes medindo de 2 a 4 ym,
ovais e de base estreita no interior das células fagociticas (Figura 4), podendo também
ser visualizadas fora do tecido (PAYA et al., 1987). Estas constatacées permitem a
realizacao de um diagnéstico presuntivo da histoplasmose. Conseguentemente, deve-
se proceder diagndstico diferencial com organismos que mimitizam a aparéncia de H.
capsulatum nos tecidos. Porém, o quadro clinico geralmente separa a histoplasmose
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dos outros organismos com vida parasitaria intracelular, como Leishmania e leveduras
gue causam sintomas semelhantes aos da histoplasmose tem diferentes achados no
exame histopatolégico.

Figura 4: Microscopia 6Otica de sangue periférico exibindo neutréfilos parasitados com células
leveduriformes de Histoplasma capsulatum. Ladmina corada com hematoxilina-eosina e aumento
de 1000X.

Varias provas sorolégicas, detectando anticorpos e antigenos circulantes,
podem ser utilizadas para o diagnostico da histoplasmose. Estas técnicas variam em
especificidade e sensibilidade e permitem diagnéstico, progndstico e acompanhamento
terapéutico. A escolha da prova sorolégica depende de equipamentos disponiveis no
laboratorio e das condi¢cdes de imunossupresséao do paciente.

Dentre as provas sorologicas a imunodifuséo, fixagdo de complemento e técnicas
imunoenzimaticas (ELISA) podem ser utilizadas para o diagnostico de histoplasmose.
Reacoes falso-negativas podem ocorrer em pacientes imunodeprimidos com doencga
disseminada. Assim, em pacientes com SIDA recomenda-se a deteccéo de antigeno
para o diagndéstico da histoplasmose disseminada (WHEAT; KOHLER; TEWARI, 1986).

Na urina resultados falso-positivos para o antigeno de Histoplasma é comum
entre pacientes que tém outras micoses como paracoccidioidomicose, blastomicose
e menos frequente com peniciliose. Contudo, ndo parece haver testes falso-positivos
em pacientes com coccidioidomicose.

TRATAMENTO

Devido a severidade da histoplasmose, em especial os portadores de HIV/SIDA, é
estritamente recomendado o tratamento a base de Anfotericina B (LACAZ et al., 2000).
Essa situacdo também é recomendada para os casos suspeitos de histoplasmose,
devido o mau progndéstico e a demora no diagnéstico definitivo (MESSINA et al., 2018).
Outras opcdes terapéuticas também sado recomendadas, a exemplo do tratamento
a base de itraconazol por até 8 meses como dosagem de 200 mg uma vez ao dia
(LACAZ et al., 2000). O cetoconazol suge como outra alternativa, sendo recomendado
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uma dose diaria de até 400mg e o periodo de tratamento pode ser de 6 meses ou até
cura da infecgéo (LACAZ et al., 2000).
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CAPITULO 7

INCIDENCIA DE PROTOZOARIOS E HELMINTOS
NO EXAME PARASITOLOGICO REALIZADO NO
LABORATORIO CENTRAL DE BIOMEDICINA NO

PRIMEIRO SEMESTRE DE 2018
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RESUMO: As enteroparasitoses, podem dar-
se como assintomaticas em alguns casos ou
até mesmo manifestar danos como obstrugcao
intestinal, dores abdominais, febre, nauseas
e até episddios de anemia. A sua forma de
transmissdo é variada, indo da ingesta de
agua e alimentos contaminados, contato
direto, a fatores socioeconémicos. O presente
trabalho teve como objetivo notificar o indice
de positividade de protozoarios e helmintos em
amostras a fim de chamar atencéo para uma
politica mais eficaz na profilaxia das parasitoses
intestinais. Utilizou-se a metodologia de Lutz/
Hoffman para analisar as amostras recebidas
no laboratorio, no periodo de janeiro a junho de
2018. Os dados foram tabulados pelo programa
microsoft excel 2010 durante o primeiro
semestre de 2018. Dentre as 3.603 amostras,
517 (14,3%) foram positivas e 3.089 (85,7%),
negativas. Dentre as amostras positivas, 500
casos (96,7%) foram positivos para protozoarios
e apenas 17 (3,3%) para helmintos. O grupo
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dos protozoarios que obtiveram uma maior
incidéncia respectivamente foram: E. coli (145
casos), E. nana (288 casos), G. lamblia (36
casos) e E. histolytica/dispar (31 casos). Ja
no grupo dos helmintos, S. mansoni (7 casos),
E. vermicularis (7 casos), A. lumbricoides
(2 casos) e por fim, T. trichiuria (1 caso). E
perceptivel o alto indice de protozoarios na
totalidade de amostras positivas se comparado
aos helmintos. Ha evidentemente um grande
leque de opc¢bes que configuram esses altos
indices. Desde a susceptividade da populagéo,
seja por falta de assisténcia médica e promog¢ao
de saude, a fatores educacionais.

PALAVRAS-CHAVE:

Profilaxia; Incidéncia; Prevencao;

Enteroparasitoses;

ABSTRACT: The intestinal parasites, can be
given as asymptomatic in some cases or even
show damage such as intestinal obstruction,
abdominal pain, fever, nausea and even
episodes of anemia. Its mode of transmission is
varied, ranging from ingestion of contaminated
food and water, direct contact, to socioeconomic
factors. This study aimed to notify the positivity
rate of protozoa and helminths in samples in
order to draw attention to a more effective policy
on prevention of intestinal parasites. We used
the Lutz / Hoffman methodology to analyze
the samples received at the laboratory, in the

period from January to June 2018. The data

Capitulo 7




were tabulated by microsoft excel 2010 program during the first half of 2018. Among
the 3,603 samples, 517 (14, 3%) and 3089 were positive (85.7%) negative. Among the
positive samples, 500 cases (96.7%) were positive for protozoa and only 17 (3.3%) to
helminths. The group of protozoa which had a higher incidence were respectively: E.
coli (145 cases), E. nana (288 cases), G. lamblia (36 cases) and E. histolytica / dispar
(31 cases). In the group of helminth, Schistosoma mansoni (7 cases), E. vermicularis (7
cases), Ascaris lumbricoides (2 cases) and finally, T. trichiuria (1 case). It is noticeable
the high rate of protozoa in all positive samples compared to helminths. There are of
course a wide range of options that set these high rates. Since susceptividade of the
population, either for lack of medical care and health promotion, educational factors.
The group of protozoa which had a higher incidence were respectively: E. coli (145
cases), E. nana (288 cases), G. lamblia (36 cases) and E. histolytica / dispar (31
cases). In the group of helminth, Schistosoma mansoni (7 cases), E. vermicularis (7
cases), Ascaris lumbricoides (2 cases) and finally, T. trichiuria (1 case). It is noticeable
the high rate of protozoa in all positive samples compared to helminths. There are of
course a wide range of options that set these high rates. Since susceptividade of the
population, either for lack of medical care and health promotion, educational factors.
The group of protozoa which had a higher incidence were respectively: E. coli (145
cases), E. nana (288 cases), G. lamblia (36 cases) and E. histolytica / dispar (31
cases). In the group of helminth, Schistosoma mansoni (7 cases), E. vermicularis (7
cases), Ascaris lumbricoides (2 cases) and finally, T. trichiuria (1 case). It is noticeable
the high rate of protozoa in all positive samples compared to helminths. There are
of course a wide range of options that set these high rates. Since susceptividade
of the population, either for lack of medical care and health promotion, educational
factors. vermicularis (7 cases), Ascaris lumbricoides (2 cases) and finally, T. trichiuria
(1 case). It is noticeable the high rate of protozoa in all positive samples compared to
helminths. There are of course a wide range of options that set these high rates. Since
susceptividade of the population, either for lack of medical care and health promotion,
educational factors. vermicularis (7 cases), Ascaris lumbricoides (2 cases) and finally,
T. trichiuria (1 case). It is noticeable the high rate of protozoa in all positive samples
compared to helminths. There are of course a wide range of options that set these high
rates. Since susceptividade of the population, either for lack of medical care and health
promotion, educational factors.

KEYWORDS: intestinal parasites; Prophylaxis; Incidence; Prevention;

INTRODUCAO

Entende-se por parasitoses doengas causadas por microorganismos sejam eles
vermes, bactérias, virus ou protozoarios que ao entrarem no organismo humano ou de
outro animal, encontram situacdes favoraveis para a sua sobrevivéncia, reproducao e
nutricdo. Estes tém acao espoliativa que se oferecerem risco a integridade fisiol6gica
do hospedeiro, € considerado assim, patogénicos.
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Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), as parasitoses estéo entre as
doencas mais comuns do mundo que afetam tanto a regido rural quanto a urbana. A
sua variacao depende de muitos fatores que vao da espécie do parasita as condicoes
imunolégicas do hospedeiro.

As disfuncdes causadas por protozoarios ou helmintos, também conhecidas por
enteroparasitoses que sao causadas mais fortemente por helmintos e protozoarios e se
localizam no aparelho digestivo do hospedeiro, podem dar-se como assintomaticas em
alguns casos ou até mesmo manifestar danos peculiares como alteracdes no equilibrio
nutricional, sangramento e obstrucéo intestinal, dores abdominais acompanhadas de
vémito, febre, prolapso retal, nduseas e até episddios de anemia.

A sua forma de transmissdo é variada, indo da ingesta de agua e alimentos
contaminados, contato direto, a fatores socioecondmicos como falta de saneamento
basico em areas principalmente carentes. Aimunidade do hospedeiro, carga parasitaria
e caracteristicas bioldgicas do parasito sdo fatores importantes que interferem na
sintomatologia e até mesmo na forma de tratamento.

Essas disfungdes causadas pelas enteroparasitoses atingem ainda hoje variadas
faixas etarias, no entanto, o grupo que ainda contém maior vulnerabilidade ainda é a
populacéo infantil. Seja por falta de instru¢do e conhecimento acerca dos principios
basicos de higiene, constante contato direto com o0 solo ou até mesmo por apresentarem
um sistema imunol6gico menos apto e resistente.

A maioria dos casos notificados é decorrente da aglomeracao populacional em
ambientes improprios e com escassez de higiene, éxodo rural e falta de conhecimento
da populacao sobre quais medidas preventivas e até mesmo profilaticas tomar diante
do ocorrido. Estudos apontam que os parasitas mais comuns que acometem essa
populacéo vulneravel sao os Ascaris lumbricoides, Entamoeba histolytica, Enterobius
vermicularis, Trichuris trichiura e Giardia lamblia.

O presente trabalho teve como objetivo notificar o indice de positividade de
protozoarios e helmintos em amostras para a realizacdo do exame parasitol6gico no
laboratério central de Biomedicina, localizado em Aracaju/SE, a fim de chamar atencéo
para uma politica mais eficaz e acessivel.

METODOLOGIA

Tratou-se de uma pesquisa exploratéria de carater longitudinal a partir de
informacdes obtidas no Laboratério Central de Biomedicina localizado em Aracaju/
SE. Utilizou-se a metodologia de Lutz/Hoffman para analisar as amostras recebidas
no laborat6rio, no periodo de janeiro a junho de 2018, respeitando a metodologia para
melhor seguridade do resultado final, através da visualizagdo em laminas por meio
da microscopia convencional posterior a técnica. Todos os dados apoés repetidos e
confirmados foram tabulados pelo programa Microsoft Excel 2010 durante o primeiro
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semestre de 2018.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Dentre as 3.603 amostras recebidas no primeiro semestre de 2018, 517 (14,3%)
foram positivas e 3.089 (85,7%), negativas. Quanto as amostras positivas, 500 casos

(96,7%) foram totalizados para protozoarios e apenas 17 (3,3%) para helmintos.

Figura 2: Nimero de casos de cada parasita encontrado no primeiro semestre de 2018.

AMOSTRAS

=,

= POSITIVAS  w NEGATIVAS

Figura 1: Percentual de amostras positivas e negativas

PARASITAS

o

w £ coli = E. nana G. lamblia
w E, histolytica/dispar = 5. mansoni = E, vermicularis
8 A_lumbricoides u T. trichuria

O grupo dos protozoarios que obtiveram uma maior incidéncia respectivamente
foram: E. coli (145 casos), E. nana (288 casos), G. lamblia (36 casos) e E. histolytica/
dispar (31 casos). No grupo dos helmintos, S. mansoni (7 casos), E. vermicularis (7
casos), A. lumbricoides (2 casos) e por fim, T. trichiuria (1 caso).

E perceptivel o alto indice de protozoarios na totalidade de amostras positivas
se comparado aos helmintos. Este € um fator que chama a atencédo devido a alta

probabilidade de desenvolvimento de sintomatologias caracteristicas ou até mesmo
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similares em um grupo considerado de risco, ja que até o mecanismo de transmissao
€ similar, comprometendo assim toda a terapéutica do paciente e aumentando as
chances de complica¢des e avanco da patologia se realizado um diagndstico erréneo.

Como demonstrado nos resultados acima, ha uma grande diversidade de parasitas
que sao capazes de infectar o humano, por isso a maior necessidade em uma avaliacao
correta sobre a possivel etiologia da parasitose, assim como a espécie encontrada,
clima do ambiente para melhor direcionamento para descarte da possibilidade de
serem geohelmintos ou ndo, habitos de higiene, presenca ou auséncia de servicos de
esgoto, abastecimento de agua e até mesmo a condi¢cao econémica da comunidade
ja que as formas de contaminacao apresentam fortes relagcdes sociodemograficos e
ambientais.

As medidas cabiveis de tratamento e profilaxia vao além do agente patogénico
em si, mas sim de todo o contexto pelo qual o paciente se encontra, pois este que vai
determinar toda a sua terapéutica para que a mesma seja mais otimizada e eficaz.

CONCLUSOES

Ha evidentemente um grande leque de op¢des que configuram esses altos indices
identificados ao longo do trabalho que vai da susceptividade da populagéo, seja por
falta de assisténcia médica e promocéo de saude, a fatores educacionais. Nota-se
assim, que a prevencao ainda € o melhor caminho a seguir para evitar as parasitoses
intestinais. As praticas de educacao em saude podem ser melhor inseridas e de forma
acessivel as populagcées mais carentes com o objetivo de melhor conscientiza-los
sobre os fatores de risco e suas consequéncias.
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RESUMO: O Staphylococcus aureus meticilino
resistente (MRSA) € um microrganismo de
alta importancia clinica, logo o objetivo deste
estudo foi avaliar a incidéncia de MRSA em
amostras clinicas advindas de um laboratério
privado em Belém-PA. Neste estudo foram
analisados bancos de dados obtidos de um
Laboratério particular, coletados entre os
anos de 2010 a 2018 sendo estes tabulados e
analisados estatisticamente, as amostras foram
submetidas aos testes de coloracdo de Gram,
catalase, coagulase em seguida inseridas
no equipamento VITEK, testes manuais de
resisténcia induzida a clidamicina e teste de
Screening para cefoxicitina. Nos resultados
foram obtidos 1848 amostras positivas para o
género Staphylococcus, sendo 1096 (59,31%)
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BELEM-PA

positivas para espécie Staphylococcus aureus,
317 (32%) cepas foram positivas para o teste
de Screening de cefoxitina caracterizando o
perfil MRSA, em seguida o teste de resisténcia
induzida a clidamicina (teste D) revelou ser
positivo para 278 (27,74%), das amostras e
negativo para 739 (72,66%),amostras. Por fim
para identificacdo dos tipos de MRSA foram
aplicados discos de trimetropim/sulfametoxazol
no meio, evidenciando 221 (69,72%) cepas
sensiveis, indicativo para CA-MRSA e 78
(24,61%) cepas resistentes, indicativo para HA-
MRSA. Diante dos dados, observamos que 0s
sitios de infeccéo mais prevalentes s&o corrente
sanguinea, fragmento 6sseo e partes moles,
€ visivel a prevaléncia de cepas CA-MRSA,
sugerindo que o paciente ja esta vindo infectado
da comunidade, logo é necessario um controle
na disseminacéo desta cepa para que a mesma
n&o se instale no ambito hospitalar, eliminando
o risco de cepas CA-MRSA multirresistentes,
além do controle no uso de antimicrobianos.

PALAVRAS-CHAVES: Resisténcia bacteriana,
S. aureus resistente a meticilina, S. aureus
vancomicina, S.

intermediario a aureus

resistente a vancomicina.

ABSTRACT: Staphylococcus aureus-methicillin
resistant (MRSA) is a microorganism that has
high resistance and dissemination capacity,
based on its clinical importance, the objective
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of this study was to evaluate the incidence of MRSA in clinical samples from a private
laboratory in Belém-PA. In this study we analyzed databases obtained from a private
laboratory, collected between the years of 2010 and 2018. These tabulations were
statistically analyzed and the samples were submitted to Gram staining, catalase and
coagulase tests, inserted in the VITEK equipment, besides manual tests of resistance
induced to clidamycin and Screening test for cefoxicitine. In the results, 1848 samples
were positive for the genus Staphylococcus, 1096 (59.31%) positive for Staphylococcus
aureus species, 317 (32%) strains were positive for the cefoxitin Screening test
characterizing the MRSA profile, then the test of resistance induced to clidamycin
(test D) was found to be positive for 278 (27.74%) of the samples and negative for
739 (72.66%) samples. Finally, for identification of MRSA types, trimethoprim /
sulfamethoxazole discs were applied in the medium, showing 221 (69.72%) sensitive
strains, indicative for CA-MRSA and 78 (24.61%) resistant strains indicative of HA-
MRSA. Of the data presented, we observed that the most prevalent sites of infection are
bloodstream, bone fragment and soft tissues, is visible to the prevalence of CA-MRSA
strains, suggesting that the patient is already infected with the community, therefore a
control is necessary in the dissemination of this strain so that it does not settle in the
hospital setting, eliminating the risk of emerging multiresistant CA-MRSA strains, in
addition to controlling the use of antimicrobials.

KEYWORDS: Bacterial resistance, Methicillin-resistant S. aureus, S. aureus
intermediate vancomycin, Vancomycin-resistant S. aureus.

11 INTRODUGCAO

1.1 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus (S. aureus), € uma bactéria encontrada na microbiota
humana, pertencente ao género Staphylococcus, este na atualidade € composto por
33 espécies, 17 das quais podem ser isoladas de amostras biolégicas humanas,
entre elas o S. aureus. Esta espécie possui uma alta capacidade de resisténcia, pois
sobrevive a muitas condicbes ambientais adversas, incluindo calor, dessecacéo e frio
relativo, e toleram altas concentracdes de sal. Podendo ocasionar desde simples até
as mais graves infec¢des, podendo levar ao 6bito (LIMA et al., 2015).

Entre as caracteristicas do S. aureus destacam-se as seguintes: sdo cocos Gram
positivos agrupados em cachos devido a sua divisdo celular, que ocorre em varios
planos perpendiculares, catalase e coagulase positivos, B-hemoliticos, maltose e
manitol positivo e formador de colénias pigmentadas. Para o isolamento deste microrganismo
sdo utilizados meios de cultura ndo seletivos, os quais sao incubados de 18 a 24 horas
em condicBes aerdbias ou anaerdbias (GRINDI, 2013). Estes podem permanecer
viaveis por varios meses no meio ambiente ou até mesmo em secre¢des organicas
ressecadas (MARTINS et al., 2009).
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2 | RESISTENCIA DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS A METICILINA

A presenca de plasmidio é o principal fator de resisténcia do Staphylococcus
aureus, pois através dele que a espécie faz transferéncia de seu gene de resisténcia
para outras bactérias. O S. aureus possui maneiras distintas de resisténcia a meticilina,
sdo essas: Hiperproducdo de betalactamases, presenca de proteina ligadora de
penicilina PBP (protein-binding penicilin) alterada, modificacbes na capacidade de
ligacdo das PBPs (DEURENBERG et al., 2007).

As PBPs sao enzimas que vao catalisar o final da sintese da parede bacteriana,
estando localizado na membrana celular, o S. aureus possui cinco PBPs. As PBPs
1, 2 e 3 sdo essenciais e possuem grande afinidade com antibidticos B-lactamicos
ligando-se por ligacbes covalentes; os Staphylococcus aureus adquiriram resisténcia
a meticilina devido a produgéo de uma PBP extra, denominado PBP 2a, essa proteina
€ responsavel pela resisténcia intrisica aos antibiéticos B-lactamicos, sendo mecA o
gene que expressa essa proteina(CHAMBERS, 1997). Este gene é carreado por um
componente genético mdvel chamado cassete cromossdmico estafilococico (SSCmec);
a presenca do SCCmec pode ser associado a outros genes de resisténcias adicionais,
elementos como transposons e plasmideos, tendo como resultado a resisténcia a
outras classes de antibibticos, este cassete cromossémico contém genes regulatorios
(mecl —repressor do gene mecA e mecR1 (proteina transmembrana sinalizadora
sensivel a B-lactamicos) — indutor do gene mecA), ambas proteinas sdo transcritas
de forma divergentes, logo a transcricdo nao acontecera por um mesmo objetivo, por
exemplo, quando nao héa presenca de antibiéticos B-lactdmicos o gene mecl vai inibir
a transcricao do gene mecA e do par de genes mecR1-mecl,isto ocorre para que se
tenha economia de energia da bactéria, logo o gene mecA néo sera transcrito para a
proteina PBP2a nem seus reguladores. No entanto, quando o antibi6tico B-lactamico
esta presente o gene mecR1 sofre auto clivagem catalitica e a regido metaloprotease
localizada na proteina se torna ativa; a metaloprotease vai clivar a proteina mecl
permitindo a transcricdo do gene mecA em sequéncia a produgao da proteina PBP2a
(DEURENBERG et al., 2007).

31S. AUREUS METICILINO RESISTENTE DE ORIGEM HOSPITALAR (HA-MRSA)
E COMUNITARIA (CA-MRSA)

As incidéncias anuais de infec¢des causadas por MRSA praticamente triplicaram
nas ultimas décadas comparada as infeccbes por ndo-MRSA. Grande parte das
infeccbes causadas por MRSA adquirido em hospital (HA-MRSA) esta associada a
um numero pequeno de clone epidémicos espalhados no mundo (REITER, 2009).
Determinar o tipo de SCCmec se tornou necessario para entender a epidemiologia da
MRSA; Ito e Cols (1999) determinaram em seus estudos os trés cassetes encontrados

nessas cepas, sao eles: SCCmec tipo |, Il e lll.
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As infec¢bes causadas por MRSA eram comumente relatadas em hospitais,
porém por volta da década de 80, foi observado o aparecimento de casos de infec¢des
em pacientes que néo apresentavam os fatores predisponentes reconhecidos, como
ter sido internado recentemente, a nova cepa foi difundida rapidamente, e junto com ela
um aumento no numero de doencgas ocasionadas por este microrganismo (RAZERA
et al.,2009).

As CA-MRSAs foram distinguidas de seus homoélogos de origem hospitalar
através de testes moleculares, as primeiras possuem trés elementos genéticos
moveis que sdo eles: SCCmec IV, V e VII, dentro deles esta presente somente o gene
mecA responsavel pela producdo da PBP2a (REITER, 2009). Estes cassetes séo
responsaveis pela resisténcia das CA-MRSAs aos antibi6ticos B-lactamicos, sendo,
no entanto susceptiveis a outras classes de antimicrobianos.

41 STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTENTE A VANCOMICINA (VRSA)

Em junho de 2002 o primeiro S. aureus com resisténcia plena a vancomicina foi
identificado em Michigan-EUA (CHANG et al., 2003). Foi o primeiro caso conhecido de
S. aureus resistente a vancomicina que possuia o gene vanA. O mecanismo pelo qual
esta cepa adquiriu 0 gene vanA foi esclarecido logo depois. Envolveu a transferéncia
de um plasmideo contendo o transposon do gene vanA, Tn1546, de um Enterococcus
faecalis resistente a vancomicina para um S. aureus resistente a oxacilina (MRSA),
que ja possuia um plasmideo codificando resisténcia a gentamicina e producéo de
betalactamase. O transposon foi incluido no plasmideo estafilococico e o restante
do plasmideo enterocécico perdeu-se (WEIGEL et al., 2003). Este novo plasmideo
manteve a capacidade de ser transmitido para outros estafilococos e de expressar de
forma plena a resisténcia a vancomicina, decorrente da substituicdo do peptideo final
do terminal D-alanil-D-alinina, que passa a D-alanil-D-lactato, ocasionado através da
catalisacao pela enzima ligase (SEVERIN et al., 2004).

51 METODOLOGIA

5.1 Tipo de estudo

Estudo retrospectivo desenvolvido a partir de levantamento de dados, que foi
realizado em um laboratoério particular localizado na regido de Belém-PA.

5.2 Amostragem

O presente estudo realizou a triagem de dados positivos para Sthapylococcus
aureus meticilino resistente (MRSA), entre os anos de 2010 a 2018, obtidos do sistema
do laboratério, os quais foram tabulados e analisados estatisticamente no programa
Excel 2010, em seguida expressos em graficos e tabelas.
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Os resultados foram obtidos a partir do semeio de amostras clinicas (Agar Sangue,
Agar Chocolate e Agar Macconkey), em seguida encubadas na estufa bacteriolégica
entre 35°C e 37°C por 24 horas. As colbnias formadas sdao submetidas a coloragcao
de Gram, teste de catalase e coagulase, em seguida inseridos no equipamento
VITEK 2 com cartdo GP e cartdo 585 para identificacao e teste de susceptibilidade
respectivamente, além disso foram realizados testes manuais de resisténcia induzida
a clidamicina e teste de Screening para cefoxitina, em uma placa foram colocados os
discos de eritromicina (15ug), clidamicina (2 pg), vancomicina (30 pg), oxacilina (1
ug), cefoxitina (30 pg),trimetropim/sulfametoxazol (1,25/23,75 ug), linezolida (30 uqQ),
rifampicina (30 pg), norfloxacina (10 ug), ciprofloxacina (5 pg), moxifloxacina ( 5 ug),
gentamicina (10 pg), acido fusidico (), tigeciclina (15 pg), teicoplanina (30 uqg).

5.3 Analise de dados

A andlise dos dados foi realizada de acordo com o resultado do antibiograma,
possibilitando a classificacéo do seu perfil de susceptibilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O S. aureus € um dos microrganismos mais encontrados em espécimes clinicas
sendo o0 mais virulento do seu género (RAZERA et al., 2010), € uma das causas mais
relevantes de infeccbes hospitalares e na comunidade (COSGROVE et al., 2003).
Sendo assim, muitos autores procuram relatar a incidéncia desta bactéria, tendo em
vista a rapida disseminacéo global dessas cepas.

A partir dessas informacdes foi realizada a analise do banco de dados entre
0s anos de 2010 a 2018 com amostras advindas de um laboratério particular, foi
obtido um total de 1848 amostras positivas para o género Staphylococcus, dentro
deste numero 1096 cepas eram pertencentes a espécie Staphylococcus aureus. Em
uma pesquisa semelhante realizada por Almeida et al., (2012) em Hospital Estadual
de Bauru entre os anos de 2006 a 2009, foram isolados 1078 amostras positivas
para espécie citada. Apds analise desses estudos € perceptivel que a incidéncia do
S. aureus permanece elevada, mesmo com o passar dos anos n&o houve reducéo de
casos e sim um pequeno aumento como observado. Na tabela 1 sdo apresentados os
nuameros referentes as espécies encontradas do género Staphylococcus.

Espécies bacterianas %
Staphylococcus aureus 59,31
Staphylococcus epidermidis 23,00
Staphylococcus saprophyticus 1,73
Staphylococcus hominis 0,87
Staphylococcus haemolyticus 0,43
Staphylococcus warneri 0,16
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Tabela 1: Total de espécies do género Staphylococcus encontradas causando patologias.

Staphylococcus capitis 0,16
Staphylococcus cohnii 0,16
Staphylococcus lentus 0,11
Staphylococcus auriculares 0,05
Staphylococcus caprae 0,05
Staphylococcus hylcus 0,05
Staphylococcus lugdunensis 0,05
Staphylococcus sciuri 0,05
Staphylococcus vitulinus 0,05
Staphylococcus xylosus 0,05
TOTAL 100,00

Para analisar o perfil de resisténcia da cepa em estudo foram realizados testes

automatizados e manuais, apds a andlise desses, constataram-se os seguintes
resultados: benzilpenicilina (81,92%), eritromicina (68,38%), clidamicina (43,45%),

oxacilina (29,74%), tripetropim/sulfametoxazol (18,43%), comparado ao trabalho

realizado por Moura et al.,(2011) que demonstra 100% de resisténcia & oxacilina,
46,1% a eritromicina, 73,1 % a clidamicina, 96,15% a penicilina, 15,4% a trimetropim e

sulfametoxazol. Apesar da diferenca de cepas com resisténcia a oxacilinaentre os dois

trabalhos, vale ressaltar que este ultimo utilizou um N amostral bem reduzido, sendo

186 pertencentes a espécie em estudo. Baseando se no achado verificou-se que o

tratamento de infecgbes estafilococcicas esta se tornando mais restrito, dificultando

assim, a escolha terapéutica pelos profissionais de saude. A tabela 2 apresenta a lista

de antibiéticos usadas nos testes de susceptibilidade e seus respectivos resultados.

Tabela 2: Percentual de susceptibilidade das amostras usadas no estudo. R: Resistente; I:
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Antibi6ticos %
R I S
Benzilpenicilina 81,92 0,10 | 17,98
Eritromicina 68,38 | 1,68 | 29,93
Clindamicina 43,45 | 0,47 | 56,09
Oxacilina 29,741 0,00 | 70,26
Sufametoxazol 1843|010 | 8147
Norfloxacina 16,21 | 2,34 | 81,45
Ciprofloxacina 12,36 | 1,78 | 85,86
Moxifloxacina 9,67 | 517 | 85,17
Rifampicina 6,12 | 6,79 | 87,08
Gentamicina 5,08 | 0,78 | 94,14
Acido fusidico 0,80 | 1,30 | 97,90
Linezolida 0,29 | 0,10 | 99,61
Vancomicina 0,28 | 0,19 | 99,53
Tigeciclina 0,20 | 0,10 | 99,70
Teicoplanina 0,20 | 0,00 | 99,80
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Intermediario e S: Sensivel.

Amaneira alarmante como esses medicamentos vém sendo utilizados em ambitos
hospitalares, ambulatoriais, e domésticos no tratamento ou profilaxia de infec¢des
(MEIRELES. 2008), torna necessario o isolamento e identificacdo dessas cepas em
laboratério e, a analise in vitro da sensibilidade antimicrobiana se faz necessario nas
amostras isoladas. Pois, atualmente a predic&o de resisténcia, por certas bactérias
patogénicas é mais rapido que a capacidade da industria para produzir novos farmacos
(GUTIERREZ et al., 1990).

Para a avaliacao do perfil de susceptibilidade, 1017 estirpes foram submetidas
ao teste de resisténcia induzida a clindamicina (teste D), 27,34% expressaram perfil
de resisténcia MLSB, no estudo realizado por Uzun et al.,(2014) foram encontrados
resultados aproximados de 20% para o perfil MLSB. A frequéncia encontrada por este
estudo pode justificar as precaucdes no controle do uso de antimicrobianos pela equipe
de saude, visto que foram obtidos percentuais relevantes de resisténcia a eritromicina
de 68, 38% e clindamicina 43, 45%. Logo, o teste passou a ser utilizado na tentativa
de evitar falhas terapéuticas, dado que a Clidamicina passou a ser o0 antimicrobiano de
escolha no tratamento de infeccbes ocasionadas por MRSA (AMORIN et al., 2009).
O grafico 1 apresenta o resultado das amostras positivas e negativas para o teste D,
referentes ao perfil MLSB

MLSB
® Positivo
m Negativo
72,66%
(739)

N amostral total
1017
{100%%)

Grafico 1: resultado de espécies que apresentaram perfil MLSB.

Apoés a avaliagdo do teste de screening de cefoxitina, foi obtido um total de 317
(32%) amostras positivas para o perfil meticilino resistente. O trabalho de Ferreira et
al.,(2011), corrobora com estas informacgdes apesentadas, o qual obteve um percentual
de 60% de resisténcia MRSA em uma pesquisa realizada em um ambiente hospitalar.
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Apesar do grande conhecimento sobre a disseminag¢do clonal de MRSA pouco se
sabe sobre a incidéncia dessas cepas em relacéo a certas localidades. Logo, nota-se
que mais estudos devem ser realizados, na tentativa de esclarecer a incidéncia deste
patdgeno, afim de que medidas sejam tomadas para evitar 0 aumento no percentual
de disseminag¢ao do mesmo.

Em comparacao ao trabalho de Atique et al., (2012) no qual foram utilizados 96
amostras de swab nasal dos alunos do Curso de Farmacia do Centro Universitario do
Rio Preto, foram obtidos um total de 36 amostras positivas para espécie de S. aureus.
O perfil de susceptibilidade para meticilina foi realizado através do teste disco-difusao
com a utilizacdo de 1ug de oxacilina. Apbés avaliacdo do antibiograma constatou-se
100% de sensibilidade ao medicamento em questao.

Essa divergéncia nos resultados pode ter sido ocasionada em questdo dos
trabalhos terem sido realizados em localidades diferentes, pois os dois primeiros
estudos obtiveram amostras extraidas do ambiente hospitalar, no qual a maioria dos
pacientes estdo expostos a dosagens excessivas de antimicrobiano, ja este ultimo
teve dados coletados de uma universidade, nesta 76% dos alunos relataram, nao
estarem fazendo uso de antibi6ticos. Além de disso os trabalhos utilizaram diferentes
metodologias na avaliacdo do perfil de resisténcia a meticilina, os primeiros estudos
citados realizaram o teste de screening de cefoxitina, fazendo uso concomitante dos
discos de oxacilina (1 g ) e cefoxitina (30 xg), ja o trabalho de Atique et al., (2012)
utilizou somente o disco de oxacilina.

Desde o aparecimento das cepas MRSA, a vancomicina também tem sido
usada como medicamento de escolha para infeccdes estafilocdcicas, no entanto
apesar dos varios testes feitos a maioria das cepas ainda mostram ser susceptiveis
a este medicamento, como demonstrado no trabalho, no qual foi observado 100% de
sensibilidade ao antimicrobiano em questéo, em uma pesquisa realizada por Manfredini
et al.,(2011), foram obtidos dados semelhantes, com 100% das cepas sensiveis a
vancomicina.

No entanto, devido ao uso massivo desse antimicrobiano, é esperado que
cepas com perfil de resisténcia aumentado viessem a ser encontradas, justificando
seu monitoramento constante por meio de técnicas laboratoriais adequadas. Pois,
segundo Chang et al.,(2003), em junho de 2002 o primeiro caso de S. aureus com
resisténcia plena a vancomicina foi  identificado em Michigan-EUA, alarmando
assim, a comunidade cientifica para maiores cuidados em relacdo a ingestdo de
antimicrobianos.

Foram obtidos um total de 78 (24,61%) cepas de perfil HA-MRSA indicando
uma redugdo destas em relacdo as estirpes de origem comunitéria, fato que pode
ser sustentado pelos dados descritos no trabalho realizado por Meija et al., (2010),
no qual localidades regionais do Brasil apresentaram uma reducao de infeccdes por
HA-MRSA, entre os anos de 1993 e 2003 as infec¢des cairam de 93% para 64%, O
estudo de Naimi et al., (2003) também relata reducéo de cepas com perfil HA-MRSA
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no ambito hospitalar em comparacao a CA-MRSA.

Tradicionalmente, as infecgdes causadas por HA-MRSA estavam limitadas
aos hospitais, mas, nos Ultimos anos, as infecgcdes associadas ou adquiridas na
comunidade (CA-MRSA) estao sendo documentadas de forma crescente em todo o
mundo (Nazareth et al., 2012; Oliveira; Paula, 2012) Como observado no trabalho
69,72% das cepas MRSA eram oriundas da comunidade e 24,61% de origem
hospitalar. Esses resultados podem ser refor¢cados por Gelatti et al.,(2009), que relata
e um estudo realizado na Argentina, 447 amostras analisadas entre os anos de 2006
e 2007, no qual 281 tinha como causa infeccdo ocasionada por S. aureus de origem
comunitaria.

Ainda segundo Gelatti et al.,(2009), as infeccoes ocasionadas por CA-MRSA
mostra-se mais frequentes na pele e tecido subcutaneo com prevaléncia em 75% dos
casos, este estudo também apresentou prevaléncia de infec¢coes nesses sitios. As
primeiras ocorréncias de infec¢des por essas cepas foram em Porto Alegre, em 2004,
desde entéo sua incidéncia s6 vem aumentando. Isso péde ser observado no estudo
em questao, pois a maioria das amostras utilizadas nesta pesquisa eram de pacientes
hospitalizados, no momento da verificagao da resisténcia de oxacilina juntamente com
o teste de trimetropim/sulfametoxazol, verificou se que de 317 cepas com perfil MRSA,
221, ou seja, 69, 72% apresentavam sensibilidade aos ultimos antimicrobianos citados,
revelando assim, o perfil CA-MRSA. O gréfico 2 apresenta o resultado sugestivo para
amostras positivas e negativas para o perfil HA-MRSA e CA-MRSA com a utilizacéo de
Trimetropim/Sulfametoxazol.

HA-MRSA
24.61%

CA-MRSA @ Trimetropim/Sulfa
metoxazol - sensivel

® Trimetropim/Sulfa
metoxazol -
resistente

N amostral
total: 317

Grafico 2: Resultados de amostras sugestivas para CA-MRSA e HA-MRSA através do teste
com Trimetropim/Sulmatetoxazol.

Resultado este que chamou atencéo, pois como ja foi mencionado, a maioria
das amostras eram advindas de pacientes hospitalizados. Sugerindo que esses
pacientes ja estavam vindo infectados da comunidade. E importante estar atento a




tal possibilidade, uma vez que ha risco de progresséo para infeccdes mais graves e
colonizagao no a&mbito hospitalar. Pois, Naimi et al., (2003) é possivel que os pacientes
colonizados ou infectados por CA-MRSA SCCmec IV permanecam sem as medidas
adotadas para controle da disseminacdo, visto o tamanho de seu cassete, que
possibilita a propagacéo intra-hospitalar dessa estirpe.

Os sitios com maior indice de infeccdo encontrados neste estudo foram 396
(36,1%) amostras de sangue, 133(12.1%) partes moles, 128 (11.6%) urina, 123
(11,5%) secrecao e 33 (5,4) fragmento 6sseo, no trabalho de Moura et al., (2010)
foram analisados 44 sitios com infec¢do por MRSA, sendo 81,1% oriundos do sangue,
9,2% de secrecoes e 6,8 da urina, apesar da diferenca na porcentagem dos sitios de
infeccdes é notavel que a corrente sanguinea continua sendo o principal sitio a ser
acometido. Pacientes em estado critico necessitam de um maior cuidado e de um
rapido diagnostico, na tentativa de evitar piores complicagdes, como choque séptico
podendo levar a ébito. A tabela 3 apresenta o total de sitios infectados pela espécie
Staphylococcus aureus.

Amostras Quantidade
Abscesso cervical 2
Cordao umbilical 1
Couro cabeludo 1
Fragmento de osso 32
Leséo 33
Liquido do joelho direito 1
Liquido abdominal 1
Liquido ascitico 1
Liquido sinovial 21
Muco nasal 1
Osteomielite 3
Partes moles 137
Ponta de cateter 14
Ponta de intracath 8
Ponta de cdl 2
Ponta de intracateter 1
Proétese 1
Sangue 396
Secrecéao 373
Swab de axila 6
Swab inguinal 2
Swab de traqueostomia
Swab de nasal 29
Urina 128
Total 1,195

Tabela 3: Sitios encontrados colonizado.
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CONCLUSAO

Apbs a analise dos dados pode se verificar a alta incidéncia das cepas CA-
MRSA em relacao as hospitalares, com uma porcentagem de 69, 72% e 24, 61%,
respectivamente. Demonstrando que essas estirpes estao se disseminando de forma
progressiva, este resultado mostra se preocupante, pois na comunidade ha um maior
contato entre pessoas, facilitando sua rapida transmissdo. Além disso, ocorre a
utilizacéo de forma indiscriminada de medicamentos, podendo ocasionar 0 aumento
no numero de estirpes resistentes a outras classes de antimicrobianos. Apesar da
incidéncia de HA-MRSA, deve se ter um cuidado para que as cepas comunitarias nao
se instalem no ambiente hospitalar, evitando sua disseminac&o principalmente entre
0s pacientes mais criticos.

Com a avaliagéo do perfil de susceptibilidade dos antimicrobianos, observou
se que os medicamentos com maior indice de resisténcia foram a benzilpenicilina,
eritromicina, clindamicina, oxacilina e tripetromim/sulfametoxazol, consecultivamente,
sendo estas as principais drogas utilizadas no tratamento de infec¢ées estafilococicas,
demonstrando uma limitagao na terapéutica do paciente, logo se observa a importancia
nos testes de resisténcia aos antimicrobianos. Além disso, apesar do uso continuo
da vancomicina no tratamento dessas infecgdes, as estirpes de S. aureus continuam
apresentando alta sensibilidade a este medicamento.

Nos resultados foram obtidos diversos sitios infectados, sendo os de maior
prevaléncia a corrente sanguinea, partes moles, fragmento de 0sso, urina e secre¢oes.
Contudo, os fatores de risco associados as infeccdes por MRSA comunitario ndo estéo
completamente estabelecidos, porém € de suma importancia criar estratégias que vao
intensificar as medidas preventivas no ambiente comunitario, evitando o surgimento
infeccdes mais graves.

Sendo assim, sugere-se a necessidade de novas pesquisas para
complementarem este tipo de estudo, pois a escassez de estudos de prevaléncia é um
fator limitante do conhecimento da epidemiologia local relacionada a MRSA no estado
do Para, para assim facilitar o conhecimento da existéncia dessas cepas circulantes,
sendo fundamental o cultivo laboratorial de infe¢des, identificagdo do microrganismo e
a realizacdo do teste de susceptibilidade, colaborando para o tratamento apropriado e
direcionando as medidas de controle para essa bactéria.
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RESUMO: Os 0leos essenciais sdo misturas
complexas de substancias (principalmente
monoterpenos), extraidos de plantas que muitas
vezes apresentam efeitos farmacologicos e
resultados terapéuticos. Os monoterpenos
ja mostraram atividades antifungica, anti-
inflamatoria, antioxidantes, analgésicas, entre
outras. O isopulegol (ISO) € um monoterpeno
alcool, presente em 6leos essenciais de plantas,
como Corymbia citriodora H.; Zanthoxylum
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schinifolium L. e Melissa officinalis L., essas sao utilizadas na medicina popular como
antiespasmadica, curativo cirargico para feridas, e sedativo/hipnotico, fortalecimento da
memoria e alivio da dor de cabeca induzida por estresse. O presente trabalho objetiva
descrever as acdes farmacologicas do monoterpeno ISO apresentadas na literatura.
Desse modo, realizou-se utilizou-se como fonte de busca a base de dados eletrénico
Science Direct, SciIELO e PubMed, nos idiomas portugués, espanhol e inglés, com
base em artigos publicados entre 2000 a 2017. As palavras-chave usadas na pesquisa
foram: Isopulegol. Monoterpeno. Atividade Farmacoldgica. Estudos demonstraram que
o 6leo essencial de Z. schinifolium L., que contém ISO como composto marjoritario,
mostra-se capaz de induzir apoptose de células de hepatoma humano HepG2, além
de apresenta-se capaz de interromper o ciclo celular de células cancerosas nas fases
GO0/G1. Pesquisas também mostraram que o ISO apresentou efeito antioxidante,
ansiolitico, antinociceptivo, anti-hiperalgésico, anticonvulsivante e atividade sedativa
em roedores, atividade antifungica, gastroprotetora e propriedades antioxidantes. O
ISO também melhora caracteristicas farmacocinéticas de outras substancias, além de
diversas propriedades farmacologicas com boas perspectivas de aplicabilidade clinica
por ser uma substancia com baixo risco de toxicidade e ja utilizada por humanos com
outras finalidades.

PALAVRAS-CHAVE: Isopulegol. Atividade Farmacoldgica. Monoterpeno.

ABSTRACT: Essential oils are complex mixtures of substances (mainly monoterpenes)
extracted from plants that often have pharmacological effects and therapeutic results.
Monoterpenes have already shown antifungal, anti-inflammatory, antioxidant, analgesic
and other activities. Isopulegol (ISO) is a monoterpene alcohol, present in essential plant
oils, such as Corymbia citriodoraH .; Zanthoxylum schinifolium L. and Melissa officinalis
L., these are used in folk medicine as antispasmodic, surgical dressing for wounds, and
sedative / hypnotic, memory enhancement and stress-induced headache relief. The
present work aims to describe the pharmacological actions of the monoterpene 1ISO
presented in the literature. In this way, the electronic database Science Direct, SciELO
and PubMed, in the Portuguese, Spanish and English languages, was used as source
of search, based on articles published between 2000 and 2017. The keywords used in
the research were: Isopulegol. Monoterpene. Pharmacological Activity. Studies have
shown that the essential oil of Z. schinifolium L., which contains ISO as a marijoritol
compound, is capable of inducing apoptosis of HepG2 human hepatoma cells, besides
being able to interrupt the cell cycle of cancer cells in the phases GO/ G1. Research also
showed that the ISO presented antioxidant, anxiolytic, antinociceptive, antihyperalgesic,
anticonvulsive and sedative activity in rodents, antifungal, gastroprotective and
antioxidant properties. 1SO also improves pharmacokinetic characteristics of other
substances, as well as several pharmacological properties with good perspectives of
clinical applicability because it is a substance with a low risk of toxicity and already
used by humans for other purposes.

KEYWORDS: Isopulegol. Pharmacological Activity. Monoterpene.
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INTRODUCAO

Os produtos naturais proporcionam uma fonte significativa de potenciais farmacos
a partir da qual a humanidade tem identificado ndao apenas fitoterapicos e remédios
de ervas, mas também, a maioria dos nossos antibidticos atuais e medicamentos
anticanceres (NERIO, et al., 2010). Estudos etnofarmacol6gicos comprovam isso,
mostrando que as pessoas nos até em paises mais desenvolvidos ainda dependem
dos conhecimentos tradicionais sobre o uso de plantas medicinais para o tratamento
de doencas (MENENDEZ-BACETA et al., 2014).

Muitas substancias farmacologicamente ativas sdo encontradas nas plantas
aromaticas, tornando-as importantes pela grande multiplicidade de espécies e
principalmente pela producao de uma variedade de metabdlitos secundarios de natureza
quimica diversa (PATRA et al., 2013; TULP; BOHLIN, 2004). Os 6leos essenciais sao
misturas complexas de substancias de baixo peso molecular extraidos de plantas
aromaticas por destilacdo a vapor, arraste a vapor de agua entre outros métodos
(NGUEFACK et al., 2009). Interacdes complexas entre varios os componentes de
Oleos essenciais muitas vezes contribuem para o efeito farmacolégico e os resultados
terapéuticos (GUIMARAES et al., 2010; GONCALVES, 2012; PATRA et al., 2013).

Os monoterpenos sao os principais constituintes quimicos dos 6leos essenciais
de plantas e estes encontram-se na forma de misturas de componentes odoriferos
que podem ser obtidos por destilagao com vapor ou por extracdo por solvente em uma
grande variedade de plantas (MARTINO et al., 2015). Trabalhos recentes demonstraram
gue os monoterpenos podem apresentar propriedades farmacoldgicas e biolégicas
importantes, incluindo atividades antibacteriana, antifingica, anticancerigena,
antimutagénica, antidiabética, antiviral, anti-inflamatoria, antioxidantes, e analgésicas
(MARTINO et al., 2015; RAUT; KARUPPAYIL, 2014; NERIO, et al., 2010; GUIMARAES
et al., 2015).

O isopulegol (ISO) (p-Menth-8-en-3-0l) € um monoterpeno alcool, presente em
6leos essenciais de varias plantas aromaticas, como Corymbia citriodora H. (VERNIN
et al. 2004); Zanthoxylum schinifolium L. e Melissa officinalis L. (PAIK et al., 2005),
essas plantas s&o utilizadas na medicina popular como antiespasmaédica, curativo
cirurgico para feridas, sedativo/hipnético, fortalecimento da meméria e alivio da dor
de cabeca induzida por estresse (VANE e BOTTING, 1995; SREELEKSHMI et al.,
2007; BLUMENTHAL et al., 2000). O presente trabalho objetiva descrever as acdes
farmacolbgicas do monoterpeno ISO apresentadas na literatura.

METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado através de uma revisdo integrativa de literatura
feita através de base de dados cientificos como Scientific Eletronic Library OnLine
(Scielo), Science Direct , e PubMed.
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Adotaram-se como descritores os termos em portugués “isopulegol”, “atividade
farmacologica”, “monoterpeno” e “monoterpene”, “Pharmacological activity” em inglés.
Foram adotados como critérios de incluséo os artigos diretamente relacionados ao
tema, publicados entre os anos de 2000 a 2017, na lingua portuguesa, inglesa.

Na primeira etapa de analise dos artigos procedeu-se com a leitura dos mesmos
e exclusdao dos artigos que repetiam-se. Na segunda etapa excluiu-se aqueles
que nao foram disponibilizados na integra e que n&o apresentavam caracteristicas

farmacologicas especificas para o isopulegol.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como relatado anteriormente, o isopulegol-(ISO) Figura 1, € um monoterpeno
alcool monociclico presente nos 6leos essenciais de varias plantas, tais como Corymbia
citriodora H. (eucalipto-cidrd, eucalipto-limdo ou eucalipto-cheiroso), da familia
Myrtaceae, € uma espécie caracterizada por produzir arvores de médio e grande porte,
com distribuicdo natural nas regides de clima temperado e subtropical do nordeste da
Australia. O epiteto especifico citriodora deriva do latim citriodorus, que significa odor
de limao (VERNIN et al. 2004), encontrado na Zanthoxylum schinifolium L., da familia
Rutaceae formada por cerca de 250 espécies de arvores e arbustos, nativas de zonas
temperadas e subtropicais de todo o planeta (PAIK et al., 2005). A Melissa officinalis L.
pertence a familia Lamiaceae, também apresenta ISO em sua composicao, € utilizada
na medicina popular como antiespasmaodica, curativo cirargico para feridas, sedativo/
hipndtico, fortalecimento da memoria e alivio da dor de cabeca induzida por estresse
(VANE e BOTTING, 1995; SREELEKSHMI et al., 2007; BLUMENTHAL et al., 2000).

O ISO intermediario na preparacgéo de (-) — mentol, tem sido usado na fabricacéo
de composi¢des de fragrancias com flores, como condimento alimentar desde muito
tempo sendo aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) para uso alimentar
(21 CFR 121,1164), e incluido pelo Conselho da Europa (1974) na lista de substancias
aromatizantes artificiais que podem ser adicionados temporariamente aos géneros
alimenticios sem perigo para a saude publica, além disso o Food Chemicals Codex
(1972) tem uma monografia sobre isopulegol, Figura 01 (OPDYKE, 2013; LYNCH,
1971). Estudos descritos por Paik et al., (2005), demonstraram que o 6leo essencial
de Z. schinifolium L., que contém isopulegol como composto marjoritario, mostra-se
capaz de induzir apoptose de células de hepatoma humano HepG2, o que sugere uma
utilizacéo plausivel deste 6leo como um agente anti-tumor na terapia do carcinoma
hepatocelular. Além disso, o ISO apresenta-se capaz de interromper o ciclo celular de
células cancerosas nas fases G0/G1, reforcando sua acao anti-tumor (JAAFARI et al.,
2012).
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FORMULA ESTRUTURAL FORMULA MOLECULAR: C10H1s0

DL 50: Via oral, em ratos: 1,03 + 0,10 mL/kg
e via cutanea (aguda), em coelhos, 3mL/kg.

OH

FIGURA 01: Estrutura molecular do monoterpeno Isopulegol (ISO) e dose letal média para 50%
dos animais (DL 50).

Fonte: Adaptado de OPDYKE, 2013 e LYNCH, 1971.

Pesquisas também mostraram que o ISO apresentou efeito antioxidante e
ansiolitico (SILVA et al.; 2007, a), anticonvulsivo e atividade sedativa em camundongos
(SILVAetal., 2007, b), e atividade gastroprotetora (SILVAet al., 2009), que o autor sugere
ser mediadas, pelo menos em parte, por prostaglandinas endégenas, envolvimentos

de canais K*,_, e propriedades antioxidantes.

ATP

Sabe-se que o citronelal € convertido por tratamento com acido em isopulegol, a
partir do qual uma mistura de mentol estereocisomérica € produzida por hidrogenacéo
catalitica (CHUAH et al., 2001). The process is used commercially to supplement
the natural sources of menthol (oil of peppermint), widely used as a flavouring and in
medicinal preparations. O processo é utilizado comercialmente para complementar
as fontes naturais de mentol (6leo de hortela-pimenta), amplamente utilizado como
um condimento e em prepara¢des medicinais (EASTMAN, KLUGER, 2015). Ensaios
farmacol6gicos mostraram que o citronelal apresenta atividades anti-inflamatéria e
antinociceptiva (MELO et al, 2010; QUINTANS-JUNIOR, L. et al., 2010), sendo um
indicio de que o ISO também possa apresentar tais atividades.

O ISO também melhora caracteristicas farmacocinéticas de outras substancias, a
sua associac¢ao com o flurbiprofeno potencializa a absor¢ao em patches transdérmicos,
e quando associado a um benzaldeido pode produzir o0 monoterpeno dioxina que
apresenta acao analgésica (CHARQOO et al, 2005).

PROSPERO e colaboradores (2018), demonstraram que o isopulegol apresenta
atividade antinociceptiva utilizando o teste de formalina. A nocicepcéo induzida por
formalina € comumente empregada como um modelo de dor aguda, caracterizada
pela presenca de respostas nociceptivas bifasicas distintas. A primeira fase ocorre
durante os primeiros 5 minutos e corresponde a dor neurogénica, nesta fase ha
liberacdo de bradicinina e substancia P (SP) que promovem a ativacado direta de
receptores transientes, localizados potencialmente nos canais cations A1 nas fibras
sensoriais C, refletindo uma dor mediada centralmente (MCNAMARA et al., 2007).
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A segunda fase ocorre entre 15 e 30 minutos ap6s o estimulo, também conhecida
como fase inflamatéria, € mediada por uma combinacéo de mediadores inflamatorios
periféricos liberados de tecidos lesionados, como histamina, 5-HT, PGs, bradicinina
e aminoacidos excitatérios, causando a sensibilizacdo de neurdnios nociceptivos
centrais (ROSLAND et al., 1990; TJOLSEN et al., 1992; PARADA et al., 2001; TAN-
NO, et al. 2001; LARSEN et al, 2009).

O ISO mostrou-se efetivo contra nocicepgao induzida por formalina nas duas
fases do teste. Estudos anteriores mostraram que drogas que atuam principalmente
no SNC inibem ambas as fases igualmente, enquanto drogas de acao periférica inibem
a segunda fase (TJOLSEN et al., 1992). Com isso podemos sugerir que o ISO possa
agir pela inibicdo de mediadores inflamatérios diretos e indiretos e possivelmente
através das vias de transmissao no nivel do SNC (tais como SP e peptideo relacionado
ao gene da calcitonina- CGRP), podendo ser comparado com outros monoterpenos
estruturalmente semelhantes, como o y-TPN e o carvacrol, que apresentam efeitos
antinociceptivos semelhantes (PASSOS, et al., 2015; MELO et al., 2012).

Além disso, o ISO apresenta efeito anti-hiperalgésico (PROSPERO, et al.,
2018), sua acéao esta relacionada com a inibicdo de varios mediadores inflamatorios
endogenos, como os metabdlitos do acido araquidonico, como a PGE,, produtos
originados de mastocitos, histamina, SP, BK, neuropeptideos, IL-18 e TNF-a, além
de fatores de transcricdo como o fator de transcricao nuclear (NF-OB) (CUNHA et al.,
2008).

CONCLUSAO

De acordo com o estudo realizado, o 6leo essencial contendo isopulegol como
composto marjoritario é capaz de induzir apoptose de células de hepatoma humano
HepG2, mostrando atividade anti-tumor na terapia do carcinoma hepatocelular.
O ISO apresenta-se capaz de interromper o ciclo celular de células cancerosas
nas fases GO/G1, reforcando sua acéo anti-tumor. Apresentou efeito antioxidante,
ansiolitico, antinociceptivo, anti-hiperalgésico, anticonvulsivo e atividade sedativa em
camundongos e atividade gastroprotetora, além de propriedades antioxidantes. O
isopulegol também melhora caracteristicas farmacocinéticas de outras substéancias
com o flurbiprofeno, aumentando sua eficacia. Dessa maneira concluimos que o
isopulegol € um monoterpeno com atividades farmacoldgicas promissoras para uso
na clinica médica por ser uma substancia com baixo risco de toxicidade e ja utilizada
por humanos com outras finalidades.
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RESUMO: Neoplasias malignas constituem um
grave problema de saude publica responsaveis
por mais de sete milhdes de Obito no mundo.
Dentre estas desordens, leucemia ocorre em
células precursoras do sangue, tem relevancia
de ocorréncia e responsavel em 2015, no Brasil,
por 6.837 6bitos. No curso clinico da leucemia,
as condicoes a que sao expostos os portadores
como o tratamento invasivo com dispositivos
médicos, quimioterapia, uso de antibidticos de
amplo espectro e corticosteroides, bem como
neutropenia aguda grave, tem propiciado
infeccbes de etiologia fungica, com destaque as
leveduras do género Candida. As manifestacbes
clinicas da candidemia nesses pacientes sao
inespecificas e variaveis, podendo ser leves
e oligossintomaticas, sendo a febre o sinal
mais comum, podendo evoluir para sepse
grave ou choque séptico. Dentre as espécies
mais comuns como agentes de candidemia
em pacientes com leucemia, estdao C. albicans
e C. parapsilosis, mais frequentes no Brasil
acometendo individuos com transplante de
medula, seguidas por C. guilliermondii, C.
tropicalis, C. krusei e C. famata. Estas espécies
de viruléncia
associados a patogenicidade e altas taxas

apresentam diversos fatores

de morbimortalidade, como morfogénese,
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capacidade de aderéncia, formagao de biofilme e secre¢ao de enzimas. O diagnéstico
laboratorial destas infec¢des permanece um grande desafio, umavez que ahemocultura,
metodologia mais utilizada, tem uma sensibilidade de apenas 50% dos casos. Para
o tratamento da candidemia em pacientes com malignidades hematologicas, as
equinocandinas devem ser consideradas como primeira escolha para infeccoes
invasivas, sendo ainda a anfotericina B lipossomal, fluconazol e o voriconazol boas
alternativas para o tratamento.

PALAVRAS-CHAVE: Neutropenia, Neoplasia hematologica, Cancer, Candida

INTRODUCAO

O céncer, desordem proliferativa de células clonais, constitui um grave problema
de saude publica. Nessa perspectiva, sao estimados mais 7 milhdes de &ébito no
mundo. Particularmente, a leucemia, a qual ocorre em células precursoras do sangue
comumente formada na medula 6ssea, teve em 2012 uma mortalidade mundial
atribuivel de 265.471 mil casos, correspondendo a uma incidéncia de 3,8 casos a cada
100.000 pacientes. Em 2015, apenas no Brasil, a ocorréncia de ébitos por leucemia
foi de 6.837 casos (INCA, 2017; CRISCUOLO et al., 2019).

No curso clinico da leucemia, as condigbes a que sao expostos os portadores
como o tratamento invasivo através do uso de dispositivos médicos, quimioterapia, uso
de antibiéticos de amplo espectro e corticosteroides, bem como neutropenia aguda
grave, tem propiciado o surgimento de infec¢des de etiologia fungica, destacando-se
as leveduras do género Candida (PAGANO et al., 2017).

As leveduras do género Candida estdao amplamente distribuidas na natureza e
nos mais diversos sitios corporais, com potencial de causar infeccéo grave de ampla
distribuicdo mundial, em especial a candidemia. Essa condi¢c&o tem geralmente mau
prognostico, sobretudo em pacientes criticamente doentes representando a terceira
causa de morte com aproximadamente 1,46% de incidéncia (CRISCUOLO et al.,
2019).

A candidemia, em portadores de leucemia, ocorre principalmente por
translocacao de leveduras por via enddégena e sao frequentemente ocasionadas por
espécies do género Candida, condi¢cao esta que representa uma importante causa de
morte nesse grupo de pacientes. Entretanto, outras espécies como C. parapsilosis séo
diferentemente adquiridas, frequentemente por dispositivos médico-invasivos, bem
como pelas maos colonizadas dos profissionais de saude (LIMA-NETO et al., 2016;
CELKAN et al., 2019; INACIO et al., 2019).

Aincidéncia mundial da candidemia associada ao cancer indica que o Brasil tem
mais casos quando comparado aos EUA e na Europa, sendo C. albicans a espécie
mais prevalente, seguida de C. tropicalis e C. parapsilosis, com menor ocorréncia para
C. glabrata e C. krusei (LE et al., 2016; PAGANO et al., 2017).
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O diagnoéstico laboratorial da candidemia permanece um grande desafio, pois
0 “padrdo ouro” do exame ainda é a hemocultura. A sensibilidade do método é de
aproximadamente 50%, conduzindo a uma taxa de mortalidade alta, estimada entre
40% e 60%. Ademais, os pacientes leucémicos sem profilaxia com antifungicos, tém
uma maior susceptibilidade aos riscos para desenvolverem episddios de candidemia,
com desfecho muitas vezes desfavoravel (LE et al., 2016; PAGANO et al., 2017).

MANIFESTACOES CLINICAS DA CANDIDEMIA EM PACIENTES COM LEUCEMIA

Na candidemia associada a leucemia, as manifestacdes clinicas sdo inespecificas
e extremamente variaveis, podendo ser desde assintomaticas a oligossintoméaticas,
com febre como o sinal mais comum ou evoluir para sepse grave/choque séptico
(PAGANO et al., 2017).

A candidemia, por se tratar de uma infec¢do fungica invasiva, pode apresentar
rapida progresséo e atingir diversos 6rgaos como olhos, rins, coragcéo, cérebro entre
outros. Desta forma, a presenca de lesdo ocular denominada endolftalmite por Candida,
associada a corioretinite, tem sido utilizada como marcador importante na avaliagao
clinica dos pacientes (TISSOT et al., 2017; LIEN et al., 2018)..

A presenca de lesbes cutaneas e abscessos musculares podem ser indicadores
clinicos desta infeccéo. As lesbGes cutaneas variam entre aparecimento de pustulas
nao dolorosas de base eritematosa até lesdes que podem evoluir com necrose, em
pacientes com clinica sugestiva para candidemia. Nos casos nos quais ndo houve
desenvolvimento de leveduras nas hemoculturas, a bidépsia de lesdes de pele pode
contribuir para o desfecho do diagnéstico microbiolégico (TISSOT et al., 2017; LIEN
et al., 2018).

Nas condi¢cbes predisponentes dos pacientes com leucemia, a recuperagao
e melhora clinica é fortemente dependente da auséncia de neutropenia, havendo
associacao significativa com terapia imunossupressora (incluindo esteroides), com
baixas taxas de sobrevivéncia (ANDES et al., 2012).

AGENTES ETIOLOGICOS

A etiologia da candidemia Importantes variagées epidemiolégicas mundiais
tém ocorrido na incidéncia de infeccbes fungicas (NUCCI et al., 2013). Pesquisas
tem apontado que as espécies de Candida tem emergido como a terceira causa de
infeccdes profundas em individuos hospitalizados, com elevadas taxas de incidéncia
(0,25 casos para cada 1000 habitantes) (FAGAN et al., 2013).

A causa de candidemia, embora tenha C. albicans como a principal responsavel
outras espécies de Candida podem também estar envolvida, como C. tropicalis, C.
glabrata, complexo C. parapsilosis e C. krusei (LIMA-NETO et al., 2016; FORTUN;
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GIOIA, 2017).

No Brasil, espécies de C. albicans e C. parapsilosis sao citadas como as mais
frequentes acometendo individuos submetidos a transplante de medula, seguidas
por C. guilliermondii, C. tropicalis, C. krusei e C. famata. Particularmente, as criangcas
portadoras de desordens hematoldgicas, sobretudo leucemia, sédo frequentemente
acometidas por leveduroses, sendo C. parapsilosis a espécie mais prevalente (33.3%)
(NUCCI et al., 2013; BARTLLET et al., 2018).

FATORES DE VIRULENCIA DO PARASITA

As espécies de Candida apresentam fatores de viruléncia diferenciados, sendo
associadas aos varios tipos de patogenicidade e altas taxas de morbimortalidade.
Os fatores de viruléncia séo determinados geneticamente e inclui a capacidade de
aderéncia, formacao de biofilme, secrecdo de enzimas, morfogénese entre outros.
Em se tratando de aderéncia, a capacidade da levedura em se aderir a célula do
hospedeiro esta relacionada a varios condi¢cdes, com destaque para as adesinas de
Candida (SRIVASTAVA; SINGLA; DUBEY, 2018).

A presenca da familia génica ALS (Agglutinin-Like Sequence) esté relacionada
comumadas principais adesinas de Candida, sobretudo em C. albicans, C. dubliniensis,
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. lusitaniae e C. guilliermondii. Ademais, outras familias
génicas tem merecido atencdo, a exemplo das adesinas EPA e PWP presentes em C.
glabrata, as quais desempenham papel como mediadoras da aderéncia nas células
epiteliais e endoteliais do hospedeiro humano e formacao de biofilme (GROOT et al.,
2013).

A formacao de biofilme, também é um fator de viruléncia importante para
o estabelecimento e manutencdo de infec¢cdes fungicas, conferindo resisténcia
significativa a terapia antifungica, controlando a penetracdo das substancias das
células de defesa do hospedeiro através da matriz, permitindo adesao aos dispositivos
no paciente. O biofilme se desenvolve dependendo do tipo e do numero de células que
aderem ao dispositivo e do tipo de superficie. Esta formacao inicia-se com a adesao
microbiana seguida da fase de maturacéo (LEITE-ANDRADE et al., 2017).

Ademais, essa patogenicidade também esta relacionada a secrecao de enzimas,
as quais hidrolisam as proteinas do hospedeiro contribuindo para o rompimento
dos tecidos conjuntivos e invasao tecidual. Ainda, a transformacéo do morfotipo de
Candida, permite uma rapida adaptacao a alteracbes em seu microambiente facilitando
a sobrevivéncia, a invasdo de tecidos e o escape do sistema imunologico (FORNARI
et al., 2013).
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MEDIDAS PREVENTIVAS

Na candidemia, enquanto doenca oportunista, as medidas preventivas visam
controlar a doenca de base, mais ainda restringir a exposi¢ao do paciente as condi¢coes
de risco. Dessa forma, constituem como principais medidas preventivas para o
controle de infec¢des praticas de limpeza e desinfeccao, em especial a lavagem das
maos, controle de culturas, criacdo de barreiras de protecdo e tratamento profilatico.
Ademais, a profilaxia antimicrobiana tem sido empregada amplamente nestes pacientes
a fim de minimizar indices de infeccdo em pacientes neutropénicos, convergindo
significativamente com a reducédo das taxas de septicemia (YAPAR, 2014).

Em infeccdes relacionadas ao uso de cateter € recomendado a retirada
do dispositivo médico. Infeccoes dessa natureza podem ser devido a duragdo do
cateterismo, ao local de insercdo e a repeticdo do cateterismo vinculado com a
manipulagdo frequente do dispositivo (INACIO et al., 2019). Além disso, reduzir o
uso concomitante e prolongado de multiplos antibidticos é uma situacéo preferivel,
a fim de evitar o aumento da colonizagéo intestinal por Candida, caracterizada por
translocacao da levedura até os capilares mesentéricos, ocasionando desequilibrio na
microbiota e/ou oclusao intestinal (BADIEE; HASHEMIZADEH, 2014).

A profilaxia e terapia empirica antifungica & controversa. Em algumas situagdes
constitui um recurso benéfico na prevencdo de candidemia, principalmente em
pacientes leucémicos com neutropenia e transplantados (CORNELY et al., 2012). No
entanto, a depender de cada caso, a candidemia pode surgir pelo uso profilatico de
fluconazol, sobretudo quando associado a resisténcia de cepas aos azbis (TALARMIN,
2009). Por conseguinte, segundo a Infectious Diseases Society of America (IDSA)
e European Society for Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID), as
equinocandinas sao preferiveis em situacdes de resisténcia ao fluconazol (PAPPAS
et al., 2015).

DIAGNOSTICO CLiNICO ELABORATORIAL DAS CANDIDEMIAS NAS LEUCEMIAS

O diagnostico clinico das candidemias é inespecifico, contudo na maioria das
vezes, esta associado a um quadro febril com temperatura de 39-40°C e acompanhado
de calafrios, mialgia, taquicardia entre outras condicbes (ANTINORI et al., 2016).
Ademais, lesdes cutaneas podem marcar o inicio da manifestacdo da doenca invasiva
e 0 agravamento pode levar a disseminacédo da infeccdo a multiplos 6rgaos com
evolucdo para o Obito. Apesar disso, ndo ha dados clinicos completamente seguros
qgue confirmem o inicio da candidemia, tornando importante o diagnostico laboratorial
micolégico (EGGIMANN et al, 2011).

No diagnoéstico laboratorial, o cultivo da amostra sanguinea, a hemocultura, €
mais indicada por ser o padrao-ouro, embora possua baixa sensibilidade (EGGIMANN
et al., 2011). Inicialmente, o sangue é dispensado em frascos contendo meio Brain
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Heart Infusion-BHI nos quais permanecem por um periodo de sete dias a 25°C para
diagnostico micologico. Os isolados obtidos apds este periodo, s&o cultivados em
placas com Sabouraud Dextrose Agar- SDA (LIU et al., 2017). As colénias crescidas
neste meio séo retiradas para realizacao de identificacao pelo CHROMagar Candida
cujo principio é conferido a producao de cor nas colbnias, por reacdes enzimaticas
especificas, com um substrato cromogénico do meio. Ainda, a identificacéo é realizada
através dos aspectos morfofisiolégicos, sendo analisados cor e textura das col6nias de
leveduras, assim como propriedades fisiologicas por assimilagéo de fontes de carbono
e nitrogénio e fermentacao de fontes de carbono, além de hidrolise da uréia (Figura 1).
(DEWAN et al., 2015; HESSTVEDT et al., 2015).

Figura 1: Colbnias de Candida albicans em placa de Sabouraud Dextrose Agar ao isolamento
primério (A) e identificacdo presuntiva de isolados de Candida no meio cromogenico
CROMOAgar Candida (B).

Os métodos automatizados sé@o ferramentas valiosas na rotina do laborat6rio.
O principio de fundamento é baseado na sensibilizacdo de sensores capazes de
detectar a fluorescéncia nas amostras acelerando o tempo de deteccéo e fornecendo
alarmes visuais e sonoros, em caso de amostras positivas (DEWAN et al., 2015; LIU
et al., 2017). A taxonomia molecular é tido como o “padrdo ouro” na identificacédo de
leveduras. Ainda, o desenvolvimento de técnicas de biologia moleculartem demonstrado
sensibilidade e especificidade elevadas, sendo a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) utilizada, também, no diagnostico precoce de candidemias (HESSTVEDT et
al,, 2015; ANTINORI et al., 2016). Recentemente, ferramentas proteémica, como o
MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight), tem também
sido empregadas na identificacao de microrganismos (HESSTVEDT et al., 2015; LIN
et al., 2017).
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TRATAMENTO DE CANDIDEMIA

O tratamento de candidemia em pacientes com malignidades hematolégicas
foi preconizado durante a European Conference on Infections in Leukemia (ECIL)
ocorrida em setembro de 2015, sendo as diretrizes para o tratamento de candidemia
atualizadas no documento ECIL-6.

As equinocandinas, as quais sao classificadas como anidulafungina, caspofungina
e micafungida, devem ser consideradas como primeira escolha (ANDES et al., 2012;
TISSOT et al., 2016). Também, a anfotericina B lipossomal é recomendada devido
a sua eficacia. No entanto, a toxicidade relacionada a anfotericina B limita o uso
como farmaco de primeira escolha (CORNELY et al., 2011). Os azdis, fluconazol e
0 voriconazol, sao alternativas potenciais para o tratamento, desde que nao exista
exposicao prévia e a infecgdo ndo seja grave. Em geral, as equinocandinas continuam
sendo a droga de escolha, exceto para C. parapsilosis onde o fluconazol &€ mais
adequado (TISSOT et al., 2016).

Apoés aidentificacdo das espécies, o teste de sensibilidade a antifungicos direciona
o clinico ao tratamento ideal. No entanto, resultados na literatura ndo apontam nenhuma
diferenca na mortalidade em candidemia persistente em 72 horas de um esquema
baseado em equinocandina comparado a uma terapia baseada em azol para pacientes
com candidemia por C. parapsilosis. Por isso, 0 uso continuo de equinocandinas deve
ser considerado em pacientes com resposta clinica e microbioldgica positiva. Quando
a espécie de Candida é suscetivel ao azol, o fluconazol pode ser considerado em
pacientes estaveis apo6s cinco dias de terapia intravenosa. Em doentes com infeccéo
por C. krusei, a mudanca para voriconazol oral € uma op¢ao (VAZQUEZ et al., 2014;
TISSOT et al., 2016).

Em situacbes na qual o cateter ndo é removido, o tratamento deve incluir uma
equinocandina ou uma formulacao lipidica de anfotericina B, devido a sua melhor
atividade nos biofilmes de Candida (KUCHARIKOVA et al., 2013).
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RESUMO: Na descoberta das
estudos notaveis marcaram a evidencia
desse grupo de fungos, como a descricao da
estomatite por Hipocrates no século V a.c.,
bem como as observagdes microscopicas
de Antony van Leeuwenhoek, em 1680, e

leveduras,
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DIAGNOSTICO

a de Eichstedt, em 1846. Desde entao, as
leveduras tiveram maior notoriedade, com
importante constatacdo de Gordon em 1951
em pele saudavel e com lesdo. Assim, algumas
leveduras sao consideradas como integrante da
microbiota autoctone, neste caso um comensal
gue coloniza o extrato cdrneo e algumas ainda
colonizam mucosa e trato gastrintestinal. Ainda,
as leveduras s&o reconhecidas com potencial
de causar variadas condigdes clinicas, podendo
ser de origem enddgena ou exdégena. Em
condi¢cOes especiais, pode haver uma ruptura
do binbmio parasita-hospedeiro em que a
levedura passa do estado de colonizagdo/
comensal a parasitica/patogénica, sobretudo
em pacientes criticos com condi¢gdes clinicas
importantes. As leveduroses, comumente
ocorrem por espécies de Candida, destacando-
se C. albicans, mas outras como Malassezia
em condicbes superficiais e espécies de
Cryptococcus e Rhodotorula
podem, ainda, causar leveduroses oportunistas.
O diagnéstico deve ser clinico e laboratorial

para diferenciagao entre colonizagdo e doenca,

Trichosporon,

bem como no direcionamento da necessidade
do tratamento. Por conseguinte, deve ser
tratada a levedurose e ndo a colonizagéo por
levedura. A conduta baseada em uma analise
criteriosa permite o diagnostico de exceléncia
necessarias para o melhor tratamento e

reducéao da resisténcia terapéutica e o alto perfil
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de morbimortalidade ocasionado por leveduroses graves, principalmente as causadas
por leveduras com alta expressdo de patogenicidade componentes da microbiota,
assim como as emergentes.

PALAVRAS-CHAVE: Leveduras, microbiota autoctone, relagdo parasito-hospedeiro,
patogenicidade, controle de cura

INTRODUCAO

A microbiota humana é constituida por uma grande variedade de microrganismos,
desde bactérias e virus até protozoarios e fungos. Anteriormente, os fungos eram
considerados como comensais e seu papel patogénico era negligenciada. O avango
de condi¢cdes que propiciaram maior evidéncia nos casos das leveduroses sistemicas,
sobretudo as fatais contribuiu para o dispertar diferenciado dessas micoses como
importante problema de sude publica (IANIRO et al., 2014).

As leveduras que estdo presentes na microbiota autoctone de individuos
sadios, é inquestionavel que incluem Candida albicans e espécies de Malassezia.
Na colonizacéo da pele (corpo e couro cabeludo) estao presentes estas leveduras, e
mucosa do trato genito-urinario e gastrointestinal, ocorre C. albicans. No entanto, alguns
individuos podem possuir mais de um isolado geneticamente diferente ou espécies ao
mesmo tempo, sendo este cenario mais observado durante prolongado periodo de
hospitalizagcédo (JUNQUEIRAet al., 2012; Lourenco et al., 2019). Ainda, ocasionalmente
leveduras como espécies de Rhodotorula, Trichosporon, Saccharomyces, entre outras,
podem ser encontradas na microbiota transitéria de humanos no trato respiratério
(TGR) e gastrointestinal (TGI), pele e vagina (NUNES et al., 2013; CASTANO; NEJAT
et al., 2018; MADA, 2019). E importante destacar que espécies de leveduras também
podem fazer parte da microbiota transitéria das maos, sobretudo de profissionais de
saude.

Os organismos da microbiota autoctone se encontram nas camadas mais
profundas da pele, enquanto os da transitoria colonizam a camada mais superior da
pele sendo de facil remogéo pela lavagem das maos. As leveduras costumam ser
adquiridas pelo contato com pacientes ou com a aquisi¢cao dos ambientes. Geralmente,
a colonizac&o das maos durante as mais variadas atividades clinicas é tdo grande que
a higienizac&o natural ndo é capaz de eliminar todos os microrganismos adquiridos,
e, assim, nos profissionais da saude podem se tornar permanentemente colonizadas
com uma microbiota patdégena adquirida no ambiente de trabalho, se tornando uma
importante via de transmissao de infeccbes aos hospitalizados (GAUER & SILVA,
2017).

No género Candida, entre as espécies, C. albicans é a mais frequentemente
associadaacolonizacdoemsereshumanos. Os estudos mostramque aproximadamente
80% dos individuos séo colonizados por esta espécie. Entdo, acredita-se que o homem
€ o principal reservatorio desta espécie de levedura e que a mesma evoluiu com seu
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hospedeiro (ANGEBAULT, 2013).

Na microbiota normal, apesar de Candida ser comensal, em determinadas
condi¢coes esta possui 0 potencial de se tornarem patbgenas, podendo ocasionar
desde lesbes mucosas (candidiase oral e vaginite) a infeccdes sistémicas com risco
de morte em imunocomprometidos (CHILDERS, et al., 2016). Assim, portadores da
Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida (SIDA), com neoplasias malignas,
doenca pulmonar obstrutiva crénica, desordens metabdlicas, pacientes hospitalizados
por um longo periodo de tempo e uso de ventilagcdo mecénica, entre outras condi¢des, €
comum se obervar a colonizagao tanto por C. albicans quanto por espécies de Candida
nao-C. albicans, sendo estes casos muitas vezes associados ao desenvolvimento de
candidiases de mau prognostico (RICARD & ROUX, 2012; LI, et al., 2013).

CONSEQUENCIAS DA PERSISTENCIA DA COLONIZACAO

A colonizacao do organismo humano sadio por determinada espécie de Candida
€ entendida como a presenca de uma ou mais espécie sem ocasionar danos no
sitio anatdmico, com excec¢ao de sitios estéreis como a corrente sanguinea, sistema
nervoso central e outros (Pittet et al., 1994; Eggimann; Pittet, 2014). A magnitude
da colonizagdo do organismo por leveduras constitui um importante fator associado
ao prognostico de infecgbes (Pitarch 2018). Assim, para que ocorra 0 processo de
colonizagdo é intrinsecamente necessario a capacidade da levedura de se aderir
as células do hospedeiro (King et al., 1980) Para a colonizagao, sabe-se que uma
das razbes para a sua manutencao e prevaléncia esta relacionada com a maior
disponibilidade de carboidratos (Childers et al., 2016).

As leveduras tem desenvolvido respostas moleculares moduladas por meio do
sistema quorum sensing para promover o crescimento fungico. No entanto, precisar a
extensdo do crescimento do fungo na microbiota considerado normal no hospedeiro é
complexo. Assim, na ampla maioria dos casos, a colonizagao prévia do organismo tem
precedido a infec¢do fungica. Contudo, para que a levedura seja capaz de tornar-se
patogénica € necessario a quebra da relagao harménica parasita-hospedeiro (Gow et
al., 2013; Mishra; Koh, 2018).

Em se tratando de C. albicans, é possivel que a transicdo da levedura para a
fase filamentosa contribui para o reconhecimento da condicéo patogénica e, assim,
diferenciacdo do episoddio de colonizacdo-infeccdo. Além de C. albicans, espécies
como C. tropicalis e o Complexo C. parapsilosis entre outras, que apresentam sistema
quorum sensing mais desenvolvido e exibem dimorfismo invertido s&o frequentemente
observadas a transicao de colonizagédo-doenca (Forche et al., 2003; Gow et al., 2013;
Mishra; Koh, 2018). Dessa forma, o achado de estruturas filamentosas e numerosas
células de levedura em amostras clinicas deve ser entendido como um forte indicador
de infeccéo, uma vez que hd um predominio dessas estruturas durante o estagio de

Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes 3 Capitulo 11




doenca (Gow et al., 2013).

Atransicao saude-doenca é dependente de fatores predisponentes ao hospedeiro
e da levedura. Em determinadas situacdes de estresse, como condicbes adversas
locais e a resposta imunitaria do hospedeiro, a levedura é forcada a desenvolver
mecanismos adaptativos de sobrevivéncia, como resisténcia a acidez da pele e
mucosas, capacidade de alternancia da fase de levedura para a filamentosa (Forche
et al., 2003), producéo de toxinas como a candidalisina, predisposicédo por sitios
corpéreos anidnicos (Horisberger; Clerc, 1988) e evaséo da resposta imune (Romani,
2004; Gow et al., 2013; Mishra; Koh, 2018).

Acolonizacao € uma etapa anterior a candidiase sistémica, sendo que a gravidade
da colonizacdo constitui um forte fator de risco ao surgimento da candidemia. Dessa
forma, constitui um importante achado da candidiase invasiva a relagao existente entre
a persisténcia da colonizacéo e a quantidade e tipos de sitios corporeos afetados (Magill
etal., 2006). Uma das limitagdes ao tratamento dos pacientes também esta relacionada
com a dificuldade de distingcdo entre colonizagdo e doenca. Isso se deve, sobretudo,
porque 0s mecanismos fisiopatoldgicos na transicdao do estagio de colonizacéo para
infeccdo e descricdo do indice de Colonizacéo (IC) foram determinados apenas para
pacientes criticos submetidos a procedimentos cirurgicos. Isso tem repercutido na
auséncia de guidelines uteis para a utilizacdo de terapia antifungica baseadas na
extensado da colonizacdo em outros grupos de pacientes (PITTET ETAL., 1994; LEON
ET AL., 2009; EGGIMANN; PITTET, 2014).

Os individuos podem apresentar IC baixos o suficiente para nao permitir
a observacdo de estruturas de leveduras em sitios corpéreos frequentemente
colonizados, e vir a experimentar essa condicdo em um ou mais momentos da vida.
O IC é relativamente superior (3,4 vezes) em pacientes hospitalizados, sobremaneira
apos a segunda semana de internacéo hospitalar (Ledn et al., 2009). Ainda, a utilizagéo
de dispositivos médicos de suporte a vida, antibidticos de amplo espectro e esterdides
intravenosos constituem forte fator predisponente a coloniza¢ao fungica do TGl e
TGR. Além disso, condicoes debilitante do hospedeiro como diabetes e presenca de
doenca fibrocavitaria podem aumentar de maneira substancial na extensao e natureza
da colonizacédo fungica (Chakraborti et al., 2018). Ainda, € possivel estabelecer uma
relacdo intrinseca entre a colonizagdo prematura por espécies de Candida durante
0 nascimento e ocorréncia de sepse fungica, sobretudo na presenca de condicdes
predisponentes no infante (Gondim et al., 2009). Ademais, tem sido observado que a
colonizagcao de multiplos locais do organismo por Candida é um agravante substancial
para falhas na terapia de manutencédo com fluconazol (DONDERS et al., 2018).

RELACAO PARASITA-HOSPEDEIRO

A expressdo da relacdo parasita’/hospedeiro depende do equilibrio entre a
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viruléncia do microrganismo e as defesas/condi¢cées imunologicas do individuo. Assim,
ainvasao tecidual por leveduras e a intensa multiplicagdao no organismo do hospedeiro,
depende de uma série de condi¢cbes predisponentes (HALL; NOVERR, 2017).

As leveduras, a exemplo da C. albicans e Malassezia, estao muito bem adaptadas
ao corpo humano e podem coloniza-lo sem ocasionar sinais de doenca. A manutencao
da integridade das barreiras teciduais da mucosa, a relagdo harménica da microbiota
autoctone e o funcionamento adequado do sistemaimunologico, entre outras condicoes,
preservam o organismo, evitando que o fungo que coloniza 0 ambiente desencadeie
um processo infeccioso. Em contrapartida, o fungo, particularmente, expressa de
forma equilibrada uma série de estratégias especificas para se estabelecer, colonizar,
causar doenca e superar as defesas de hospedeiros susceptiveis (SANTANA et al.,
2013).

Em situagcbes clinicas, caracterizadas por diminuicdo da resisténcia do
hospedeiro, as leveduras podem tornar-se patogénicas. Deste modo, o aspecto do
agravo € amplo, podendo acometer exclusivamente a pele e mucosas, mas também
atingir os 6rgédos internos, causando lesdes superficiais ou profundas, agudas ou
cronicas. Nos casos de leveduroses sistémicas, estas sao potencialmente letais,
principalmente em individuos debilitados, podendo levar a casos de endocardite,
pielonefrife e até mesmo comprometimento do sistema nervoso, como consequéncia
da disseminacé&o hematogénica do fungo, a exemplo da candidemia (SIQUEIRA et al.,
2014). Por conseguinte, a infeccdo surge como consequéncia de uma alteracdo na
relacdo de comensalismo e colonizagao estabelecida entre o fungo e o hospedeiro,
além de fatores de viruléncia intrinsecos a célula fungica (ILIEV, LEONARDI, 2017).

FATORES DE VIRULENCIAS

A patogénese das leveduras é facilitada por um numero expressivo de fatores de
viruléncia como crescimento a 37°C, capacidade de aderéncia as células epiteliais, por
meio da interacdo entre mananoproteinas da parede celular e receptores especificos
no hospedeiro, producao de tubo germinativo, dimorfismo invertido, variagéo fenotipica
e genotipica, formacdo de biofilme, producdo de toxinas, exoenzimas (proteinase
e fosfolipase) e capsula mucopolissacaridica, rugosidade celular, potencial-zeta
e outros. Assim, a caracterizagdo da levedura quanto a esses fatores contribui de
maneira significativa para a prevencéo, diagndstico e tratamento (VIEIRA; CARMONA-
RIBEIRO, 2008; RODRIGUES et al., 2014; BENNETT et al., 2017; DORIA et al 2016;
NETT, 2016 BENNETT, et al. 2018). Dentre os fatores de viruléncia, podemos destacar
a capacidade de aderéncia e formacgao de biofilme, como os fatores que estdo mais
associados aos casos de morbimortalidade em pacientes criticos.

A capacidade de aderir firmemente em diferentes superficies, incluindo células,
matriz extracelular do hospedeiro e superficies abidticas (cateteres intravascular e
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vesical, valvulas cardiacas e préteses dentérias) € uma importante caracteristica
detectada em algumas espécies de leveduras (VIEIRA, 2017). Entdo, o mecanismo
de adesao durante o processo de infeccdo desencadeia uma endocitose e penetracao
ativa das leveduras nas células do hospedeiro, ocorrendo uma agresséao tecidual e
maior capacidade de disseminacdo (GAMALETSOU, 2018).

Os biofilmes microbianos sdo definidos como comunidades de microrganismos
irreversivelmente aderidos a uma superficie, produzindo uma matriz polimérica
extracelular, que exibe um estado metabdlico distinto ao do crescimento planctdnico
correspondente, especialmente com respeito a transcricdo e interacdes entre as
células (CAUCHIE et al., 2017; CAVALHEIRO e TEIXEIRA, 2018).

A formacao de biofilme microbianos € um importante fator de protecéo para seu
desenvolvimento, onde se observa relacées simbidticas e uma maior capacidade
de viabilidade em ambientes hostis. A associacéo de células de leveduras formando
biofilme € uma das principais contribuicdes para a viruléncia, pelo fato de apresentar
maior resisténcia ao tratamento antifungico, favorecer uma evasdo dos mecanismos
de defesa do hospedeiro, além da competitividade com outros agentes infecciosos.
A importancia destas caracteristicas reflete em um aumento da taxa de morbidade e
mortalidade, quando o processo doenca esta relacionado com a producéo de biofilme
pelo fungo (PIERCE, et al. 2015; CAVALHEIRO et al, 2016; VIVEK, et al.2015; DORIA
et al., 2016; TURAN et al. 2018).

ESTRATEGIAS DE CONTROLE

O monitoramento da colonizagdo por Candida em pacientes hospitalizados,
sobretudo em Unidades de Terapia Intensiva (UTls), € relevante visto que a colonizagéao
€ um marcador confiavel de uma possivel infec¢do invasiva. Desta forma, a detecg¢éo
precoce do IC através de culturas de vigilancia é de extrema importancia para pacientes
colonizados néo evoluirem para uma infeccdo (MANZONI, et al., 2012).

Dentro deste contexto, agentes antifungicos profilaticos tém sido utilizados para
prevenir a colonizagao fungica e infec¢des sistémicas. Estudos tem demonstrado que
a profilaxia antifungica com fluconazol mostra-se eficaz na preven¢éo da colonizagéo,
apesar de apresentar um efeito incerto sobre as taxas de progressao para invasao
fungica (MANZONI, et al., 2012; HADDADI, et al., 2014).

E recomendado que a administracéo profilatica de antifingicos deva ser utilizada
com cautela, tendo em vista que seu uso indiscriminado pode resultar em uso excessivo
de agentes antifungicos e aumento dos custos hospitalares para os pacientes
colonizados por leveduras. E notério que o uso extensivo desses antimicrobianos tem
promovido uma mudanca no perfil de sensibilidade das leveduras. Diretrizes recentes
resultantes do consenso de especialistas nao forneceram recomendacgdes de alto nivel
de confianga sobre profilaxia antifungica (EGGIMAN, et al., 2015).

Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes 3 Capitulo 11




FATORES PREDISPONENTES

A severidade da doenca de base que comumente acomete os pacientes criticos,
os tornam altamente susceptiveis as infec¢cdes de etiologia fungica sobretudo as
leveduroses, como consequéncia da diminuicao na imunidade humoral e celular, e pela
exposicao a outras condicdes predisponentes como idade, gravidez, diabetes mellitus
nao controlada, internac&o prolongada, realizacdo de ventilagdo mecanica, utilizacdo
de cateteres de nutricdo parenteral, administracao de antibidticos de amplo espectro,
sobretudo quando aplicada empiricamente; uso de contraceptivos orais, corticoides,
tempo prolongado de permanéncia hospitalar; e imunossupressdao (CORDEIRO et
al., 2015; GODHA. 2017; CAUCHIE et al 2017; BASSETTI et al., 2017; VIEIRA E
NASCIMENTO, 2017; GAMALETSOU et al., 2018).

DIAGNOSTICO CLINICO E LABORATORIAL

O diagnostico da leveduroses é fundamental, sendo a amostra coletada
importante na representatividade da leséo e doenca fungica. A localizacao e aparéncia
das lesbGes, comumente quando superficiais, € um importante direcionamento clinico
(Figura 1). Entéo, auxilia na clinica, a presenca de um ou mais sinal clinico como dor,
ardor, rubor, prurido e mudancga de aparéncia nos locais acometidos. As leveduras,
portanto, podem ocasionar desde alteragdes clinicas mais brandas, como nos casos
de pitiriase versicolor e piedra, até situacdes que, embora também superficiais, séo
bastante incomodas como nos casos de balanopostite e vulvovaginites. Entretanto,
nas condi¢cdes sistémicas ha uma inespecificidade a doenca fangica que dificulta
o diagnoéstico clinico. Nesses casos, o diagnéstico deve levar em consideracao a
interpretacdo dos dados relacionados as condi¢des do paciente e aquelas ao que
estdo expostos. Certamente, nos casos de leveduroses superficiais e sistémicas, é
indispensavel o diagnéstico laboratorial micoldgico, incluindo o controle de “cura”,
fortalecendo o diagnoéstico clinico e a instituicdo do tratamento.
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Figura 1: Manifestacdes clinicas da Pitiriase versicolor (A) apresentando células de leveduras
agrupadas em cachos e filamentos micelianos curtos e tortuosos em parasitismo (B),
levedurose ungueal (C) e células de leveduras hialinas (D), leveduroses interdigital (E) e células
de leveduras e filamentos micelianos hialinos e septados (F), levedurose inguinal (G) e células
de leveduras e filamentos micelianos hialinos e septados (H).

O diagnostico laboratorial requer amostras ideais, isto € de acordo com as
manifestacdes clinicas aparentes e achados por imagem, devendo ser consideras
as condi¢cdes clinicas. Adicionalmente, tais condi¢cdes sinalizam o “padrao ouro” do
diagnostico, se sera através do exame microscoépico direto e/ou cultura. Assim, em
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geral é procedido a preparacédo de laminas a fresco, a depender da amostra clinica
como secrecdo de mucosa ou de ferida, e/ou utilizados substéncias contrastantes,
como hidroxido de potassio-KOH, de 10 a 40% como fragmentos de tecidos obtidos por
bidpsia e em lesbes epidérmicas de dobras (e.g. escamas epidérmicas de interdigitos,
axila, inguinal, infra-mamaria), laminas coradas com Giemsa (e.g. sangue, medula
O0ssea vermelha) e contrastadas com tinta Nankin (e.g. Liquido cefalorraquidiano-
LCR). Na cultura, as amostras devem ser semeadas, como os fluidos biologicos, e/
ou inoculadas, como fragmentos de tecido, em meios de culturas especificos para
fungo. No isolamento primario deve ser utilizado o Sabouraud Dextrose Agar e para a
identificacéo os meios requeridos a depender da espécie de levedura (Figura 2).

O valor diagnostico é dependente dos achados a microscopia direta e amostra
clinica analisada. A analise de materiais biol6gicos de amostras superficiais deve ser
cuidadosamente avaliado o quantitativo e tipo de estruturas de leveduras observadas.
Por outro lado, espécimes clinicos como sangue e LCR a observacgao de estruturas de
leveduras, independente do quantitativo e tipo, sempre caracterizam doenca. Assim,
nem sempre a presenca de leveduras em amostras clinicas significa doenc¢a, podendo
ser colonizacdo. Particularmente, no diagnéstico clinico e laboratorial na candidiase.
Em casos de candidiase, é indispensavel o diagnostico diferencial a exemplo da
candidiase mucocutanea crénica, forma superficial rara de candidiase, caracterizada
por manifestacdes clinicas cutdneas generalizadas em que ocorre simultaneamente
lesbes epidérmicas, ungueais e em mucosas. A aparéncia distinta desta candidiase
as formas superficiais pode ser explicada pelas condi¢des predisponentes, como
disgenesia timica, agamaglobulinemia e outras.

Na concluséo diagnoéstica, a diferenca entre colonizacéo e doenca é refletido
através do parasitismo observado a microscopia direta e o isolamento do agente
etioldgico/levedura em cultura. A decisao terapéutica depende do diagndstico clinico
e/ou laboratorial, sendo o tratamento instituido apenas nos casos de leveduroses.
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Figura 2: Exame direto evidenciando células de leveduras e pseudo-micélio hialinos em
amostra de urina (A), células de leveduras e pseudo-micélio em esputo (B), célula de levedura
hialina em sangue (C), levedura encapsulada em liquido céfalo-raquidiano (D) (Aumento 400x)

e macroscopia de Candida (E) e Cryptococcus (F).
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RESUMO: As doencas respiratérias crbnicas
das vias aéreas inferiores que afetam grande
parte da populacdo mundial s&o tratadas,
prioritariamente, com medicamentos inalatorios
orais, uma vez que atuam diretamente no
alvo terapéutico, os pulmdes. Ha trés formas
farmacéuticas cujas doses sao liberadas
por acionamento de dispositvos: aerossol
inalatério oral, p6 inalatorio oral e preparagcao
inalatéria por nebulizagdo, em que nesta
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ultima o dispositivo é o nebulizador. Nesta
revisdo, descreve-se cada uma das formas
farmaceuticas com foco naquelas portateis
(aerossol inalatorio oral e p6 inalatério oral) por
apresentar maior complexidade tecnoldgica,
desde os componentes da formulagdo até o
mecanismo de funcionamento dos respectivos
dispositvos. Apesar dos medicamentos
inalatérios ja serem consagrados no mercado,
ainda ha desafios no desenvolvimento desses
produtos, como por exemplo, o aumento da
concentracdo de farmaco que alcangcam os
pulmdes e a utilizacdo da via pulmonar para
alcance de efeito sistémico.

PALAVRAS-CHAVE: Via de administracao
inalatorios orais,

inalatéria, medicamentos

formulacé&o, dispositivos.

ABSTRACT: Chronic respiratory diseases
of the lower airways that affect a large part of
the world population are treated primarily with
orally inhaled drug, because they act directly
on the therapeutic target, the lungs. There
are three dosage forms whose doses are
released by activation of the device: metered-
dose inhalation, dry powder inhalation and the
inhalation for nebulization, in which the device
used is a nebulizer. In this review, each dosage
form is a described, focusing on the portables
ones (metered-dose inhalation and dry powder
inhalation) because they present a greater

Capitulo 12




technological complexity, from the components of the formulation to the functioning
mechanism of the respective devices. Although the inhaled pharmaceutical dosage
forms are already on the market, there still are challenges in the development of these
products, such as the increase in the concentration rate-of drug reaching the lungs, as
well as the use of the pulmonary pathway for a systemic effect.

KEYWORDS: Pulmonary administration, orally inhaled drug, formulation, devices.

11 INTRODUCAO

Uma parcela significativa da populacdo mundial é acometida por doencas
respiratorias crénicas em que se destacam a rinite e a rinossinusite nas vias aéreas
superiores, a asma, a doenc¢a pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e o efisema nas vias
aéreas inferiores. Comumente, as doencas do trato respiratorio inferior, onde estao os
pulmdes sdo mais graves e causam mais complica¢des na saude do paciente. Cerca
de 65 milhdes de pessoas sofrem de DPOC e esta doenca € a terceira causa de morte
no mundo. Ja a asma acomete aproximadamente 334 milhdes de pessoas e é mais
comum em criancas e idosos. Entre 2008 e 2013 o custo com hospitalizagcao por asma
no Brasil foi de US$ 170 milhdes para o sistema puUblico de saude (BURNEY, 2015;
GLOBAL, 2014; WHO, 2007; CARDOSO, 2017).

A farmacoterapia prioritaria nos casos das doencgas respiratorias crbénicas
das vias aéreas inferiores € realizada por meio de medicamentos inalatorios orais,
uma vez que atuam diretamente no alvo terapéutico, dentre outras vantagens que
serdo discutidas nessa revisdo. Além do efeito pulmonar, local, alguns medicamentos
inalatérios inovadores visam efeito sistémico em que o farmaco é absorvido nos
alvéolos por ser uma regiao rica em capilares sanguineos.

Nessa revisdo foram compiladas informacdes sobre as formas farmacéuticas
inalatérias orais em que sédo apresentadas suas caracteristicas peculiares. Tratam-
se de medicamentos de maior complexidade tecnoldgica por serem acoplados a
dispositivos especificos, quando comparados as formas farmacéuticas sélidas e
liquidas de ingestao oral. Diante disso, o conhecimento de forma mais detalhada dos
medicamentos inalatorios se faz util para incetivar sua pesquisa e produg¢ao, bem como
para contribuir na orientac¢ao clinica para sua administracdo de forma mais embasada.

21 A VIA DE ADMINISTRACAO INALATORIA

Por meio da via inalatoria, concentragées mais elevadas de farmaco alcangam o
tecido alvo , 0 que maximiza o efeito terapéutico local. Com isso, doses mais baixas do
medicamento podem ser administradas, o que reduz o efeito sistémico diminuindo a
toxicidade sem comprometer a eficacia. Além da via inalatoria aumentar a seletividade
do medicamento para o tecido alvo e oferecer mais seguranca terapéutica, ha
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também uma maior rapidez da resposta em relacdo a administracao oral pelo trato
gastrointestinal (FRANCIS, 1980; BELLARY, 2006). A via inalatéria sustenta por mais
tempo a concentracdo do farmaco no trato respiratério, além de eliminar o efeito
hepatico de primeira passagem (HOCHHAUS, 2004).

A via inalatéria divide-se em nasal e oral. A via nasal é mais usada para o
tratamento de desordens que se restringem a regido nasal e aos seios paranasais,
como alergias, inflamacdes e congestdes (GRONEBERG, 2006). Por outro lado, a via
inalatoria oral é escolhida quando se deseja uma acédo do farmaco nas vias aéreas
entre a orofaringe e os pulmdes, ou até mesmo uma acgao sistémica (DEHAAN, 2001;
MAC INTYRE, 2002).

31 FORMAS FARMACEUTICAS DE ADMINISTRAGCAO POR VIA INALATORIA

Os medicamentos inalatorios orais geram aerossoOis que séo dispersbes de
particulas sélidas ou liquidas em um gas. Preparagdes inalatorias que formam aerossol
sao acondicionadas em dispositivos especificos, que apds acionamento, permitem
que as doses sejam liberadas, isso caracteriza as seguintes formas farmacéuticas:
aerossol inalatorio oral, p6 inalatorio oral e preparacgéo inaltoria por nebulizacéo (cujo
dispositivo € o nebulizador) (BRITISH, 2017) como mostrado na Figura 1.

() (b} fc)

Figura 1 - Dispositivos utilizados em formas farmacéuticas do tipo (a) aerossol inaltério oral, (b)
p6 inalatorio oral e (c) nebulizador.

3.1 Aerossol inalatoério oral

O dispositivo da forma farmacéutica aerossol inalatério oral (Figura 1a) apresenta
0Ss seguintes componentes, como representado da Figura 2: recipiente de material
inerte (homalmente vidro ou aluminio), atuador, valvula dosificadora, propelente e a
formulacdo. (THIEL, 1996; NEWMAN, 2004). Tratam-se de dispositivos que contém
o farmaco em solugcbes ou suspensdes cujo veiculo gasoso é o proprio propelente
que se encontra comprimido sob a forma liquida no interior dos recipientes por
estar pressurizado. Apos o0 acionamento do dispositivo inalatorio, a fase dispersa é
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aspergida como aerossol junto ao propelente. A eficacia do aerossol inalatorio oral
depende da sincronizagcéo entre 0 movimento inspiratério do paciente e 0 manuseio/
disparo do dispositivo inalatorio. O uso inadequado desses dispositivos pode levar ao
aparecimento de efeitos adversos em decorréncia da deposicao orofaringea (PRISTA,
2003; SMITH, 2003).

Criado na década de 1950 por Charles G. Thiel no Hiker Laboratérios nos
Estados Unidos da America (EUA) este tipo de dispositivo inalatério € o mais utilizado
no mundo devido as vantagens que apresenta, como o reduzido tamanho, a isencéo
de uma fonte de energia externa, a contencao de varias doses em um so dispositivo
e o rapido efeito no caso de broncodilatadores (THIEL, 1996; NEWMAN, 2004). Os
primeiros dispositivos para aerossol inalatério oral continham medicamentos para o
tratamento de asma e DPOC, com acgao local nas vias aéreas inferiores e nos pulmdes.
Atualmente, veiculam-se também medicamentos para acao sistémica, devido a alta
absorcédo na regiao alveolar dos pulmdes (CLARK, 1995; COURRIER, 2002).

RECIFIENTE
PROPELENTE
FORMULACAOQ
ATUADOR
VALVULA

Figura 2 - llustragdo esquematica dos componentes (recipiente, atuador, valvula, propelente e
formulacgéo) do dispositivo de aerossol inalatorio oral.

No caso de medicamentos aerossois contendo solu¢des no interior do dispositivo
pode ser necessaria a adicdo de adjuvantes que promovam a solubilizagdo, ou a
estabilizacdo no caso de suspensbdes (LIU, 2012). Os primeiros gases propelentes
utilizados foram os clorofluorcarbonos (CFC), mais comumente o diclorodifluorometano
(CFC-12) como componente majoritario, e outros que modulavam a pressao de vapor
da formulagao como o triclorofluorometano (CFC-11) e o diclorotetrafluoroetano (CFC-
114). Entretanto, em 1987, um programa internacional, o Protocolo de Montreal, definiu
a proibicdo do uso de gases propelentes a base de CFC na industria mundial devido
a deplecédo da camada de ozénio. De acordo com o documento, a implementagéo
da medida deveria ocorrer até o ano 2001 para os paises desenvolvidos e até 2010
para aqueles em desenvolvimento. A proibicdo do uso de CFC afetou a industria
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farmacéutica, visto que houve dificuldade em desenvolver formulacdes para aerossois
inalatorios orais com outros gases, devido as diferentes propriedades fisico-quimicas,
principalmente pressaodevapor.Asformulagdes subsequentesao Protocolode Montreal
passaram a apresentar hidrofluoroalcanos (HFA) como propelentes, prioritariamente
o 1,1,1,2-tetrafluoroetano (HFA-134) e 0 1,1,1,2,3,3,3- heptafluoropropano (HFA- 227)
devido a sua inércia quimica, pressao de vapor e por nao reagirem com o 0zénio
(BORGSTROM, 1999; UNITED NATIONS, 2000; HIRST, 2001; IBIAPINA, 2004)

Uma caracteristica preponderante dos dispositivos de aerossol inalatério oral
€ a liberacao precisa da dose por acionamento, o que se deve ao funcionamento da
valvula de medicao. A valvula apresenta um reservatorio com volume fixo (25 yL a 100
L) que é totalmente preenchido pela formulagao a cada acionamneto do dispositivo.
Em seguida, o conteudo que esta contido no reservatorio entra em contato com a
atmosfera exterior por um orificio e, devido a diferenca de presséo entre o ambiente
interno da valvula e o meio externo, o propelente evapora carreando a formulacéo.
Quando a formulagéo passa pelo orificio do atuador forma-se uma nuvem de aerossol
que se move em direcao axial e com sentido contrario ao do dispositivo. O aerossol
formado € composto por goticulas em suspensdo no gas. A distancia do orificio
do atuador a valvula e ao bocal, o seu diametro, o design do préprio atuador e a
formulagéo influenciam a velocidade e o tamanho das goticulas do aerossol formado,
0 que por sua vez, afetam o local onde o farmaco iré se depositar no trato respiratério.
(VERVAET; BYRON, 1999; NEWMAN, 2004; LIU, 2012; STEIN, 2014)

Quanto maior as goticulas do aerossol e maior a velocidade de seu
deslocamento, maior sera a quantidade de medicamento que se depositara na regiao
da orofaringe. Issoé indesejavel, uma vez que o local de agdo dos farmacos inalados
sdo as vias aéreas inferiores e os pulmdes (CLARKE; NEWMAN, 1983; STEIN,
2014). A fim de alterar a aerodindmica de voo dos medicamentos aerossois inalatorios
orais, recomenda-se a utilizacdo de espacadores (Figura 3) pelos pacientes. Com
diferentes modelos, os espacadores retém as goticulas de maior tamanho e reduzem
drasticamente a velocidade do aerossol em aproximadamente 35 m/s para 10 m/s
(THIEL, 1996), consequentemente, diminuindo a proporcdo de farmaco que ficara
retido nas vias aéreas superiores (NEWMAN, 2004). A propor¢céo de farmaco que
chega as vias aéreas inferiores na administracdo de medicamentos inalatorios é baixa,
grande parte da dose, rotulada, fica depositada no atuador e na regido da orofaringe
(RAU, 2005). Newman e colaboradores realizaram um importante estudo em que se
avaliou a deposicao de farmacos provenientes de dispositivos para aerossol inalatério
oral em voluntarios com deficiéncia respiratéria. Verificou-se que, em relacéo a dose
rotulada, 80,8% do farmaco deposita-se na orofaringe; 9,8% fica retida no atuador; 1%
€ exalado e 8,8% chega as vias aéreas inferiores e alvéolos pulmonares (NEWMAN,
1986). A partir desse estudo, os pesquisadores foram desafiados a desenvolver novos
modelos de dispositivos a fim de aumentar a proporcéo de farmaco que chega ao local
de acao e consequentemente, e de melhorar a eficacia terapéutica de medicamentos
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inalatorios (HIRST, 2002).

Figura 3 — Espacadores, em diferentes modelos, para serem acoplados ao dispositivo de
medicamento aerossol inalatério oral. Fonte: NEWMAN (2014).

3.2 P6 inalatorio oral

O dispositivo do pd inalatério oral (Figura 1b) promove a liberagcéo de particulas
micronizadas da formulagdo em forma de p6 seco, em doses precisas, que séo inaladas
pelo paciente. As principais vantagens desses dispositivos sdo a maior estabilidade
dos farmacos, pelo fato de serem administrados sob a forma de p6 seco, a dispensa
de uso de propelentes em sua formulacédo, a possibilidade de veiculagdo de uma
alta variedade de medicamentos inclusive para terapias sistémicas com peptideos e
proteinas, além de conter uma ampla faixa de doses (menos que 10 uyg até mais que
20 mg). Uma desvantagem dos p0s inalatorios orais é a sensibilidade a umidade que,
quando presente, pode resultar em aglomeragao do pé (MALCOLMSON, 1998; SMITH,
2003; TELKO; HICKEY, 2005; ANSEL, 2007; ISLAM, 2008; HICKEY, 2017). Devido as
vantagens diversas desse dispositivo de liberacdo pulmonar, hoje ele se tornou uma
alternativa eficaz e com boa aceitabilidade por parte da comunidade médica e dos
pacientes. Em um estudo realizado por Morice e colaboradores (2002) com o intuito
de investigar a preferéncia dos pacientes asmaticos (incluindo adultos e criangas) em
relacéo ao uso de dispositivos inalatorios, 67% dos 362 pacientes incluidos no estudo
achavam mais facil e preferiam usar um inalador de pé seco a um aerossol inalatério
oral.

A dose recebida pelo paciente depende de cinco fatores principais como
propriedades da formulacéo (propriedades reolégicas, interagdes farmaco-carreador);
tamanho, densidade e morfologia das particulas; desempenho do dispositivo inalatério;
correta técnica de inalacao e fluxo inspiratorio. No caso dos pés inalatérios orais,
o paciente deve apresentar um fluxo de ar minimo inspiratério de 30 mL/min para
receber uma dose efetiva (MALCOLMSON, 1998; TELKO e HICKEY, 2005; ISLAM,
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2008; HICKEY, 2017).

As formulagcdes de medicamentos do tipo pos inalatérios orais normalmente
sao compostas por uma mistura do farmaco com um carreador. Os carreadores sao
substancias com tamanho de particulas maior que o farmaco cuja funcéo é transporta-lo
durante o voo pelas vias aéreas. As interagdes que ocorrem entre farmaco e carreador
podem ser fisicas pelo processo de adsor¢cdo, e quimicas por meio de ligagdes
intermoleculares que variam de acordo com a natureza quimica dos componentes da
mistura. A adsor¢éo ocorre quando as particulas do farmaco se aderem as rugosidades
do carreador. A interacao farmaco-carreador deve ser forte o suficiente para que se
estabeleca o voo até a chegada nas vias aéreas, bem como fraca o bastante para
gue ocorra a separagao entre os componentes da mistura, e assim o farmaco alcance
as vias aéreas inferiores (alvo terapéutico) e o carreador fique retido na regido da
orofaringe (TELKO e HICKEY, 2005; HICKEY, 2017). Os carreadores melhoram
a fluidez das particulas de farmaco e, consequentemente, faz com que as doses
liberadas sejam mais precisas, quando comparado ao farmaco sozinho. Além disso,
esse aumento de fluidez também facilita o processo de fabricacdo do medicamento
(RAHIMPOUR, 2012). As particulas do carreador devem ser compativeis com a
mucosa das vias aéreas, biodegradaveis, ndo sofrer reagbes quimicas com outros
componentes da formulagéo. Dentre eles, a lactose é o tipo mais comum de carreador
das formulag¢des de pds inalatorios orais por ser estavel, ndo toxica, compativel com
uma grande variedade de substancias, além de ser viavel financeiramente (JONES,
1965; SHUR, 2016). Outras substéancias também empregadas como carreadores sao
manitol, sorbitol, glicose, sacarose e trealose (PENG, 2016).

Os dispositivos para liberagao de po6s inalatérios orais sao artefatos tecnoldgicos
necessarios para disponibilizar a formulagcao as vias aéreas de forma que o ativo alcance
0s brénquios, os bronquiolos e até os alvéolos pulmonares. Esses dispositivos devem
garantiraexatidao e areprodutibilidade das doses liberadas. Durante a administracéo da
dose dentro do dispositivo ocorrem os fenébmenos de desagregacao, aerossolizacao e
liberacao das doses unitarias (Figura 4). Na desagregacao, aglomerados da formulacéo
séo desfeitos durante o processo de aerossolizac&o que consiste na disperséao do p6
no ar que serd inalado pelo paciente. Quanto mais aglomerados houver no aerossol
formado, maior sera a quantidade de pé que ndo chega aos pulmdes uma vez que fica
retido na orofaringe devido ao maior impacto por inércia nessa regiao, prejudicando a
eficacia do medicamento.
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Figura 4 — Etapas esqueméticas de desagregacao, aerossolizacao e liberacao do ativo na
administragcdo de pos inalatorios orais. Fonte: TELKO e HICKEY (2005), modificado.

Os dispositivos para pos inalatérios orais sé@o classificados da seguinte maneira:

a.

Quanto ao numero de doses:

dose unitaria (capsulas individuais sao introduzidas, uma de cada vez, ma-
nualmente pelo usuario, nos dispositivos para posterior acionamento);

multidose unitaria (o dispositivo contém doses unitarias em blisteres em dis-
cos ou filetes, n&o necessitando de recarregamento manual pelo paciente
no momento do uso);

multidose (reservatérios armazenam o p0, que sera liberado apos aciona-
mento de mecanismo, incorporado no dispositivo, para medir as doses).

Quanto ao sistema de veiculagdo da formulagéo:
capsula dura;
reservatorio;

blister em disco ou em filete.

Quanto ao tipo de aerossolizagéo:

passiva (a dispersao € dependente do fluxo respiratério, por meio da intro-
ducéao de ar na camara que contém a formulacéo, tornando-a fluida); e

ativa (a dispersao das particulas é realizada por meio de sistemas auxilia-
res, sejam eles pneumaticos, de impactacao ou vibratérios) (CHRYSTYN,
2007; ZHOU, 2014; BERKENFELD, 2015; IBRAHIM, 2015; BOER, 2017).

Os dispositivos mais comuns para poés inalatérios orais disponiveis no mercado

do tipo de dose unitaria sdao Spinhaler® (Aventis), Rotahaler® (GlaxoSmithKline-

GSK), Aeroliser® (Novartis), Inhalator® (Boehringer), Eclipse® (Aventis) e Handihaler®
(Boehringer). Ja do tipo multidose unitaria sao Diskhaler® (GSK), Diskus® (GSK) e
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Aerohaler® (Boehringer); enquanto que os multidose sao Turbuhaler® (AstraZeneca),
Easyhaler® (Orion), Novolizer® (ASTAMedica), Clickhaler® (Innovata Biomed) e
Pulvinal® (Chiesi) (NEWMAN, 2002; BOER, 2017).

3.3 PREPARAGAO INALATORIA POR NEBULIZACAO

Os nebulizadores (Figura 1c) sao os dispositivos mais antigos utilizados
para inalacdo de medicamentos. Entretanto, apresentam consideravel volume e a
necessidade de fonte externa de energia elétrica para vaporizar a formulagao, que pode
ser solucao ou suspensao. Comumente, sao utilizados por crian¢as ou idosos devido a
facilidade de inalagdo do medicamento por meio de uma mascara, uma vez que néo é
necessario sincronizar a inspiragdo com o acionamento do dispositivo. O nebulizador
vem perdendo espagco no mercado para os dispositivos portateis (MALCOLMSON,
1998; BISGAARD, 2001).

41 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da aceitagdo consolidada dos medicamentos inalatérios orais nas suas
distintas formas farmacéuticas (aerossol inalatério oral, pé inalatério oral e preparagcéao
inalatoria por nebulizagdo), ha importantes desafios no atual desenvolvimento desses
produtos. Diante da alta proporcéo de farmaco que fica retida na regiao da orofaringe,
muitos pesquisadores realizam estudos que visam aumentar a propor¢ao de ativo que
alcanca os pulmdes, por meio de alteragdes na formulagéo, no design do dispositivo,
no tamanho e na forma das particulas, em caso de p6 inalatério. Pesquisadores
também avaliam o desenvolvimento de medicamentos que possam atuar de modo
sistémico através da via inalatoria, alternativa de administracdo nao invasiva e de
rapida resposta terapéutica, inclusive para farmacos que sofrem degradacéao no trato
gastrointestinal. Para atingir efeito ndo local, o farmaco deve apresentar aerodinamica
de voo adequada para alcancar os alvéolos pulmonares, o que esta relacionado com
o tamanho e a forma de suas particulas, bem como com sua velocidade e movimento
durante o voo na inalagéo.

Nesta reviséo, evidenciou-se a complexidade tecnolégica dos medicamentos
inalatérios orais quando comparados aos medicamentos que sdo absorvidos no trato
gastrointestinal. Ainda sdo necessarios muitos estudos visando otimizar a atuagéo
terapéutica dos inalatérios, todavia, de nada adianta tal empenho se n&o houver uma
adequada orientacao para a administragcao desses medicamentos, pois se trata de um
modo de uso nao habitual a exemplo de uma degluticao de comprimido.

O conhecimento sobre as formas farmacéuticas inalatérias torna-se importante
para uma orientacdo mais objetiva e clara por parte do profissional de saude.
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INDIGENAS DE RORAIMA

RESUMO: O estado de Roraima compbe a
Amazoénia brasileira possuindo uma éarea de
224.298,98 Km. E constituido por 15 municipios,
apresentando uma populacdo de 522.636
habitantes. Proporcionalmente & o estado
brasileiro com maior populagdo indigena do
pais, sendo ela organizada em 08 etnias. Este
estudo objetivou analisar a taxa de mortalidade
infantil e suas causas na populagéo indigena de
Roraima, além de comparar esta taxa com os
resultados da populacédo nao indigena. Trata-
se de um estudo retrospectivo, descritivo, de
carater quantitativo, que utilizou como principal
ferramenta o sistema DATASUS, tracando uma
série historica sobre a mortalidade infantil em
Roraima dos anos 2010 a 2015. Os resultados
obtidos apontam que entre 2010 e 2015 houve
405 Obitos de criangcas indigenas e 517 de
criancas nao indigenas. 3% das criangas
indigenas foi a 6Obito, enquanto o percentual
de o6bitos de nao indigenas foi de 1%. A Taxa
de Mortalidade Infantil (TMI) indigena foi de
29,84 e a nao indigena 10,28. O Risco Relativo
para o ébito indigena foi trés vezes maior que
o de criancas néo indigenas. A totalidade dos
casos de Obito foi por causas evitaveis. Residir
no municipio de Alto Alegre, aumenta em 1,85
vezes a chance de o indigena morrer antes de
completar um ano de idade. Conclui-se que
ser indio em Roraima € vivenciar uma situagao
de vulnerabilidade, gerando uma evidente
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desigualdade entre a TMI de indigenas e ndo indigenas, sendo assim essencial o
investimento em atencdo primaria e educacdo em saude para esse segmento
populacional.

PALAVRAS-CHAVE: Mortalidade infantil; Indigena; Roraima

ABSTRACT: The state of Roraima comprises the Brazilian Amazon with an area of
224,298.98 Km. It is constituted by 15 municipalities, with a population of 522,636
inhabitants. Proportionally it is the Brazilian state with the largest indigenous population
of the country, being organized in 08 ethnic groups. This study aimed to analyze the
infant mortality rate and its causes in the indigenous population of Roraima, in addition
to comparing this rate with the results of the non - indigenous population. This is a
retrospective, descriptive, quantitative study that used the DATASUS system as the
main tool, drawing a historical series on infant mortality in Roraima from the years 2010
to 2015. The results obtained indicate that between 2010 and 2015 there were 405
deaths of indigenous children and 517 of non-indigenous children. 3% of indigenous
children died, while the percentage of non-indigenous deaths was 1%. The Indigenous
Infant Mortality Rate (IMR) was 29.84 and the non-indigenous 10.28. The relative risk for
the indigenous death was three times higher than that of non-indigenous children. The
totality of the cases of death was due to avoidable causes. Residing in the municipality
of Alto Alegre, increases by 1.85 times the chance of an indigenous child dying before
reaching one year of age. The article shows that indigenous people in Roraima are
experiencing a situation of vulnerability, generating a clear inequality between the IMR
of indigenous and non - indigenous people. Thus, is essential to invest in primary
health care and health education for this population segment.

KEYWORDS: Child mortality; Indigenous; Roraima

11 INTRODUGCAO

O estado de Roraima, situado no extremo norte do Brasil, compde a Amazdnia
brasileira, possuindo uma area de 224.298,98 Kmz?, o que equivale a 2,6% da superficie
do Brasil e a 5,9% da regido Norte. E constituido por 15 municipios, apresentando uma
populacao de 522.636 habitantes (IBGE, 2018).

Proporcionalmente Roraima é o estado brasileiro com maior populacéo indigena
do pais, haja visto que 49.637 das pessoas se declaram indigenas, sendo elas
organizadas em 08 etnias, ocupando 32 terras indigenas regularizadas (IBGE, 2016).
Os indigenas que habitam Terras Indigenas séao assistidos pelos Distritos Sanitarios
Especiais Indigena (DSEI) Leste e Yanomami, sendo que o Ultimo além de assistir
as populagdes do Estado atende também indigenas oriundos do Amazonas (BRASIL,
2016).

Das 32 Terras Indigenas (Tl) presentes no estado, quatro encontram-se em regiéo
de floresta, as Tl Yamomami, Waimiri-Atroari, Wai Wai e um pequeno contingente
de Ye’kuana, cuja area alcanca 7,15 milhdes de hectares de Roraima, restando um
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total de 3,28 milhdes de hectares para as demais. Por outro lado, um total de 28
Tl estdo em regido de savana ou em faixa de transicdo entre floresta e savana. Os
povos indigenas que habitam o estado fazem parte de 08 etnias, sendo elas: Wai-Wai,
Macuxi, Wapixana, Taurepang, Ingarik6, Patamona, Yekuana, e Yanomami (FRANK;
CIRINO, 2010). As seis primeiras sob responsabilidade do DSEI Leste e as duas
ultimas do DSEI Yanomami. Infelizmente pouco se conhece acerca das morbidades
que afligem os indigenas de Roraima (BRASIL, 2016).

Devido aumainteracdo, nem sempre harmoniosa, entre indigenas e ndoindigenas
gue constituem a populacéo do estado e principalmente devido a uma assisténcia em
saude muitas vezes inadequada, este estudo objetivou analisar a taxa de mortalidade
infantil e suas causas nas populacdes indigenas de Roraima, além de promover uma
comparacao desta taxa com os resultados apresentados pela populagéo nao indigena
do estado.

A mortalidade infantil caracteriza-se como o risco de um nascido vivo morrer
antes de completar o primeiro ano de vida, sendo considerada um importante indicador
de saude da populagao (UNICEF, 2008). Sua ocorréncia decorre de uma combinacao
de fatores biolégicos, culturais, sociais e de falhas do sistema de saude, desta forma,
as acOes direcionadas a sua reducdao dependem tanto de mudancas estruturais
relacionadas as condicoes de vida da populacéo, quanto de intervencdes diretas
definidas através de politicas publicas de saude, podendo ainda ser influenciada
por fatores genéticos, pela qualidade da assisténcia no pré-natal e no parto e pela
acessibilidade aos servicos de saude (FRANCA; LANSKY, 2008).

Conforme o Grupo de Interagéncias para a Estimativa da Mortalidade Infantil das
Nacbes Unidas, em 2011, morreram quase trés milhdes de recém-nascidos durante
o primeiro més de vida, sendo 39 mil deles somente no Brasil. Convém ressaltar que
mortes infantis representam uma ocorréncia indesejavel em saude publica, ja que
em sua maioria sao evitaveis, expressando assim nao s6 o nivel de saude de uma
populacédo, como também o seu padrao socioeconémico e de qualidade de vida, ou
seja, o nivel de desenvolvimento da sociedade (FRANCA; LANSKY, 2008; GRUPO DE
INTERAGENCIAS PARA A ESTIMACAO DA MORTALIDADE INFANTIL, 2012).

Se a mortalidade infantil da populagéo brasileira em geral é algo preocupante,
no ambito das comunidades indigenas isto se torna mais grave ainda, ja que as
condicoes desfavoraveis de saude dos indigenas no Brasil ocasionam uma consideravel
desigualdade nas taxas de mortalidade entre esses povos e a populagao em geral
(FERREIRA; MATSUO; SOUZA, 2012). .

2| METODOLOGIA

Trata-se de um estudo retrospectivo, descritivo, de carater quantitativo, que
utilizou como principal ferramenta o sistema de dados DATASUS do Ministério da
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Saude, tracando uma série histérica sobre a mortalidade infantil (até um ano de
idade) em Roraima dos anos 2010 a 2015. Por tratar-se de uma pesquisa envolvendo
dados secundarios, disponibilizados em um sistema de acesso publico, ndo houve
necessidade de submissdo & um Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres
humanos.

A analise estatistica foi realizada através do programa estatistico Epilnfo 7®
(CDC, Atlanta, USA), fixando-se o nivel de 5% para a rejeicao da hipétese de nulidade.
Para a comparacao entre proporcdes foi utilizado o teste qui-quadrado. A estimativa de
quantificacéo de risco foi realizada através do calculo do Risco Relativo.

31 RESULTADOS

O numero total de nascidos-vivos em Roraima entre os anos de 2010 e 2015,
distribuidos entre os 15 municipios que compdem o estado foi 63.630 (Tabela 1).

Observa-se que a cidade de Boa Vista, capital do estado, por conter cerca de
60% de toda a populacao de Roraima, apresentou o maior nimero de nascidos-vivos,
38.474 ocorréncias, seguida pelo municipio de Alto Alegre (3.231) e do Uiramuta
(2.492), municipio este cuja populagao € predominantemente indigena, representando
88% do total populacional. Ja o municipio de Sdo Joado da Baliza, apresentou no
mesmo periodo 730 nascidos-vivos, sendo assim considerado o municipio de Roraima
com o menor numero de ocorréncias para este evento. Para a realizagdo de uma
analise comparativa, convém ressaltar que dos 63.630 nascidos vivos, 13.123 foram
indigenas enquanto 50.350 foram n&o indigenas.

MUNICIPIO 2010 2011 2012 2013 2014 2015 TOTAL
Alto Alegre 576 341 600 601 563 550 3231
Amajari 262 259 308 307 298 339 1773

Boa Vista 6039 6253 6358 6350 6755 6719 38474
Bonfim 241 286 312 327 325 355 1846
Canta 278 306 315 335 362 327 1923
Caracarai 366 349 425 424 393 414 2371
Caroebe 168 145 138 151 154 139 895
Iracema 154 100 173 147 156 169 899
Mucajai 311 309 270 351 299 341 1881
Normandia 241 341 319 381 376 442 2100
Pacaraima 265 286 327 351 340 361 1930
Rorainépolis 366 388 422 422 442 527 2567
Sao Joéo da Baliza 137 1283 116 120 117 117 730
Sao Luiz 84 89 84 80 67 o1 495
Uiramuta 250 367 432 459 466 518 2492

Municipio ignorado 00 03 02 08 07 03 23
TOTAL 9738 9945 10601 10814 11120 11412 63.630

Tabela 1. Total de nascidos vivos do estado de Roraima no periodo de 2010 a 2015.
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Fonte: DATASUS (2018)

Com relagdao ao numero de Obitos infantis em Roraima, o DATASUS aponta que
no periodo estudado ocorreram 1.052 ébitos, independente de raca (DATASUS, 2016),
sendo 0s mesmos visualizados na Tabela 2, onde se observa a distribuicdo dos Obitos
por cada um dos quinze municipios que compdem o estado de Roraima.

Verifica-se que Boa Vista foi 0 municipio com a maior ocorréncia de &bitos
infantis, totalizando 473, em segundo lugar ficou 0 municipio de Alto Alegre com 128
Obitos e Caracarai totalizando 82 casos. Os municipios que apresentaram o menor
numero de 6bitos infantis foram Sao Jodo da Baliza e Sao Luiz do Anaua, ambos com

15 ébitos.
MUNICIiPIO 2010 2011 2012 2013 2014 2015 TOTAL

Alto Alegre 04 09 19 43 28 25 128
Amajari 06 01 09 17 16 10 59

Boa Vista 72 64 90 76 93 78 473
Bonfim 06 03 01 06 05 08 29
Canta 03 03 06 04 09 09 34
Caracarai 02 04 23 20 16 17 82
Caroebe 02 02 01 02 02 04 13
Iracema 02 01 02 04 05 02 16
Mucajai 04 03 02 07 05 09 30
Normandia 08 03 03 07 07 04 32
Pacaraima 03 10 02 08 05 06 34
Rorainopolis 03 09 06 04 10 01 33
Sao Joao da Baliza 03 00 02 03 02 05 15
Sao Luiz 08 01 00 00 05 01 15
Uiramuta 00 12 09 08 17 12 58
Municipio ignorado 00 01 00 00 00 00 01

TOTAL 126 126 175 209 225 191 1052

Tabela 2. Mortalidade infantil no estado de Roraima no periodo de 2010 a 2015.
Fonte: DATASUS (2018)

Restringindo este resultado apenas as criangas indigenas (405 casos) ha uma
mudanca consideravel no cenario de ocorréncia de 6bitos quanto ao local de residéncia,
de forma que o municipio de Alto Alegre passa a ser o detentor do maior numero de
Obitos, 116 casos, seguido de Caracarai com 63 casos e do Uiramutd com 59 6bitos.
Os municipios de Sao Joao da Baliza e de Roraindpolis apresentaram o menor nUmero
de dbitos em criancas indigenas totalizando 02 casos e 01 caso, respectivamente.

No municipio de Alto Alegre o percentual de ébitos infantis na populacdo indigena
foi de 4,9%, levando em consideracao que o numero de nascimentos indigenas para
este municipio foi 2.736, enquanto os outros 14 municipios do estado apresentaram
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juntos um percentual de ébito infantil de 2,6% para 10.747 nascimentos.

Quando se estabelece uma comparacgéo entre indigenas e ndo indigenas com
relacdo ao numero de ébitos infantis, tem-se que no periodo de 2010 a 2015 houve
405 6bitos de criangas indigenas, 517 de criancas nao indigenas e 130 Obitos de
criangas com raca ignorada no sistema (Tabela 3).

RACA 2010 2011 2012 2013 2014 2015  Total
INDIGENA 31 35 67 110 88 74 405
NAO
INDIGENA 84 81 89 70 112 81 517
130
IGNORADA 11 10 19 29 25 36
TOTAL 126 126 175 209 225 191 1052

Tabela 3. Mortalidade infantil entre indigenas e nédo indigenas do Estado de Roraima no periodo
de 2010 a 2015.

Fonte: DATASUS (2018)

Quando o numero de nascidos vivos € levado em consideragcéo, no caso o de
indigenas 13.123 e o de n&o indigenas 50.350, tem-se que 3% das crianc¢as indigenas
foi a 6bito em Roraima, enquanto o percentual de ébitos de criangas ndo indigenas foi
de 1%. Resultado que merece ser discutido em um estado em que aproximadamente
9,5% da populacéo é indigena. Apesar disto, ao estabelecer uma comparacao entre
o percentual de 6bitos infantis em Roraima (3%) e os outros cinco estados da regiao
norte agrupados (3,59%), percebe-se que em Roraima o resultado foi discretamente
menor.

Um fator relevante que merece ser ressaltado é a causa da morte das criancas
menores de um ano em Roraima. De um total de 1.052 ébitos notificados no periodo do
estudo, todos foram classificados no sistema DATASUS como ocasionados por causas
qgue poderiam ser evitadas através de acoes de assisténcia a saltde como: imunizagao,
atenc&o a mulher no parto, adequada atencéo a mulher no parto, adequada atencéo
ao recém-nascido, diagnéstico e tratamento adequado e agdes de promocgao a saude.

Levando em consideracgao o critério raca (Tabela 4), percebe-se que dentre as
mortes infantis que ocorreram em Roraima no periodo entre 2010 e 2015, a totalidade
delas é claramente evitavel através de acoes muitas vezes simples, como a vacinagao,
a atencao ao parto e o controle nutricional. Convém ressaltar que este valor foi obtido
pela somatoria dos casos de mortalidade infantil entre indigenas (405), ndo indigenas
(517) e aqueles que constam como raga ignorada (130).

CAUSAS DO OBTO INDIGENAS  NAO INDIGENAS
Reduzivel por Imunizagéo 03 02
Reduzivel por Aten¢do a Mulher no Parto 23 138
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Reduzivel por Adequada Atengéo a Mulher no Parto 11 39

Reduzivel por Adequada Atencéo ao Recém-nascido 36 76

Reduzivel por Agdes de Diagnéstico e Tratamento
85 29

Adequado

Reduzivel por A¢des de Promocéo a Saude 167 33
Causas Mal Definidas 06 13
Causas Nao Claramente Evitaveis 74 187
TOTAL 405 517

Tabela 4. Principais causas de 6bito infantil em Roraima, por causas evitaveis, entre indigenas
e nao indigenas no periodo de 2010 a 2015.

Fonte: DATASUS (2018).

Dentre 0s 405 casos de mortes evitaveis entre as criancas indigenas de Roraima,
tem-se como principais causas: Pneumonia (68 casos), configurando assim casos que
poderiam ser evitados através de acdes de diagnostico e tratamento adequado, 107
casos de agressédo, 23 de doencas infecciosas intestinais, 19 de desnutricdo e 03
casos de sindrome de morte subita na infancia, estando estas quatro ultimas causas
relacionadas com a deficiéncia de acdes de promocéo a saude.

De acordo com o IBGE, a Taxa de Mortalidade Infantil (TMI) em Roraima é de
18,1 Obitos para cada 1.000 nascidos vivos (IBGE, 2015). Todavia, quando faz-se
uma analise comparativa desta taxa entre indigenas e nao indigenas os resultados
apontam uma significativa elevacao dentre a populagéo indigena (Tabela 5).

RACA 2010 2011 2012 2013 2014 2015
INDIGENA 19,60 18,36 27,92 43,51 40,45 29,21
NAO INDIGENA 9,50 9,10 10,7 8,50 13,96 9,94

Tabela 5. Taxa de mortalidade infantil entre criancas indigenas e nao indigenas do estado de
Roraima no periodo de 2010 a 2014.

Fonte: DATASUS (2018).

A média da TMI no periodo de 2010 a 2015 entre os ndo indigenas em Roraima
foi de 10,28 6bitos/1.000 nascidos vivos, enquanto entre os indigenas o resultado
foi aproximadamente o triplo, perfazendo um total de 29,84 Obitos por cada 1.000
nascidos vivos.

Por fim, ao realizar o teste qui-quadrado (nivel de significancia p<0,05) observou-
se que houve associacéo estatisticamente significante entre o desfecho mortalidade
infantil indigena e o local de residéncia, no caso o municipio de Alto Alegre (p<0,001).
E quando se avalia a relacao existente entre ser indigena e ter mais chances de vir a
Obito antes de completar um ano de idade comparando com crian¢as nao indigenas,
esta associagcdo também se mostrou estatisticamente significativa (p< 0,001).
Fortalecendo estes resultados, o calculo do Risco Relativo aponta que os indigenas
que residem em Alto Alegre, municipio com maior percentual de ébitos infantis no
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periodo estudado (116), tém 1,85 mais chances de morrer antes de completar um
ano de idade quando comparado aos outros 14 municipios do estado e ainda que ser
indigena em Roraima aumenta em 3,0 vezes esta possibilidade, corroborando assim
o resultado da TMI.

4 | DISCUSSAO

Com intuito de fortalecer a producdo de dados sobre a mortalidade infantil,
padronizou-se internacionalmente a Taxa de Mortalidade Infantil, sendo essa o
numero de Obitos de criangcas menores de um ano sobre 0 nUmero de nascidos vivos
(multiplicado por mil), indicando assim o risco de um recém-nascido evoluir para o 6bito
(UNITED NATIONS, 2000). A TMI é dividida em dois periodos distintos: o neonatal,
gue estima o risco de morte durante os primeiros 27 dias de vida e o pos-natal, o qual
corresponde ao 6bito ocorrente entre 28 dias até o final do primeiro ano de vida.

Com relagcéo a TMI dos estados que compdem a Amazédnia brasileira tem-se o
seguinte score: Maranhéo (36,5), Acre (28,9), Tocantins (25,6), Amazonas (25,1), Para
(23,0), Amapa (22,5), Rondbnia (22,4) e Roraima (18,1) a cada mil nascidos vivos
(IBGE, 2015). Observa-se desta forma que Roraima é o estado com a menor TMI da
Amazobnia e da regido norte do pais, contudo o contexto torna-se preocupante, haja
visto que os resultados evidenciam que os o6bitos infantis em Roraima entre 2010 e
2015 foram ocasionados por causas evitaveis.

Com o intuito de reduzir a TMI no Brasil, nas ultimas décadas varios programas
foram desenvolvidos pelo Ministério da Saude entre eles destacam-se: o Programa
de Imunizacéo (1975); o Programa de Incentivo ao Aleitamento Materno (1981); o
Programa de Assisténcia Integral a Saude da Mulher e da Crianga (1984); o Programa
de Reducao da Mortalidade Infantil (1995) e ainda o Programa de Agentes Comunitarios
de Saude (1991) e o Programa Saude da Familia (1994). Além dos programas ja citados,
foram ainda implementados o Pacto Nacional pela Redu¢éo da Mortalidade Infantil e
o Projeto Rede Cegonha (FRIAS; SZWARCWA; LIRA, 2011). Todavia, muitas vezes
essas estratégias de saude ndo conseguem alcancar as comunidades consideradas
distantes dos grandes centros urbanos.

Sabe-se que desde de 1980, a TMI no Brasil vem decrescendo, contudo, os
niveis atuais, ainda muito elevados, tornam a situacéo do pais preocupante a nivel
mundial. Entre os anos de 1990 e 2007 a reducé&o média foi de 4,8% ao ano (BRASIL,
2009). No ano de 2005, a média de mortalidade infantil no Brasil estava em torno de
25 mortes para cada mil nascidos vivos, ou seja, morriam anualmente mais de 76.000
criancas antes de completarem um ano de vida (DATASUS, 2016). Todavia, com o
avanco dos programas, no ano de 2013 evidenciou-se a reducéao da TMI no Brasil para
17 mortes por mil nascidos vivos (IBGE, 2013).

Conforme citado anteriormente, a principal preocupacao acerca da TMI de
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Roraima n&o é seu resultado em si, mas seus fatores geradores, na maioria evitaveis,
além da grande disparidade existente entre as popula¢des indigenas e nao indigenas,
haja visto que a TMI para nao indigenas foi de 10,28, enquanto para os indigenas foi
de 29,84, aproximadamente o triplo, resultado reiterado ainda através do célculo do
Risco Relativo que apontou que um indigena tem trés vezes mais chances de ir a 6bito
antes de completar um ano de idade do que um n&o indio.

A maior vulnerabilidade da populacdo indigena roraimense evidenciada
no presente trabalho € corroborada por outros autores que realizaram trabalhos
em estados distintos como Ferreira, Matsuo e Souza, em pesquisa realizada com
indigenas do Mato Grosso do Sul, quando afirmam que se a mortalidade infantil da
populacéao brasileira em geral é algo preocupante, e que no ambito das comunidades
indigenas isto se torna mais grave ainda, ja que as condi¢cbes desfavoraveis de saude
dos indigenas no Brasil sdo claramente observadas pela desigualdade nas taxas
de mortalidade entre esses povos e a populacdo em geral (FERREIRA; MATSUO;
SOUZA, 2012). Outros pesquisadores complementam ainda ressaltando que existem
muitas disparidades entre as taxas de mortalidade infantil ao se levar em consideracao
os diferentes espacos geograficos do Brasil, decorrentes possivelmente de distorcoes
na estrutura econdmica, educacional e social, como a concentracdo de renda
(RODRIGUES; COSTA; SILVA et al., 2013).

As populagdes indigenas do Brasil apresentam um complexo perfil de saude,
diretamente relacionado a processos histéricos, sociais, econOmicos e ambientais
atrelados a expanséo territorial e econémica da sociedade em diversas regides do
pais. Ao longo dos tempos, tais processos exerceram importante influéncia sobre os
determinantes e indicadores dos perfis de saude, quer seja através da introducéo de
novos agentes infecciosos, ocasionando graves epidemias ou da usurpacgéo de suas
terras, dificultando e muitas vezes inviabilizando a subsisténcia (SANTOS; COIMBRA,
2006).

Com relagéo as causas do Obito infantil indigena em Roraima, dos 1052 Obitos
ocorridos no periodo estudado, todos foram classificados pelo DATASUS como
relacionados a causas evitaveis, concordando assim com a pesquisa realizada por
Sousa e Nations, no Ceara, onde os gestores de saude apontam a pobreza, a falta de
agua tratada e a desnutricdo como fatores determinantes para o aumento das taxas
de mortalidade infantil, reconhecendo entéo, que este € um problema social associado
ao processo educativo (SOUZA; NATIONS, 2011). Ou seja, problema que poderia ser
evitado a partir da adocéo de politicas publicas de saude eficientes que levassem em
consideracgao as caracteristicas sociais, regionais, historicas e culturais da populagéo.

Dentre as principais causas de oObito infantil indigena em Roraima, configuram os
casos de Pneumonia (68 casos), corroborando os resultados produzidos a partir de
estudo realizado com populagdes indigenas do Mato Grosso do Sul, onde as principais
causas de 6bitos em criangcas menores de um ano foram as doencas do aparelho
respiratorio (27,8%), seguidas pelas doencas infecciosas e parasitarias (13,3%)
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(FERREIRA; MATSUO; SOUZA, 2012). Um outro estudo, realizado com indios
Guaranis, também apontou que a maioria das mortes de criangas com menos de cinco
anos de idade estava relacionada com a ocorréncia de Infec¢des Respiratorias Agudas
e que o tratamento adequado da pneumonia, bem como a vacinacao reduziram em
70% os 6bitos (CARDOSO; COIMBRA; BARRETO et al., 2011).

O baixo poder aquisitivo, bem como a falta de saneamento basico e condi¢coes
de higiene da populacdo estdo diretamente relacionados ao risco de morte para as
criancas menores de um ano (UNITED NATIONS, 2000). Neste contexto, as infeccoes
diarreicas e a desnutricdo configuram como importantes causas de mortalidade infantil
(CARDOSO; COIMBRA JR; BARRETO et al., 2011; TEIXEIRA, 2011).

A desnutricdo em criangas menores de cinco anos é considerada um grave
problema de saude publica em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento,
devido a sua elevada prevaléncia e impacto sobre a morbimortalidade infantil, com
prevaléncias que variam de 43 a 59% (UNICEF, 2013). Afeta de maneira direta o
desenvolvimento cognitivo, aumenta o risco de infec¢do, de ocorréncia de doencas
cronicas, sendo considerada fator subjacente em cerca de 45% das mortes em
menores de um ano de idade (SOUZA; BENICIO; CASTRO, 2012).

Tais afirmativas reforcam os resultados obtidos nesta pesquisa, onde 42 casos
de Obitos infantis em Roraima entre 2010 e 2015 estavam associados a doencas
infecciosas intestinais e/ou desnutricdo. Tal situacao torna-se ainda mais grave pela
deficiéncia de informacdes acerca da real situacao nutricional dos povos indigenas, uma
vez que, devido as transformagdes socioeconbémicas que atravessam, relacionadas
inclusive a garantia da posse da terra e seguranca alimentar, ha uma conjuntura de
fatores preditores para a instalacédo de quadros de ma-nutricao (DATASUS, 2016).

No tocante a desnutricdo, varios estudos defendem sua ocorréncia como uma
das mais relevantes causas de morte de criancas indigenas antes de completarem
um ano de idade, processo este que se inicia desde a desnutricao da méae durante
a gestacao, gerando assim um recém-nascido de baixo peso. Um estudo realizado
com indios amazoénicos observou a alta prevaléncia de desnutricao cronica, afetando
mais de um quarto da populacdo de criancas menores de cinco anos (LEITE;
SANTOS; COIMBRA JR, 2007). Um outro trabalho, realizado em uma comunidade
de indios Xavantes apontou que a frequéncia de casos de desnutricdo em criancas
era substancialmente alta quando comparada a populagédo brasileira ndo indigena,
demonstrando assim uma grande disparidade existente entre o perfil de saude de
indigenas e nao indigenas (FERREIRA; WELCH; SANTOS et al., 2012).

Ainda neste contexto, um estudo realizado com indios sateré-mawé aponta que
a precariedade da situacéo nutricional € um dos principais fatores relacionados a
mortalidade infantil, uma vez que a disponibilidade de peixes diminui a cada ano e
a comunidade nédo dispde de um substituto com o mesmo valor proteico, afetando
assim o estado nutricional das maes, o que influencia na saude dos filhos desde a
concepcao, acarretando possivelmente uma reducdo de seu peso ao nascimento e
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podendo continuar a afetar sua saude posteriormente, caso sejam alimentados com
leite pobre em proteinas nos primeiros meses de vida (TEIXEIRA, 2011).

Outra pesquisa realizada com populacées da Amazdnia ocidental verificou uma
alta prevaléncia de déficit de estatura entre criancas, principalmente entre aquelas
residentes na area rural e que possuiam ascendéncia indigena. Esses achados
ressaltam a relacdo entre o isolamento geografico, as desigualdades sociais, a
vulnerabilidade e a desnutricdo infantil (ARAUJO; OLIVEIRA; MUNIZ et al., 2016).

Percebe-se desta forma que a situagéo de Roraima em relacdo a desnutricao de
criancas indigenas é bastante semelhante a encontrada em outros estados do Brasil,
reforcando assim, a comprovacdo da existéncia de um quadro de negligéncia dos
direitos humanos basicos e a vulnerabilidade das popula¢des indigenas.

Além das infec¢Oes e da desnutricdo, um outro fator que deve ser considerado
como relevante causa de mortalidade infantil entre os indigenas € a violéncia, haja
visto que este estudo aponta que entre 2010 e 2015 um total de 107 criancas foram a
Obito por esta causa. Convém ressaltar que entre algumas etnias indigenas € comum
a pratica do infanticidio, dentre elas a Yanomami, uma das etnias que compde este
estudo. Neste caso, este alto indice de mortes por violéncia antes do primeiro ano de
vida pode estar associado a esta pratica. Em algumas tribos indigenas o infanticidio &
comum, aumentando assim a TMI. As vitimas costumam ser criangas com algum tipo
de deficiéncia fisica e/ou mental, gemelares, criangas nascidas sem o sexo desejado,
filhas de mae solteira ou vistas como portadoras de azar para a comunidade. As
razdes para a pratica do infanticidio sao diversas, podendo ser agrupadas em torno de
trés critérios “a incapacidade da mae em dedicar atencao e os cuidados necessarios
a mais de um filho; o fato do recém-nascido estar apto ou ndo a sobreviver naquele
ambiente fisico e sociocultural onde nasceu; e a preferéncia por um sexo (FEITOSA;
GARRAFA; CORNELLI, 2010; ROSA, 2014).

Da perspectiva indigena amazénica, a humanidade ndao € garantida pelo fato
de se nascer de uma mae humana. As mulheres podem ser fecundadas por animais,
espiritos e outras entidades ndo humanas que visam avancar os interesses da sua
espécie dominando seus competidores. Para algumas tribos, gémeos sao gerados
quando um espirito engravida uma mulher, ndo sendo desta maneira considerados
humanos (GRANERO; HAKANI, 2011). De acordo com os Kaxinaw, as mulheres
podem ser fecundadas por espiritos ao caminharem sozinhas na floresta ou a beira
do rio, ou ainda através da visita de espiritos durante o sono. Criangas que nascem
de tais unides sao suscetiveis a anomalias e deformidades, podendo ser classificadas
uma “crianga-espirito”, ndo devendo assim permanecerem vivas (LAGROU, 2007).

Outro resultado que merece ser discutido é a alta prevaléncia de Obitos infantis
no municipio de Alto Alegre, com um total de 116 Obitos no periodo estudado. Alto
Alegre é um municipio proximo a Boa Vista, situado a apenas 87 km de distancia da
capital do estado e possui aproximadamente 14.000 habitantes (IBGE, 2018). Este
resultado suscita alguns importantes questionamentos que merecem ser levantados:
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serd que as comunidades indigenas estdo tendo acesso aos servicos de saude?
Seré que a rede de saude esta realmente cumprindo seu papel neste municipio? Ou
ainda, sera que a comunicacao entre os profissionais de saude e os indigenas ocorre
de maneira adequada? Infelizmente, ndo é possivel afirmar, a partir deste estudo,
0 porqué deste cenario, nem tampouco apontar alguma causa especifica, todavia
estudos epidemiologicos analiticos devem ser realizados para fornecer mais resultados
que expliguem este quadro.

E sabido, no entanto, que essa realidade pode estar sendo construida a partir das
limitacdes dos Distritos em atender as demandas de saude da populagao indigena, ja
gue como a maioria das instituicbes de saude no pais, o DSEI Leste e 0 Yanomami
enfrentam dificuldades para atender os indigenas de maneira integral, principalmente
no que diz respeito a insuficiéncia de profissionais para as atividades de assisténcia,
atividades de supervisdo e educag¢do em servico. S&o relatadas ainda a insuficiéncia
no fornecimento de medicamentos e insumos basicos, falta de uma infraestrutura de
transportes, comunicacao e equipamentos para as unidades de saude (BRASIL, 2012;
BRASIL, 2016). Um outro fator que pode contribuir para a alta TMI € a estruturacéo
deficiente do trabalho na area indigena, onde a organizacao dos servigos, de modo
geral, é alicergcada principalmente no trabalho do agente indigena de saude, o qual
tem pouca capacidade para resolver os agravos (TEIXEIRA, 2011).

Além da ocorréncia de doencas, da desnutricdo e da violéncia, outros fatores
também sdo apontados como relacionados ao aumento da TMI. Segundo o IBGE
a educacao materna pode atuar também como um fator preditor para o risco de
mortalidade infantil (IBGE, 2016), sendo este fato consideravelmente aplicavel a
realidade indigena, onde a maioria da populagao tem baixa escolaridade.

Algumas pesquisas apontam ainda como um fator contribuinte para a mortalidade
infantil, uma grande falha no processo de comunicacgéo entre os profissionais de saude e
a comunidade, ja que muitos profissionais utilizam praticas impositivas e unidirecionais
gue nao contribuem para um processo de conscientizacao e educacao em saude, nao
se estabelecendo desta forma, um vinculo terapéutico entre o profissional de saude
e 0 usuario do sistema, ou seja as informagdes muitas vezes fundamentais para a
manuteng¢do da saude e qualidade de vida ndo chegam as comunidades, ou quando
chegam néo séo consideradas importantes (SOUSA, NATIONS, 2011).

Convém ressaltar que a principal limitacao do presente estudo e provavelmente
da maioria das pesquisas envolvendo indigenas é a precariedade e a fidedignidade das
informacgdes disponiveis, ja que embora os sistemas de saude oferecam estimativas
aceitaveis de indicadores de mortalidade para a populagéao em geral (indigenas e nao-
indigenas), esses resultados podem ter a qualidade duvidosa ou serem subestimados
no caso das populagdes indigenas isoladamente. Todavia, apesar das limitacdes, este
estudo € uma importante contribuicdo para a producéo de conhecimento e divulgacao
de dados acerca das condicoes de saude e de vida das populagdes indigenas
residentes em Roraima, haja visto a evidente escassez de informacdes sobre essas
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comunidades costumeiramente tdo negligenciadas.

51 CONCLUSAO

A Taxa de Mortalidade Infantil Indigena foi de 29,84, enquanto a da populacéo
nao indigena foi trés vezes menor (10,28). Logo, o Risco Relativo para o ébito infantil
indigena foi trés vezes maior que o relacionado as criancas ndo indigenas. A totalidade
dos casos de 6Obito foi por causas evitaveis.

Houve associacao estatisticamente significante entre o desfecho mortalidade
infantil indigena e o local de residéncia, no caso o municipio de Alto Alegre, apontando
que os indigenas que residem em Alto Alegre tém 1,85 mais chances de morrer antes
de completar um ano de idade quando comparado aos outros 14 municipios do estado.
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CAPITULO 14

O ALCOOL E SEUS EFEITOS NO SISTEMA NERVOSO

Aline Reis Silva
Universidade de Franca

Franca — SP
Amanda Augusto De Arruda
Universidade de Franca

Franca - SP

RESUMO:Atualmente o uso de alcool ocasiona
inmeros prejuizos ao organismo, em ambos
sexos, feminino e masculino, gerando efeitos
psicolégicos e fisicos, perante de efeitos téo
agravantes, os 6rgaos de saude mundial tém
se preocupado cada vez mais com as taxas de
alcoolismo no mundo e tentado abranger os
efeitos do alcool. O objetivo deste trabalho foi
abordar através de revisao de literatura sobre a
atuacao no organismo o efeito do alcool e suas
diferentes reacoes, principalmente no Sistema
Nervoso Central, sendo caracteristica o
aumento de sua concentracdo no sangue, seus
efeitos adversos que irdo diminuir a consciéncia,
memoéria e sensibilidade, prejudicando a
percepcao do individuo, devido a acdo dessa
droga sobre o sistema nervoso central pelo
alcoolismo, pde em risco a integridade fisica e
mental do individuo.

PALAVRAS-CHAVE: alcool, sistema, nervoso,
efeitos, metabolismo, crise, abstinéncia.

ABSTRACT: At present, the use of alcohol
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causes numerous damages to the body, in both
sexes, feminine and masculine, generating
psychological and physical effects, in the face
of such aggravating effects, the world health
agencies have been increasingly concerned
with the alcoholism rates in the world and
The effects of alcohol. The objective of this
study was to review the effect of alcohol and
its different reactions, especially in the Central
Nervous System, by means of a review of
the literature on the action in the organism,
being characterized by the increase of its
concentration in the blood, its adverse effects
that will decrease consciousness, Memory and
sensibility, impairing the individual’s perception,
due to the action of this drug on the central
nervous system by alcoholism, endangers the
individual’s physical and mental integrity
KEYWORDS: alcohol, nervous, system, effects,
metabolism, abstinence, crisis.

11 INTRODUCAO

No Brasil, o consumo de alcool é cada
vez maior. Em 1996, a populacdo brasileira
consumiu 5,51 litros de alcool puro per capita,
considerando apenas as pessoas com mais
de 15 anos de idade. Entre 1970 e 1996, o
consumo do alcool cresceu 74,53%. (1.)

A maioria dos bares em todo mundo

Capitulo 14




atualmente armazena uma ampla variedade de bebidas alcodlicas com diferentes
concentragdes de alcool etilico (C,H,OH). Os tipos principais, seu teor alcodlico e
método de producao aparecem no Quadro a seguir: (2.)

G Exemplo de bebidas | Teor de alcool -
rupo .. o Producéo
especificas % v/v
Lager (leve) 3-6
Cervejas Ales (clara) 3-6 Mosto de cerveja fermentado por
levedura com lUpulo como aromatizante
Stout (preta forte) 4-8
N&o efervescente: ~
} . Fermentacdo de uvas esmagadas ou de
Tinto, branco e rosé
suco de uvas
. 8-14
Vinhos de mesa .
Efervescente: ~ ~
Segunda fermentacao com retencao de
Champanha 12 o
diéxido de carbono
Vinhos de Vinhos comuns a que se acrescentaria
sobremesa e Xerez, Porto, Madeira, 15-20 conhaque ou alto teor alcodlico e
coquetéis Vermute extratos de plantas como aromatizantes
Conhaque 40 Destilagéo direta de uvas amassadas
fermentadas
Uisque 37-40 Duplas destilacéo de cevada ou milho
amassados
Bebidas —
Destilados Rum 40 Destilagdo de melacgo fermentado
Destilado sem sabor, aromatizado
Gim 37-40 mediante segunda destilacdo com bagas
de morango etc.
Vodca 37-50 Destilagdo de cereais
Licores Benedictine, Chartreine, 20-55 Bebidas neutras com aromatizantes
Quisrche

Quadro (1). Producéo e contetdo de bebidas alcodlicas. (2.)

A principal razdo do alcool é o seu efeito no sistema nervoso central. Uma
dose pequena ja pode estimular o organismo, assim seus efeitos causam alteracées
comportamentais como; os introvertidos se tornam mais extrovertidos, as pessoas
podem se tornar mais seguras de si mesmas e até agressivas; assim, o efeito
estimulante do alcool é resultado de desinibicéo e ansiedade. (2.)

Contudo é necessario lembrar que o consumo moderado de alcool (abaixo de
60g por dia para adultos do sexo masculino) néo é prejudicial e pode ser benéfico,
sendo que, 0 uso moderado pode esta associado a uma menor incidéncia de doencas
coronariana. (3.)
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Concentracéao de alcool
no sangue (CAS) (g
/100 ml de sangue)

Estagio

Sintomas clinicos

0.01 - 0.05

Subclinico

- Comportamento normal

0.03-0.12

Euforia

- Euforia leve, sociabilidade, individuo torna-
se mais falante

- Aumento da autoconfianga desinibicéo,
diminuic&do da atencéo, capacidade de
julgamento e controle

Inicio do prejuizo sensoério-motor

0.09 - 0.25

Excitacao

- Instabilidade e prejuizo do julgamento e da
critica

- Prejuizo da percepcao, memoéria e
compreensao

- Diminuic&o da resposta sensitiva e retardo
da resposta reativa

- Diminuic&o da acuidade visual e viséo
periférica

- Incoordenacéao sensitivo-motora, prejuizo
do equilibrio

- Sonoléncia

0.18-0.30

Confuséao

- Desorientacao, confusdo mental e
adormecimento

- Estados emocionais exagerados

- Prejuizo da visédo e da percepcéo da cor,
forma, mobilidade e dimensbes

- Aumento da sensacao de dor

- Incoordenacgédo motora

- Piora da incoordenacao motora, fala
arrastada

- Apatia e letargia

0.25-0.40

Estupor

- Inércia generalizada

- Prejuizo das fun¢des motoras

- Diminuic&o importante da resposta aos
estimulos

- Importante incoordenag¢do motora

- Incapacidade de deambular ou coordenar
0S movimentos

- Vémitos e incontinéncia prejuizo da
consciéncia, sonoléncia ou estupor

0.35-0.50

Coma

- Inconsciéncia

- Reflexos diminuidos ou abolidos

- Temperatura corporal abaixo do normal
- Incontinéncia

- Prejuizo da respiracao e circulagéo
sanguinea

- Possibilidade de morte

0.45 +

Morte

- Morte por bloqueio respiratério central

Tabela (2) - Estagios da intoxicacao pelo alcool. (4.)

Os efeitos do alcool podem ser considerados bifasicos, pois ele afeta diferentes

sistemas de neurotransmissao do Sistema Nervoso Central (SNC) de maneira dose

dependente, como por exemplo, se administrado em altas doses, ou no inicio de sua

administracdo, ele causa efeitos estimulantes do SNC ja em baixas doses ele causa
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efeitos depressores. (3.)

De modo geral, o abuso deste pode gerar a sua dependéncia, conhecida
como alcoolismo. Segunda a Organizacao Mundial da Saude (OMS), a sindrome de
dependéncia do alcool pode ser definida como: “Um conjunto de fenémenos fisiolégicos,
comportamentais e cognitivos, no qual o uso da substancia alcanca uma prioridade
muito maior para um determinado individuo que outros comportamentos que antes
tinham mais valor. Uma caracteristica descritiva central da sindrome de dependéncia
é o desejo (frequentemente forte, algumas vezes irresistivel) de consumir o alcool.
Pode haver evidéncias que o retorno ao uso desta substancia apos um periodo de
abstinéncia leva a um reaparecimento mais rapido de outros aspectos da sindrome do
que ocorre com individuo ndo dependente.” (5.)

O alcoolismo é a intoxicagao, aguda ou crénica, provocada pelo consumo abusivo
de bebidas alcodlica se constitui um problema médico quando modifica ou pde em
risco a integridade fisica e mental do individuo. (6.)

As causas do alcoolismo podem ser didaticamente divididas em: (a) Ocasionais:
quando o consumo ocorre devido o ambiente externo; (b) Secundarias: quando ocorre
por consequéncia de um transtorno mental; (c) Psicopatica- devido as caracteristicas
congénitas, que facilita o vicio e (d) conflitos neuroticos- tragcos da personalidade
condicionam a fixacao do habito. (7.)

A Organizag¢ao Mundial da Saude (OMS) n&o vé o consumo do alcool em si como
um problema, mas considera que 0 uso excessivo e a falta de controle em certas
situacbes podem se transformar em ameaca. Um total de 3,3 milhbes de pessoas
morrem todos 0s anos pelas consequéncias da bebida, equivalente a 5,9% de todas
as mortes no mundo. No grupo das pessoas entre 20 e 39 anos, 25% das mortes tém
uma relagéo direta com o alcool. O levantamento da OMS também constatou que o
alcool pode causar mais de 200 doengas, incluindo mentais. Assim, os governos tém a
responsabilidade de formular, implementar, monitorar e avaliar politicas publicas para
reduzir o uso excessivo do alcool, sugere-se regular o marketing de bebidas, o acesso
a compra e elevar impostos. (8.)

2| OBJETIVO E METODOLOGIA

Para a elaboracao deste artigo foi realizada revisao de literatura cientifica sobre
a fisiologia do corpo humano e sobre a influéncia do alcool no organismo humano, a
pesquisa dos artigos foi realizada no periodo de abril de 2017 a agosto de 2017, no
portal de Periédicos Capes, Pub Med, CISA (Centro de Informacdes sobre saude e
Alcool), Google Académico e Scielo.

Durante a pesquisa optou-se preferencialmente por artigos recentes que foram
publicados apds 2010, no entanto, foram encontrados artigos com conteudo relevante
publicados anteriormente a essa data e que sao mencionados nesse trabalho.

Palavras-chave: alcool, sistema, nervoso, efeitos, metabolismo, crise, abstinéncia.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 O metabolismo do alcool

O alcool por ser uma molécula simples ela quando entra no organismo logo se
espalha facilmente através do transporte pela membrana, como consequéncia disso
ele alastrar-se rapidamente pelo sangue e sistemas. (9.)

Em um estbmago vazio, a concentracéo de alcool no sangue atinge seu pico
uma hora apos a ingestao e depois declina de forma mais ou menos constante nas
proximas quatro horas. O alcool € removido do sangue em uma taxa de 3,3 mmol/
hora (15 mg/100 mi/hora), mas tal valor tem variante pessoal, de ocasiao e quantidade
consumido, em diferentes ocasides de consumo e com o montante consumido, exigindo
um enorme esforco metabdlico nesse processo. (9.)

A maior parte do alcool ingerido € metabolizado no figado pela acdo da enzima
alcool desidrogenase (ADH). Esta enzima converte o alcool em acetaldeido, que é toxico
para o organismo. A enzima aldeido desidrogenase (ALDH), por sua vez, converte o
acetaldeido em acetato. A maior parte do acetato produzido, atinge outras partes do
organismo pela corrente sanguinea onde participa de outros ciclos metabdlicos. Por
meio dessa via, a maior parte do alcool ingerido € metabolizada no figado, onde o
etanol sofre a acdo da enzima alcool desidrogenase, mais precisamente da classe 1
de ADH, a mais abundante nas células hepaticas, convertendo-o em acetaldeido, esta
substancia por sua vez caracteriza-se pelo carater toxicolégico acentuado mesmo
quando sintetizada em pequenas quantidades. Quando convertida em acetaldeido, o
mesmo sofre a acdo de outra enzima denominada aldeido desidrogenase que possui
grande afinidade pelo toxico acetaldeido (responsavel por promover ao organismo
quadros de nauseas e vomitos) e ira transforméa-lo em acetato, este que foi formado
no figado destina-se a corrente sanguinea onde sera captado e utilizado em outros
tecidos, como por exemplo: coracdo e musculo esquelético onde sera transformado
em acetil CoA pela enzima acetil CoA sintase, entrando no Ciclo de Krebs com o
objetivo de formar ATP entre outros produtos. (10.)

Assim que é ingerido, o alcool inicia seu trajeto dentro do organismo. Desde a
ingestao até sua completa absorcao estima-se em média 1 hora. O tempo de absorcéo
do alcool dependera de uma série de fatores, entre eles, temperatura, presenca de
CO,, a presenca de alimento no estomago, o tipo de alimento ingerido antes de beber
e a velocidade com que a pessoa 0 consumiu, (essa € uma das razdes pelas quais se
recomenda estar bem alimentado antes de beber. A presenga de alimentos no sistema
digestivo torna a absorc¢ao do alcool moderadamente mais lenta, ja que este ndo € o
unico elemento a ser digerido). (10.)

Cerca de 0-5% do etanol € absorvido pela mucosa gastrica o restante é absorvido
pela mucosa da boca, es6fago e intestino grosso, sendo a maior parte, 75% do alcool
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€ absorvido pelo intestino delgado. O alcool é transportado pelo sangue para todos os
tecidos que contém agua. A maior concentracéo de alcool encontra-se no cérebro, no
figado, no coracédo, nos rins e nos musculos. (10.)

Cerca de 90% a 95% do alcool ingerido € metabolizado no figado por enzimas,
sendo o restante da porcentagem os outros 10% se destinardo aos diversos tecidos
do corpo humano caso o alcool tenha sido 90% metabolizado no figado. Caso seu
metabolismo no 6rgdo seja menor aproximadamente de 80%, os 10% restantes sé&o
destinados aos tecidos enquanto que os outros 10% dele sera expelido pela respiracéo
ou excretado na urina. Um figado saudavel € capaz de metabolizar o alcool a uma taxa
de 15mg/100ml de sangue a cada uma hora. As enzimas do figado dividem o alcool
em varias substancias destacando-se como as mais importantes a acetaldeido e o
acido acético. (11.)

As enzimas que auxiliam nesse processo sao a alcool-desidrogenase (ADH),
que catalisa a oxidagao a acetaldeido; a CYP2E1, principal componente do sistema
microssomal hepatico de oxidacdo do etanol (MEOS); e a catalase, localizada nos
peroxissomas dos hepatdcitos, responsavel por apenas cerca de 10% da oxidacéo.
Esta via metabdlica remete a utilizacdo das enzimas do grupo citocromo P450, mais
especialmente a enzima CYP2E1 responsavel por uma maior metabolizagéo do etanol
quando ingerido de forma exagerada do que moderadamente. O fato de o individuo
desenvolver um quadro de alcoolismo leva ao aumento da produgdo de CYP2E1
em até dez vezes, além de criar uma maior resisténcia fisioldgica ao alcool e maior
producéo de radicais livres, 0 que pode causar consequentemente um alto estresse
oxidativo no figado levando a adquirir lesdes e inchacos. (12.)

Alcool
desidrogenase

! ]
Etanol Acetaldeido - Acetato
H;C-CH,-OH ~ ) g
- - Catalase H;C-CH=0 Aldeid H,C-COO

~ A

(peroxissomos) desidrogenase

(mitocdndria)

P4502E1
(microssomos)

Bl

Fonte: http://www.cisa.org.br/artigo/5536/metabolismo-alcool.php

Quando o alcool é consumido, ele entra na corrente sanguinea fazendo com
que a hipdfise bloqueie a producéo da vasopressina - também conhecida como
horménio antidiurético (ADH), responsavel pela conservacdo da agua pelos rins.
Esse efeito entra em pratica através das percepcdes relativas ao plasma sanguineo
por receptores osmoéticos localizados no hipotalamo. Quando ha um aumento na
concentracao do plasma os osmorreguladores estimulam a producao de ADH. Tendo
alcancado o sangue, o horménio atua sobre os tubulos distais e sobre os tubulos
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coletores do néfron, tornando as células destes mais permeaveis a agua (13.). Através
desse mecanismo, ocorre uma absor¢cdo maior do H20 e a urina, consequentemente,
torna-se mais concentrada. Quando a concentracéo do plasma é baixa ha inibicdo da
producao do ADH e, por conseguinte, uma menor absor¢ao da agua nos tubulos distais
e coletores, possibilitando maior excrecao de H20, o que torna a urina mais diluida.
O alcool aumenta a diurese, suprimindo a producdo de ADH. O acetaldeido inibe o
hormonio antidiurético, o que faz a pessoa urinar mais e, por isso, perder liquido. (14.)

Imediatamente apdés a absorcéo e distribuicdo do alcool, iniciam-se a sua
destruicao e eliminacdo. Os rins eliminam 5% do alcool através da urina, os pulmbes
exalam 5% do alcool, de forma inalterada, e o restante sofre oxidagao, pois o figado
guebra quimicamente o alcool restante em acido acético. (15.)

3.2 Efeitos do alcool no sistema nervoso central

Os efeitos do alcool podem ser decorentes da potencializagédo da transmisséo
GABAérgica, mediada pelos receptores GABA, (atraves de um sitio de ligagéo para
etanol no complexo- receptor GABA, ); pela inibigdo da transmigéo glutamatérgica
mediada pelos receptores NMDA e AMPA; pelo aumento da liberagcao de dopamina,
serotonina e peptideos opidides na via mesolimbica. Todos esses neurotransmissores
parecem ter um papel importante nos efeitos do etanol, uma vez que sua manipulacéo
altera de maneira marcante os efeitos comportamentais induzidos pelo alcool. (16.)

A toleréncia e a dependéncia de etanol estdo associadas a altera¢des na funcéo
dos receptores GABA,. A administracdo cronica de etanol atenua a potencializagao
mediada pelo etanol do influxo de CI induzido pelo GABA no cortex cerebral e
cerebelo. Ocorre tolerancia aguda ao etanol sem alteragcdo no numero de receptores
GABA,, entretanto, a exposigéo cronica ao etanol altera a expresséo das subunidades
dos receptores GABA, no cortex e no cerebelo. As alteragbes na composi¢do de
subunidades dos receptores GABA, podem ser responsaveis pelas mudancas da
funcao do receptor associadas ao uso crénico de etanol. Outros mecanismos sugeridos
para o desenvolvimento de tolerancia ao etanol incluem modificacées pds-traducéo
dos receptores GABA, ou alteragbes nos sistemas de segundos mensageiros. A supra
regulacao da expressao dos receptores NMDA que ocorre com o consumo prolongado
de etanol pode responder pela hiperexcitabilidade associada a abstinéncia do etanol.
(17.)

Transtorno Amnésico Alcodlico e Sindrome de Wernicke-Korsakoff: O uso de
alcool pode produzir danos detectaveis a memdria apés apenas algumas doses e
a medida que o consumo aumenta, também aumentam os danos ao cérebro. Altas
quantidades de alcool, especialmente quando consumidas de maneira rapida e com
o estbmago vazio, podem produzir um “branco” ou um intervalo de tempo no qual o
individuo intoxicado ndo consegue recordar detalhes de eventos ou até mesmo eventos
inteiros. Sugerem-se que as mulheres sao mais susceptiveis do que os homens para
vivenciar esses efeitos adversos sob mesmas doses de alcool e essa acao parece
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estar relacionada as diferencas orgéanicas existentes entre homens e mulheres no
metabolismo dessa substancia. (18.)

A sindrome de Wernicke-Korsakoff refere-se a uma gama de sinais e sintomas
neuropsiquiatricos que resultam de uma deficiéncia nutricional em tiamina (vitamina
B1) que possui um papel central no catabolismo de hidratos de carbono e formacao de
neurotransmissores (19.). No principio surge, a encefalopatia de Wernicke; que esta
relacionado a fase aguda da sindrome, caracterizada pelo estado de perturbacéo aguda
e flutuante da ateng¢do e do correto processamento dos estimulos originados do meio
externo; oftalmoparésia (paralisia de um ou mais musculos extraoculares), e perda da
coordenacao motora. Com a progressao do processo patoldgico, a encefalopatia pode
progredir para um quadro cronico — sindrome de Korsakoff — marcado por uma amnésia
anteroégrada; que é aincapacidade de formar novas memorias, e confabulacéo; produtos
falsos da memodria. Se a identificacéo e abordagem terapéutica desta sindrome forem
tardias poderao surgir estupor, coma e, eventualmente, a morte. (20.)

Nos pacientes dependentes de alcool a deficiéncia de tiamina (DT) é comum e
se deve a diversos fatores como: deficiéncia na ingestao; diminuicao da conversao de
tiamina em forma ativa; diminuicdo da capacidade de estoque hepatico; inibicdo do
transporte intestinal na presenca de alcool no lumen intestinal proximal; prejuizo na
absorcéo de tiamina decorrente de alteracdes nutricionais no dependente de alcool.
(21.)

3.3 Sindrome de abstinéncia do alcool

A sindrome de abstinéncia alcodlica pode-se caracterizar por uma alteracéo fisica
e comportamental, com prejuizo cognitivo e fisioldgico. O individuo em abstinéncia
sente necessidade premente de consumir o alcool, com intuito de reduzir os sintomas
pela sua falta. Uma das discutidas, por sua condicéo clinica de gravidade, € a sindrome
de abstinéncia alcodlica (SAA). (22.)

A fisiopatologia n&o é totalmente conhecida, mas sabe-se que ela é dependente
de neurotransmissores ligados ao uso continuo de alcool. A ingestdo aguda de alcool
leva inicialmente a uma liberacéo de opioides endodgenos causando euforia e reforco
para o uso continuo. Posteriormente ha ativacdo dos receptores inibitérios GABA tipo
A, que causam efeitos sedativos, ansioliticos e alteradores da coordenacgao e inibicao
dos receptores excitatorios glutamato tipo NMDA (N-metil-D-aspartato), causando
mais sedacéo, intoxicacéo e disturbios cognitivos. Em longo prazo, o uso crénico do
alcool altera o numero e a fungao dos receptores como uma resposta compensatoéria
aos efeitos depressivos do alcool. Assim, ha uma diminuicdo nos receptores GABA
tipo A e um aumento nos receptores glutamato tipo NMDA. Tal adaptacao crénica na
auséncia aguda do alcool leva ao estado de hiper excitagcao da sindrome de abstinéncia
alcodlica. A sindrome ainda esta associada a alteracdo nos niveis de liberacdo de
noradrenalina e dopamina. A hiper estimulacdo adrenérgica deve-se a uma reducéo
da atividade de adrenorreceptores inibitorios pré-sinapticos do subtipo, um fenémeno

Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes 3 Capitulo 14



conhecido como down-regulation (23.).

A hiperatividade de receptores NMDA (N-mMetil-D-aspartato) também esta
relacionada ao aumento da liberagcdo noradrenérgica no locus ceruleus, observada
ap6s a retirada do alcool. Assim, algumas reacbes que podem ocorrer incluem
taquicardia, hipertensdao, nauseas, vomitos, midriase, sudorese, febre, tremores
nas maos e aumento da sensibilidade a estimulos sonoros e visuais, que em casos
mais graves, delirios e alucinacdes. Esses sintomas ndo ocorrem na maior parte da
populacéo que bebe alcool ocasionalmente, pois é necessario manter niveis séricos
de alcool aumentados para ocorrer a abstinéncia com duas semanas apés a retirada
do alcool. (24.)

Geralmente ela pode ser dividida em dois niveis: SAA Nivel | e SAA Nivel
Il, havendo uma series que fatores que se divergem em relacdo a SAA sendo que
pode ocorrer com a retirada total ou parcial da dose cotidiana; tais como, variabilidade
genética, dose de tolerancia, estado psiquico e emocional, o género, padrées de
consumo e fatores socioeconémicos, fazendo com que se diferencie os sinais e
sintomas e a gravidade do individuo. (23.)

Sindrome Achados Tempo_de
aparecimento
Sintomas Tremores, ansiedade, cefaleia,
: L 6 a 36 horas
menores anorexia, palpitacdes
Crises _ (’3r|_se genera’llzada's,,ern geral 6 a 48 horas
convulsivas Unicas ou até 6 episédios
Visuais ou auditivas,
Alucinose mas senso de orientacao 12 a 48 horas
preservado
L Delirium, agitacéo, taquicardia,
Delirium febre, diaforese, crise 48 a 96 horas
Tremens . .
hipertensiva

Quadro3. Manifestacdes da sindrome de abstinéncia alcodlica. (23.)

A SSA |, trata-se de uma versdo leve da Sindrome de Abstinéncia do Alcool
que se caracteriza por o individuo estar orientado no tempo e no espaco, ha o juizo
critico da realidade preservado, a ansiedade € leve, presenca de agitagcao psicomotora
discreta, os tremores sao finos de extremidades com sudorese discreta, nauseas sem
vomitos porem sem complicagdes clinicas ou psiquiatricas. (25.)

Na SSA I, a principal caracteristica € o Delirium Tremens, um estado mais grave
e potencialmente letal se comparado a SSA Il, pois ja ha o rebaixamento do nivel
de consciéncia, forte desorientacdo do tempo — espago, comprometimento do juizo
critico da realidade (concepcéo delirante), alucinagdes auditivas, visuais e tateis, a
ansiedade €& mais intensa com agitacéo psicomotora grave, tremores grosseiros das
extremidades, sudorese profusa, presenca de vomitos podendo haver complicacées
clinicas ou neurolbgicas. (26.)
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Delirium Tremens (DT) é um estado de confuséo breve, mas com risco de vida.
E geralmente decorréncia de uma abstinéncia absoluta ou relativa de &lcool em
usuarios gravemente dependentes, com uma longa historia de uso. O inicio ocorre
apo6s abstinéncia de alcool porem pode ocorrer durante um episdédio de consumo
excessivo de bebidas alcoodlicas. Os classicos sintomas abrangem obnubilacdo de
consciéncia, representando o primeiro grau da confusdo mental ou pode constituir a
fase inicial da instalacao do coma, confusao, alucinacgdes e ilusdes vividas, afetando
qualquer modalidade sensorial e € marcado pelos tremores, delirios, agitacao, insénia
ou inversao do ciclo do sono e hiperatividade autondmica estdo também usualmente
presentes. (27.)

41 CONSIDERACOES FINAIS

O consumo de alcool na sociedade € crescente, e o0 alcoolismo € um grande
problema de saude publica, onde 5,7% dos brasileiros sdo dependentes de bebidas
alcodlicas ou outras drogas, indice que representa mais de 8 milhées de pessoas. (28.)

Como citado anteriormente os danos do alcool ao cérebro, como: dificuldades em
andar, visao borrada, fala arrastada, tempo de resposta retardado e danos a memodria.
De maneira clara, o alcool afeta o cérebro. Uma série de fatores podem influenciar
0 como e o quanto o alcool afeta o cérebro, a saber: (a) Quantidade e frequéncia de
consumo de alcool; (b) Idade de inicio e o tempo de consumo de alcool; (c) Idade do
individuo, nivel de educacao, género sexual, aspectos genéticos e historico familiar
de alcoolismo; (d) Risco existente de exposicdo pré-natal ao alcool; e (e) Condicoes
gerais de saude do individuo. (29.)

Recentemente com os avancos dos meios de comunicag¢ao, a midia tem difundido
a ideia de que o consumo do alcool oferece riscos minimos ao organismo, ofertando
cada vez mais diferentes tipos de bebidas, e personificando-a como algo que deve
estar presente no convivio social das pessoas, nos momentos de lazer, ou até mesmo
a ser utilizado para relaxamento do estresse do dia-a-dia. Diante dessa questao,
diversas organizacdes sem fins lucrativos, estabelecimentos académicos, e o governo
vem tentando conscientizar a populacéo de diversas faixas etarias, dos maleficios que
0 uso do alcool pode trazer tanto na parte fisica como mental, e como ele ja se tornou
um problema de saude publica e que deveria ser tratado de forma mais afunda.

51 CONCLUSAO

Diante dos dados apresentados nesse trabalho foi possivel concluir que o alcool
possui um efeito devastador no organismo, causando inumeros danos a saude.
Quando avaliamos o efeito do alcool no organismo podemos observar que ele causa
diversos efeitos no organismo, porem seu principal sitio de acdo sendo o sistema
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nervoso central, no qual causa danos irreversiveis.

Pela faixa etaria de consumo estar cada vez mais diminuindo, sendo antagonista
do desenvolvimento adequado do organismo, percebe-se que 0s jovens adquirem
precocemente doencas relacionadas ao consumo, tal como retardo mental, dificuldade
de aprendizagem, falta de sensibilidade na coordenac¢ao motora, tornando-se algo que
nédo pode ser revertido.
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RESUMO: A malaria é uma doenca tropical
causada por protozoarios do género
Plasmodium. A Amazénia brasileira é a area
com o maior risco de transmissao da malaria
no pais, O objetivo desse trabalho foi tracar
o perfil epidemiolégico dos pacientes com
malaria no periodo de 2010 a 2015, no
municipio de Maraba-PA. Foram utilizados
dados secundarios, do Sivep-malaria da SMS
do municipio. As variaveis analisadas foram:
incidéncia, casos autoctones ou importados,
género, espécie do parasito causador, infeccao
durante a gravidez e indice parasitario anual.
Para anélise dos dados utilizou-se o teste do
qui-quadrado, no programa Biostat 5.0. O indice
parasitario anual (IPA) de casos de malaria em
Maraba em 2010 foi de 3,7, seguido pelo ano de
2011 com 2,7, a partir do ano de 2012 o IPA cai
drasticamente para 0,68, seguido pelos anos
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2013, 2014 e 2015, que apresentaram um IPA
de 0,1, 0,07 e 0,01 respectivamente. A origem
da contaminacédo revelou que 51% dos casos
no periodo estudado foram de origem importada
e 49% autoctones, ndo havendo uma diferenca
estatistica significativa entre os anos. O sexo
masculino foi 0 mais acometido pela doenca
(67%). A espécie parasitaria mais comum foi o
Plasmodium vivax. Os casos de malaria estéo
sofrendo uma reducédo ao longo dos anos,
e isso se deve a diversos fatores, como um
melhor acesso ao diagnostico e tratamento da
doenca, ao combate dos vetores, e ao trabalho
constante da vigilancia epidemiolégica, apesar
da subnotificac&o ainda ser um grande problema
na mensuragcado dos numerous reais de casos.
PALAVRAS-CHAVE: Maléaria; Plasmodium;
Epidemiologia

ABSTRACT: Malaria is a tropical disease
caused by protozoa of the genus Plasmodium
(Aconoidasida: Haemosporida: Plasmodiidae).
The Brazilian Amazon is the area with the highest
risk of malaria transmission in the country. The
aim of this study was to trace the epidemiological
profile of malaria patients between 2010 and
2015, in the Municipality of Maraba, State
of Para, North Brazil. Secondary data were
used, of Sivep-malaria of the Municipal Health
Department of the municipality. The variables
analyzed were the incidence native or imported
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cases, genus, species of the causative parasite infection during pregnancy and parasitic
annual index. Data analysis used the Chi-Square Test, the Biostat 5.0. The annual
parasitic index (IPA) of malaria cases in Maraba in 2010 was 3.7, followed by the year
of 2011 with 2.7, from the year 2012 the IPA drops sharply to 0.68, followed by the
years 2013, 2014 and 2015, which presented an IPA of 0.1, 0.07 and 0.01 respectively.
Data on the contamination site revealed that 51% of the cases in the period studied
were of imported origin and 49% were native, and there was no significant statistical
difference between the years. Males were the most affected by the disease (67%). The
most common parasitic species was Plasmodium vivax. Malaria cases are suffering
a reduction over the years, and this is due to several factors, such as better access
to the diagnosis and treatment of the disease, to the control of the vectors, and to the
constant work of epidemiological surveillance, although underreporting is still a great
problem in the measurement of the actual numbers of cases.

KEYWORDS: Malaria; Plasmodium; Epidemiology; Environmental health.

11 INTRODUCAO

A maléria é relatada como a doenca de febres intermitentes desde a antiguidade.
No Império Romano, as febres intermitentes eram tdo comuns que uma das xinga¢des
era “Quartana te teneart” (Que a quarta te pegue). O nome malaria vem de ‘mal’aire’,
que significa ‘mau ar’, isso se deve ao fato que as pessoas acreditavam que a doenca
vinha de emanacdes dos pantanos fétidos, e por isso, ela também é conhecida pelos
nomes paludismo e febre palustre. Ela € conhecida mundialmente como uma das mais
graves doencgas parasitarias no mundo, devido as inUmeras mortes que provoca por
causade suagravidade (Braz,2013 etal., Parize etal., 2012). Causada por protozoarios,
a malaria é transmitida para o homem através da picada da fémea do mosquito
infectado. No Brasil, ela é transmitida por trés espécies parasitarias: O Plasmodium
vivax, Plasmodium falciparum e Plasmodium malariae. O P. Vivax é responsavel pela
maioria dos casos de infec¢des da doenca no pais (Brasil, 2013). Além da transmisséo
através da picada da fémea do mosquito, a doenga também pode ser transmitida
por outros meios menos comuns, como em acidentes laboratoriais, compartilhamento
de agulhas ou seringas contaminadas, transfusdes sanguineas e por via congénita
(Ferreira et al., 2012). Nesse contexto de transmissao por meios menos comuns, a
malaria por via congénita aumenta os riscos da doenca para a mae e para a crianga,
podendo causar aborto esponténeo, natimortalidade, prematuridade e baixo peso
ao nascer. Sendo a doenca responsavel por uma importante causa de mortalidade
infantil. A endemicidade da regido onde a mulher gravida reside esta diretamente
associada ao efeito que a doencga exerce sobre a gravida e o feto ou o recém-nascido
(Alves et al., 1995; Chagas et al., 2009). A malaria tem sua incidéncia associada a
interacdo de diversos fatores, como o uso da terra, as transformacdes causadas pela
acao do homem, fatores biol6gicos, ambientais, sociais, politicos, e todos eles devem
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ser estudados, para poder criar medidas de prevencéo e adeséo ao tratamento. Para
gue seja feito um efetivo controle da malaria, € necesséario que além da identificacéo
e intervencéao dos fatores determinantes, haja também o conhecimento das variacbes
sazonais, ciclicas e historicas da doenca em cada local (Braz et al., 2013).

A malaria € uma doenca presente nas regides tropicais e subtropicais do planeta,
afetando quase 50% da populacéo, presente em mais de 109 paises e territorios
e, anualmente, resulta na perda de inumeras vidas (Parise et al.,, 2012) A Africa
Subsaariana responde por 90% de todos 0s casos e 6bitos por malaria no mundo. O
numero de casos de malaria no mundo no ano 2000 foram de 262 milhdes de casos
(intervalo entre 205 a 316 milhdes), e de 839 mil mortes, no ano 2015 foram 214
milhdes de casos (intervalo entre 149 a 303 milhdes) e 438 mil mortes (Parise et al.,
2012; WHO, 2015).

No Brasil, a quantidade de casos registrados de malaria ainda é alto, ela
concentra-se sobretudo na area da Amazénia Legal, registrando 99% dos casos no
pais, causado principalmente pelo P. Vivax e P. falciparum (Brito et al., 2016; Ferreira
et al., 2012). Na década de 40, o nUmeros de casos de malaria no Brasil equivalia a
6 milhdes, todas as areas eram endémicas, exceto o estado do Rio Grande do Sul,
e 0 que hoje corresponde ao Distrito Federal. Ao longo dos anos, com o combate a
malaria e o crescimento econdmico do Brasil, 0 numero de casos e as areas atingidas
pela malaria foram diminuindo (Brasil, 2016). Ja na década de 60, os casos de malaria
na regido extra-amazoénica superaram os casos de malaria da regido amazodnica, a
Campanha de Erradicacdo da Malaria foi implantada e houve uma grande reducéo
dos casos, que se estende até hoje. No periodo de 1960 a 1976 a regiao amazdnica
registrou uma média de 80 mil casos de malaria por ano. A partir de 1977, o Brasil
iniciou uma fase de implantacéo de projetos de colonizagdo, mineragéo, abertura de
rodovias e instalagdo de usinas hidrelétricas nessa regiao, e em virtude disso houve
um intenso fluxo migratério de pessoas para a regido amazénica, o que fez com que
em 1989, os casos de malaria chegassem a quase 560.00 (Brasil, 2016; Loiola et al.,
2002). Do ano de 1990, em diante, a malaria no Brasil apresentou um “efeito serrote”,
em alguns anos o numero de casos diminuiram, e em outros anos, 0 numero de casos
aumentaram. Em 1993, 483.367 casos de malaria foram notificados, em 1999 foram
notificados 637.474 casos, em 2002 houveram 349.896 casos, e em 2005 esse numero
subiu para 607.751 casos, ocorrendo um aumento de 74% nas notificagcbes comparado
a 2002 (Brasil, 2013; Brasil, 2016). Em 2006, com a introducdo dos esquemas
terapéuticos de primeira linha com derivados de artemisinina para o tratamento do P.
falciparum, teve inicio uma queda na incidéncia de casos nos anos seguintes. Ainda
neste ano foram registrados 550.847 casos, em 2008 foram 315.808 casos, o ano de
2010 apresentou um aumento, com 334.709 registros, e a partir de 2011 iniciou-se
uma queda no numeros de casos, que permanece até os dias atuais. Tanto que em
2014, com 144.100 casos, a malaria apresentou 0 menor numero de casos dos ultimos
35 anos no Brasil. (Brasil, 2013; Brasil, 2016). Em 2014 foram registados 559 casos de
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malaria na regido Extra-Amazdnica, 54 casos s&o autéctones dos estados da Bahia,
Santa Catarina, Sao Paulo, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Piaui, Rio de Janeiro.
Destes casos, 273 tiveram a regido Amazonica como local provavel de infeccéo, e 232
tiveram outros paises como local provavel de infeccdo (Brasil, 2015).

Na Regido Amazdnica Desde a década de 1870 quando teve inicio o ciclo de
exploracéao da borracha na Amazdnia, a malaria se tornou um sério problema de saude
publica. Ela é uma doenca de notificagdo compulsoria regular na regido amazonica,
e possui grande prevaléncia nos habitantes que ali residem, seus efeitos debilitantes
contribuem para que ocorra uma diminuicdo na qualidade de vida desses habitantes,
logo, ela é responsavel por perdas sociais e econdmicas da populacéo, sobretudo da
daquelas que vivem em locais de condicbes precarias de habitacdo e saneamento
basico (Brasil, 2015; Miguel, 2011; Renault et al., 2007). AAmazdnia brasileira é a area
com o maior risco de transmissdo da malaria no pais, isso deve-se a diversos fatores,
como: 0 processo migratério, atividades garimpeiras, produgcédo agricola, pecuaria,
desmatamento, construcdo de hidrelétricas, areas indigenas, ocupacao de espacos
periurbanos, extrativismo vegetal, aumento da populagdao de mosquitos e resisténcia
aos antimalaricos (Braz et al, 2013; Brito et al., 2016). Esses fatores, juntamente com
0s programas de controle e prevencao da malaria fazem com que ela tenha uma
transmisséo variavel entre os diferentes estados e municipios da regido amazénica
(Brasil, 2015). Todos os estados que compdem a regido amazoénica apresentaram
uma reducdo de casos entre os anos 2000 a 2011; O Acre foi a Unica exce¢do. O
Maranhao apresentou a maior queda do numero de casos, com 95, 5%, logo ap6s vem
Tocantins, com 95,4%, Mato Grosso com 86,1%, Roraima 61,0%, Para 58,8%, Amapa
46,2%, Rondb6nia 43,8% e Amazonas com 38,1% (BRASIL, 2013). O Sivep-Malaria
(2015) registrou 333.429 casos de malaria em 2010, em 2011 foram 265.382 casos,
2012 apresentou 241.806 casos, em 2013 foi registrado 177.789 casos, 2014 com
143.552 casos e 2015 com 142, 644 casos (Gréfico 2). Houve uma redu¢ao no numero
de casos nos estados da regido norte, essa reducao abrangeu todos os agrupamentos
de areas analisadas: urbana (-22%), indigena (-22%), garimpo (-43%), assentamento
(-17%) e no restante da area rural (-11%) (Brasil, 2015).

No Para O Sivep-Malaria (2015), registrou que o estado do Para em 2010
apresentou 135.822 casos de malaria, em 2011 foram 115.638 casos, esse valor reduziu
para aproximadamente 79 mil casos em 2012, ja em 2013 foram 24.860 casos, 2014
com 11.251 casos e esse numero caiu para 9.421 casos em 2015. Em 2011, o Para
registrou o maior percentual de casos de malaria em assentamentos 37% e garimpos
82 % (Brasil, 2013; Brasil, 2015). Os casos autoctones de malaria por P. falciparum
reduziram em 21% no ano de 2014, a reducéo foi de 28.203 casos para 22.179 casos.
Entretanto, o Acre (30%) e o Para (18%) conservaram-se como os estados com 0s
maiores percentuais de casos de malaria por P. falciparum (Brasil, 2015).

Amalaria continua sendo um dos principais problemas de saude publica do mundo
e uma das principais causas de morbidade na regido Amazdnica, a qual concentra
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mais de 99% dos casos de malaria no Brasil (Brasil, 2016). O estado do Para ocupa o
segundo lugar no ranking de ocorréncia de casos, apesar dos significativos avancos
no controle da doenca, com grande reducéo do numero de casos. Nos ultimos trinta
anos, o estado do Para tem sido assolado por um processo de desmatamento de
sua cobertura nativa, com a derrubada descontrolada de suas matas e queimadas.
O sul e o sudeste do Estado, onde se concentram grandes projetos madeireiros e
agropastoris, sdo as areas mais atingidas pelas queimadas e pelo desmatamento
de arvores. O municipio de Maraba, no estado do Para, constitui um dos maiores e
mais importantes polos da regido sudeste do Para, sendo de fundamental importéncia
ter uma constante avaliacdo da incidéncia da malaria nessa area, com o intuito de
contribuir para o planejamento das a¢cdées governamentais no combate a transmissao
da doenca.

Assim, o objetivo desse trabalho foi tracar o perfil epidemioldgico dos pacientes
com maléria no municipio de Maraba-PA, no periodo de 2010 a 2015.

2| METODOLOGIA

Trata-se de um estudo descritivo, transversal, quantitativo, de carater
retrospectivo realizado no municipio de Maraba-PA. As amostras estudadas foram
constituida exclusivamente por dados secundarios de malaria disponiveis no Sistema
de Informacgéo de Vigilancia Epidemiologica (SIVEP-Malaria), sistema este, que tem
como obijetivo coletar dados gerados da Secretaria de Vigilancia em Saude/Ministério
da Saude (SVS/MS), por meio das fichas de notificacdo compulséria da doenca
disponibilizadas pelo Departamento de Vigilancia em Saude, da Secretaria Municipal
de Saude de Maraba-PA.

Os critérios de inclusao foram as notificacdes registradas de casos positivos de
maléria no municipio no periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2015. Os critérios
de excluséo foram as notificacbes de casos negativos e casos tratados de malaria no
periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2015.

Foram analisadas as seguintes variaveis: numero de casos positivos por ano
(incidéncia); indice parasitario anual (IPA); origem da contaminacéo (casos autéctones
ou importados); nUmeros de casos por unidade notificante; distribuicdo dos individuos
acometidos por sexo; espécie do parasite causador; correlacdo entre a infeccao
durante a gravidez e a espécie do parasita causador.

O indice parasitario anual foi calculado usando o niumero de exames de malaria
positivos dividido pelo numero total da populagéao (foi utilizado os dados do censo
demogréfico e estimativas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica para os
anos de estudo) X 1000. E considerada de baixo risco quando o IPA<10/1.000 hab.;
médio risco quando o IPA 10-49/1.000 hab. e alto risco quando IPA>50/1.000 hab.
Os resultados das variaveis investigadas no periodo do estudo foram expostos de
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forma descritiva e quantitativa, baseados na analise retrospectiva de dados referentes
a situacéo epidemiologica da maléaria em Maraba.

Para a realizagédo da analise estatistica, os dados coletados foram representados
em forma de tabelas e graficos no Microsoft Excel 2013, e submetidos a analise
descritiva e de comparacao de médias por meio da utilizacao do programa Bioestat 5.0.
O teste utilizado foi Qui-Quadrado, que tem como principio comparar as proporcoes,
ou seja, as possiveis diferencas entre frequéncia observada e frequéncia esperada
para um determinado valor, e o Exato de Fischer, que é um teste ndo paramétrico e
verifica se duas amostras independentes provieram da mesma populacdo (Ayres et
al., 2007). As diferencas foram consideradas significativas quando a probabilidade (p)
do erro foi inferior a 5% (p < 0,05).

A pesquisa foi regida de acordo com as normas éticas para pesquisa envolvendo
seres humanos, estabelecidas pela Resolugcéo n° 466/2012 do Conselho Nacional de
Saude. O protocolo de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa, do
Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da UEPA, via http://plataformabrasil.saude.
gov.br e aprovado sob parecer 2075556, em maio de 2017.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de 2010 a 2015 foram notificados no Sistema de Informacéo da
Vigilancia Epidemiologica (SIVEP-Malaria) 1.760 casos de maléria no municipio de
Maraba-PA. O ano de 2010 apresentou o maior nimero de casos, com 878 (49,89%)
casos positivos de malaria, seguido pelo ano de 2011, com 661 (37,55%) casos positivos
de malaria. Ja4 no ano de 2012 houveram 168 (9,54%) casos positivos de malaria
€ esse numero cai de maneira drastica em 2013, quando 29 (1.64%) casos foram
notificados. Os anos de 2014 e 2015 apresentaram os menores indices para a malaria,
com 19 (1,07%) casos e 5 (0,28%) casos positivos para a malaria, respectivamente.
Nos anos de 2010 e 2011 o0 més de maio apresentou 0s maiores indices mensais de
casos de malaria.

A reducdo na quantidade anual de casos positivos de malaria em Maraba — Para,
esta de acordo com estudos realizados em Rio Branco — Acre, entre os anos de 2003
a 2010 (Santos e Silva, 2011), em Rio Preto da Eva — Amazonas, durante os anos de
2008 a 2013 (Brito et al., 2016) e Maranhao, entre os anos de 2007 a 2012 (Mesquita et
al., 2013), todos esses observaram uma queda progressiva no numero total de casos
positivos durante o periodo de estudo. Associa-se essa diminuicdo de casos as a¢oes
e iniciativas de combate a malaria no Brasil, no entanto, reitera-se que é necessario
aprimoramentos constantes dessas acgdes, para a manutencdo da qualidade e para
que se tenha uma melhor cobertura das mesmas.

Ainda nesse contexto, o estado do Para em 2013, teve uma reducédo de 69%
dos casos de maléria em relagcdo ao ano de 2012 (Brasil, 2015). O Brasil também esta
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apresentando uma reducéo na quantidade dos casos anuais de malaria, no ano de
2014 apresentou 0 menor numero de casos dos ultimos 35 anos (Brasil, 2015).

O indice Parasitario Anual (IPA) de Marabéa sofreu um declinio durante todo o
periodo de estudo, em 2010 foi de 3,7, seguido pelo ano de 2011 com 2,7, a partir
do ano de 2012 o IPA cai drasticamente para 0,68, seguido pelos anos 2013, 2014
e 2015, que apresentaram um |PA de 0,1, 0,07 e 0,01 respectivamente (Figura 1).
Estando sempre dentro da classificacéo de baixo risco. Em concordancia, Sousa et al.,
(2015) encontraram resultados de declinio do IPA na maioria dos municipios da regiéo
do baixo Amazonas — Paréa, no periodo de 2009 a 2013. Parise et al., (2012) durante
o periodo de 2003 a 2008 encontraram um |IPA de baixo risco em todos 0s municipios
que compdem as microrregides do Tocantins.

Indice Parasitario Anual

0.07 0.01

Figura 1. indice parasitario anual (IPA) do municipio de Maraba entre os anos de 2010 a 2015.

De acordo com o Plano de Eliminagdo da Malaria no Brasil (Brasil, 2016), os
municipios em fase de eliminacé&o da maléria sdo aqueles que tem IPA< 10, 0 municipio
de Maraba se enquadra nesse perfil e 0 proximo passo do plano de eliminacdo é a
prevencao da reintroducao de casos de malaria no municipio.

Entre os anos de 2010 a 2015 os casos de malaria importados de outro
municipio, estado ou pais representaram 51% dos casos de malaria em Maraba, ja
0S casos autodctones representaram 48,87% dos casos de malaria em Maraba (Figura
2). Considerando os valores de casos autoctones e importados, entre os anos de
2010 e 2013 nao ha uma diferenga estatistica. Em discordancia com esse estudo,
Renault et al., (2007), durante os anos de 2004 e 2005, em Belém — Para, relataram
0s casos importados sempre superiores aos casos autoctones; Mesquita et al., (2013),
durante os anos de 2007 a 2009, no Maranh&o, observaram predominancia de casos
autéctones em relagdo aos casos importados, entretanto, ja durante os anos de 2010
a 2012 os casos importados foram maiores que os casos autdctones.
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Figura 2. Casos autdctones e importados de maléria dos anos de 2010 a 2015 em Maraba.
(p:ns)

Parise et al., (2012) também discute sobre os registros de casos autdctones de
malaria no estado do Tocantins, e sugere que a causa dos casos autdctones pode
estar relacionada a quantidade de praias fluviais que se formam as margens dos
rios do estado, que séo frequentadas por turistas de diversos locais e que podem ter
contribuido para o registro de casos autdctones.

Nesse contexto, Maraba também é uma cidade cercada por rios, o Tocantins e 0
Itacailnas, assim como no estado do Tocantins, as praias podem ter contribuido para
0s casos registrados de malaria, sejam eles autoctones ou importados, uma vez que
muitas pessoas vem das cidades circunvizinhas para momentos de lazer na praia. E
ao contrair a doenca podem ser diagnosticadas no referido municipio.

De acordo com Marques e Gutierrez (1994), a proximidade com os rios, sugere
gue ha muitos locais propicios para a formagao de criadouros, por serem areas baixas
e Umidas, onde desagua nas aguas do rio favorecendo a concentracdo de mosquitos.

Os casos positivos de malaria por sexo no periodo de 2010 a 2015 tiveram maior
frequéncia observada no sexo masculino, com 66,78% (1.138/1.704) dos casos, ja o
sexo feminino apresentou 33,21% (566/1.704). Os anos de 2010 e 2011 foram os anos
com a diferenca mais significativa entre os géneros, o que é um achado comum em
outros estudos, como no Rio Branco — Acre, de 2003 a 2010 (Santos e Silva, 2011),
Belém — Para, de 2000 a 2011 (Monteiro et al., 2013), Cruzeiro do Sul — Acre, no ano
de 2013 (Lima e Scherer, 2015), no Baixo Amazonas — Para durante os anos de 2009
a 2013 (Sousa et al., 2015). A populacdo de ambos 0s sexos estdo susceptiveis a
contrair malaria, no entanto, o sexo masculino tem maior uma prevaléncia de casos
devido sua exposi¢cao ao vetor durante as atividades laborais, como o trabalho na
agricultura, a extracdo de madeira, construcdo de rodovias, mineracdo, a caca e a
pesca.

Entre as espécies e formas parasitarias da malaria, em 2010 o P. Vivax apresentou
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92,9% dos casos de malaria, o P. falciparum apresentou 3% dos casos de malaria, e
0s casos de maléaria mista entre P. Vivax e P. falciparum apresentaram 3% dos casos
de malaria. Em 2011, 81% dos casos foram causados pelo P. Vivax, 11% dos casos
causado pelo P. falciparum e 3% foram causados pelo P. Vivax e P. falciparum. Em
2012 os casos por P. Vivax foram de 82%, os casos por P. falciparum foram de 11%
e 0s casos por P. Vivax e P. falciparum foram de 2%. Em 2013 os casos por P. Vivax
representaram 86% dos casos, o P. falciparum 9% dos casos e P. Vivax e P. falciparum
4% dos casos de malaria. Em 2014, 80% dos casos foram de P. Vivax, 10% dos casos
de P, falciparum e 10% dos casos foram de P. Vivax e P. falciparum. Ja em 2015, o0 P,
Vivax representou 100% dos casos. O P. Vivax é responsavel pelo maior nUmero de
casos de malaria entre os anos de 2010 a 2015 (Tabela 1).

ANOS 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Plasmodium falciparum 26 61 15 2 1 0
Plasmodium faI_CIparum_+ Gameta de 6 12 4 1 0 0
Plasmodium falciparum
Plasmodium vivax* 800 445 112 19 8 3
P/asmod/um_ falaparum + 57 19 3 0 1 0
Plasmodium vivax
Plasmodium .wvax + _Gameta de 5 4 1 0 0 0
Plasmodium falciparum
Gameta de Plasmodium Falciparum 0 5 0 0 0 0
Plasmodium malariae 0 0 0 0 0 0
Plasmod/um fa/aparym + 0 5 0 0 0 0
Plasmodium malariae
Plasmodium ovale 0 0 0 0 0 0
Total 861 548 135 22 10 3

Tabela 1. Casos positivos de maléria em gravidas e o parasita causador no periodo de 2010 a
2015 em Marabé.

*p<0,05

Esses dados corroboram com estudos realizados no municipio de Ariquemes —
Rondbnia, durante os anos de 2005 a 2010 (Ferreira et al., 2012), no Baixo Amazonas
— Para, de 2009 a 2013 (Sousa et al., 2015), no Tocantins, de 2003 a 2008 (Parise
et al., 2012), no Novo Progresso — Para, de 2010 a 2013 (Albarado et al., 2015), no
Maranhao, de 2007 a 2012 (Mesquita et al., 2013), no Rio Branco — Acre, de 2003 a
2010 (Santos e Silva, 2011), no Sinop — Mato Grosso, de 2003 a 2012 (Granzoto et
al, 2015,) e em Belém — Para, de 2004 a 2005 (Renault et al., 2007), que tiveram o P.
Vivax como a espécie mais frequente nas infeccées por malaria.

Nesse contexto, pode-se inferir que a prevaléncia de casos de malaria pelo P.
Vivax pode estar relacionado com a dificuldade de iniciar o tratamento precocemente,
uma vez que o tempo de formacao dos gametas é depois de 24 horas do aparecimento
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dos primeiros sintomas. Isso também explica o porqué do P. falciparum ser menos
prevalente que o P. Vivax, uma vez que a formacéo dos gametas demoram de 7 a
12 dias, além disso, houve a mudanca no esquema terapéutico do P. falciparum, que
mudou da quinina e doxiciclina para combinacbes com derivados da artemisinina
(Brasil, 2013). Dessa forma, as infeccdes por P. Vivax ocorrem bem antes das infec¢des
por P. falciparum.

No ano de 2010 em Marab4, relatou-se a presenca de 11 casos positivos para
malaria em gravidas, sendo 10 casos Plasmodium vivax (90,9%) e 1 caso Plasmodium
falciparum (9,09%). Em 2011 os numeros de casos de maléria em gravidas reduziu
drasticamente, houve uma queda de 90% dos casos, tendo apenas 1 (9,09%) caso de
malaria por P. Vivax. Corroborando com um estudo de coorte realizado entre os anos de
1993 a 2007, em mulheres gravidas na Colémbia, em que 73% dos casos de infeccao
em gravidas foram causadas pelo P. Vivax (Tob6n-Castano et al., 2011), assim como,
no estudo de coorte realizado na Fundacao de Medicina Tropical do Amazonas em que
78% dos casos de malaria foram causados pelo P. Vivax (Chagas et al., 2009). Porém,
em um estudo realizado entre os anos de 1996 a 2001 o P. Vivax e o P. falciparum
estiveram em proporcées bem proximas, 52,8% e 43,8% respectivamente (Jarude
et al., 2003). O P. Vivax ser mais o prevalente nas mulheres gravidas com malaria
em Maraba é explicado pelo fato que ele € a espécie parasitaria mais frequente no
municipio. Nao houve notificagbes de casos de malaria em Marabé — Para durante os
anos de 2012 a 2015, isso deve-se as campanhas de prevencao da malaria realizadas
No municipio, assim como, ao acompanhamento da gravida durante o pré-natal.

41 CONCLUSAO

Ao analisar a distribuicdo da malaria ao longo dos anos de 2010 a 2015 em
Maraba, foi possivel constatar que houve, de modo geral, uma reducéo na frequéncia
de casos notificados da doenca.

O IPA apresentou uma reducgao ao longos anos e Maraba apresenta-se como um
municipio de baixo risco, 0 sexo masculino apresentou os maiores indices da doenca,
0s casos importados e autéctones mantiveram frequéncias semelhantes ao longo dos
anos de estudo, a espécie Plasmodium vivax foi a mais prevalente durante os 6 anos
e durante a gravidez a maioria dos casos de malaria foram causados pelo Plasmodium
vivax.

Faz-se necesséario um melhor preenchimento das fichas de notificagéo, diminuindo
as subnotificacdes, para que os resultados obtidos nos estudos epidemioldgicos que
utilizam dados secundarios tenham resultados mais fidedignos.

Apesar dos avancos no combate a malaria, € necessario o fortalecimento da
rede de servi¢os, oportunizando o acesso em tempo habil e adequado ao diagnostico
e tratamento da malaria, que tem influéncia direta na reducdo da mortalidade e
das complicacbes causadas pela doenca, além do impacto positivo no controle da
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transmissao.
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RESUMO: Neste trabalho foi avaliada a
ocorréncia de parasitos intestinais na cidade de
Atalaia-AL, através de um estudo documental e
descritivo, analisando os exames parasitologicos
de fezes. As amostras foram analisadas
pelo método diagnéstico de Sedimentacéo
espontanea-Hoffman, Pons e Janer, no periodo
compreendido entre janeiro e setembro de
2015. Das 1336 amostras, apenas em 36 (2,7%)
foi possivel observar positividade para algum
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tipo de parasito, sendo os individuos adultos
0Ss mais acometidos com 19 casos positivos.
Além ser observada a maior frequéncia no
género feminino, com um percentual de 52,8%.
As infeccbes causadas por helmintos foram
maiores que causadas por protozoario, sendo
o helminto mais frequente Ascaris lumbricoides
(43,6%)
Entamoeba coli (5,1%). Ja no levantamento

e O protozoario predominante a

do grau de parasitismo, o monoparasitismo
apareceu em maior frequéncia, com 91,6%.
Conclui-se que a incidéncia de parasitoses
intestinais encontra-se muito baixa quando
comparada a encontrada em outros locais.
PALAVRAS-CHAVE:FatoresSocioeconémicos.
Helmintos. Infec¢bes por protozoarios.

ABSTRACT: In this work, it was evaluated the
occurrence of intestinal parasites in the town
of Atalaia-AL, through a documentary and
descriptive study, analyzing the parasitologic
feces. The samples were analyzed by
the diagnostic method of
Sedimentation-Hoffman, Pons and Janer, in the

spontaneous

period between January and September 2015.
Of 1336 in 36 samples (2.7%) was positive for
some type of parasite, being the most affected
adults with 19 positive cases. Besides being seen
as often in the female gender, with a percentage
of 52.8%. The infections caused by helminths
were larger than caused by protozoa, being
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the most common helminth Ascaris lumbricoides (43.6%) and protozoa prevalent the
Entamoeba coli (5.1%). In the survey of the degree of parasitism, the monoparasitismo
appeared in more frequently, with 91.6%. It is concluded that the incidence of intestinal
parasites is very low when compared to that found in other locations. It is concluded
that the incidence of intestinal parasites is very low when compared to that found in
other locations.

KEYWORDS: Factors socioeconomic. Helminths. Protozoan infections.

11 INTRODUCAO

As enteroparasitoses estdo entre os agentes mais frequentemente diagnosticados
em seres humanos. Alguns fatores favorecem para que isso ocorra, sendo observada
principalmente relacdo com saneamento ambiental ausente ou deficiente, déficit nas
medidas de higiene e as condi¢des de vida nas quais vivem milhdes de pessoas nos
paises em desenvolvimento (LODO et al., 2010). Estima-se que a ocorréncia dessas
infeccOes parasitarias estejam associada a mais de um bilhdo de individuos em todo
mundo (FONSECA et al., 2010).

As infeccbes parasitarias sao infecgcdes causadas pelos protozoarios Giardia
lamblia e Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar, e pelos helmintos Taenia solium,
Taenia saginata e Hymenolepis nana, Trichuris trichiura, Strongyloides stercoralis,
Enterobius vermicularis, Ascaris lumbricoides, Ancylostoma duodenale e Necator
americanus (TOSCANI et al., 2007).

Cabe ressaltar que essas doencas podem ser adquiridas através da ingestéo
de agua e alimentos contaminados com cistos e ovos de parasitos e pela penetracao
de larvas de helmintos, isso € devido as precéarias condicdes de saneamento basico
(LODO et al., 2010).

As principais manifestagcées clinicas no ser humano devido as infecgcdes
parasitarias sdo problemas gastrointestinais, entre os quais nauseas e vomitos,
diarreia, perda proteica dos alimentos, obstrugcao intestinal e colites; a depender da
espécie parasitaria € comum também ocorrer desnutricdo e anemia por deficiéncia de
ferro, esses fatores faz com que ocorra baixo rendimento fisico e consequente déficit
no desenvolvimento criancas e adolescentes (GELATTI et al., 2013).

Sob o ponto de vista sanitario, e considerando a morbidade e mortalidade, nota-
se que as infecgdes parasitarias se apresentam como um grande problema de saude
publica, assim, a solugdo mais indicada é a conscientizacao sobre medidas de higiene
e educacao sanitaria (GIL, 2012).

No Brasil, de modo geral, as parasitoses intestinais sao de ampla distribuicao
geografica, podendo ser encontradas em zonas rurais ou urbanas. Com frequéncia
variavel, segundo o ambiente e a espécie parasitaria (BENINELO et al.,2011).

Na regido Nordeste, estudos realizados em cidade algumas cidades demonstram
elevada ocorréncia de infecgdes por helmintos e protozoarios, com 63,93% em uma
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comunidade carente de um municipio alagoano (ROCHA et al., 2011), e de 70,15% na
Barra de Sao Miguel (ROCHA et al., 2010).

Os estudos realizados no qual fazem pesquisa de parasitoses intestinais
apontam que essas enfermidades em diferentes faixas etarias, sendo que em pré-
escolares os percentuais sdo elevados, isso € justificado, uma vez que nessa faixa
etaria os corretos habitos de higiene ndo estdo totalmente consolidados (CLIMACO,
2011).

Na literatura cientifica, nao existem dados parasitologicos sobre as
enteroparasitoses no municipio de Atalaia-AL. Portanto, ressalta-se a escassez de
estudos acerca das parasitoses, além de serem identificados possiveis fatores de
riscos associados as condi¢des socioeconémicas da populacdo alvo, que contribuem
para distribuicéo e prevaléncia dos parasitos intestinais.

Por esse motivo, este trabalho teve como objetivo conhecer a frequéncia de
enteroparasitoses entre pacientes atendidos em um laboratério privado do municipio
de Atalaia-AL, permitindo que as informacdes geradas subsidiem tanto no diagnéstico
guanto nas decisdes de planejamento das a¢des de saude publica.

2 | MATERIAIS E METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro Universitario
Cesmac, através do CAEE 44015315.7.0000.0039.

Foi realizado um estudo do tipo transversal, descritivo, quali-quantitativo. Os
dados secundarios, de usuarios atendidos no periodo de janeiro a dezembro de
2014, no laborat6rio privado de analises clinicas situado em Atalaia-AL. O método
de Hoffman, Pons e Janer (HPJ) foi o método utilizado para realizagdo dos exames.
Foram analisadas as seguintes variaveis: género, idade, casos positivos, protozoarios
e helmintos diagnosticados e multiparasitismo.

Foram adotados como critério de inclusdo, todos os registros de exames
realizados no periodo anterior ao da pesquisa, sem distincdo de faixa etaria, género
e local.

Foram obtidos resultados de 1.336 exames cobrindo uma faixa etaria entre 1 e
68 anos de idade divididas da seguinte forma: 0 a 11 anos; 12 a 18 anos; 19 a29; 30 a
39 anos; 40 a 49, 50 a 59 e >60 anos. Os dados obtidos foram organizados utilizando
o programa Excel e as frequéncias de cada dado foram calculadas.

31 RESULTADOS

No periodo em estudo constaram nos registros 1.336 Exames Parasitologicos de
Fezes. Destes, 36 (2,7%) apresentaram positividade para um ou mais enteroparasitas
e 1.300 (97,3%) apresentaram resultado negativo.
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O Gréfico 1 representa a distribuicdo do parasitismo conforme a faixa etaria do
hospedeiro. A frequéncia em criancas de 0 a 11 anos, foi expressivamente maior em
comparacao as outras faixas etarias, com 8 casos positivos (22,2%). Entre individuos
de 12 a 18 anos, foi observado 6 casos positivos (16,7%). Entre pacientes com 19 a 29
anos, também foi constatado 6 casos positivos (16,7%). Entre as faixas etarias de 30
a 39 anos, 40 a 49, 50 a 59 e >60 anos, foram observados 5 casos positivos (13,9%),
2 (5,5%), 6 (16,7%) e 3 (8,3%) respectivamente.

Faixa etaria Frequéncia absoluta Frequéncia relativa (%)

Oail 8 22,2
12a18 6 16,7
19 a 29 6 16,7
30a39 5 13,9
40 a 49 2 5,5
50 a 59 6 16,7

> 60 3 8,3

Tabela 1. Frequéncia total de helmintos e protozoarios, em relacédo a faixa etéria.
Fonte: Dados da Pesquisa, 2014.

Analisando os resultados, foi visto que ocorreu maior frequéncia de parasitismo
no género feminino com 52,8% (n=19) do que no género masculino com 47,2% (n=17).

Com base nos resultados, a predominancia de infecgdes causadas por helmintos,
com 91,6% dos casos, apresentou-se superior a de protozoarios, equivalente a 8,4%
de positividade.

Como apresentado na Tabela 2, houve positividade de 39 parasitas, sendo estes
classificados como helmintos e protozoarios. Entre os helmintos, estdao presentes
ovos de Ascaris lumbricoides (43,6%), Strongyloides stercoralis (18%), Trichuris
trichiura (2,6%), Schistosoma mansoni (10,1%), Enterobius vermicularis (7,7%) e
Ancilostomideos (7,7%). Dentre os protozoarios, foram encontradas as amebas
Entamoeba coli (5,1%) e Entamoeba histolytica/ Entamoeba dispar (2,6%) e cistos de
Giardia lamblia (2,6%).

Espécies encontradas Enteroparasitos Percentual (%)
Helmintos 35 91,6
Ascaris lumbricoides 17 43,6
Strongyloides stercoralis 7 18
Schistosoma mansoni 4 10,1
Ancilostomideos 3 7,7
Enterobius vermicularis 3 7,7
Trichuris trichiura 1 2,6
Protozoarios 4 8,4
Entamoeba coli 2 5,1
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Entamoeba histolytica 1 2,6
Giardia lamblia 1 2,6
Total de parasitos 39 100 (%)

Tabela 2. Percentual dos enteroparasitas em casos positivos.
Fonte: Dados da Pesquisa, 2014.

Em relacdo ao grau de parasitismo observou-se a presenca de multiparasitismo
apenas em associa¢cdes com dois parasitas, Ascaris lumbricoides + Trichuris trichiura,
Ascaris lumbricoides + Enterobius vermicularis e Entamoeba coli + Entamoeba
histolytica, equivalente a 8,4% dos casos, assim sendo, 0 monoparasitismo o mais
predominante, com 91,6% dos resultados analisados.

4 | DISCUSSAO

Tais resultados corroboram com o estudo de Climaco (2011). Entretanto, a
frequéncia de individuos positivos para os parasitos encontrados foi menor do que
a relatada nos resultados obtidos por Menezes et al. (2013) e Seixas et al. (2011),
podendo a diferenca dos resultados ser justificada pela divergéncia das populagdes
estudadas.

Resultado semelhante foi encontrado na pesquisa realizada por Melo et al. (2015),
visto que este estudo mostra que as parasitoses intestinais sdo mais frequentes entre
criancgas, cujos habitos de higiene e saude ndo estao suficientemente consolidados.

Vale ressaltar que de acordo com Araujo (2007), a prevaléncia de parasitas diminui
amedida que aumenta a idade dos individuos, corroborando com os resultados obtidos
neste estudo. Segundo Nolla e Cantos (2005), esta diminuigcéo esté diretamente ligada
a imunidade adquirida contra enteroparasitas e as mudancas de habitos higiénicos.
As faixas etarias de 12 a 18, 19 a 29 e 50 a 59 foram as segunda mais frequente, com
um percentual de 16,70%, podendo ser justificada pelo grande publico das respectivas
faixas etarias que realizou 0 exame no periodo em estudo.

Tal resultado também pode ser encontrado em outros estudos, como o de
Cardoso et al. (2005), onde em um estudo realizado com usuarios da rede municipal
de saude de Campinas no estado de Sao Paulo, numa amostra de 5925 individuos,
0 género feminino apresentou a maior frequéncia com 56,3% (n=707) contra 39,7%
(n=498) no género masculino. Esta maior frequéncia de infeccbes no género feminino
pode ser justificada pelo fato das mulheres estarem mais expostas a ambientes que
propiciam a disseminacgao das formas infectantes dos parasitas intestinais, além das
mesmas procurarem mais os servicos de saude (FILHO et al., 2012; MENEZES et al.,
2013).

Essa frequéncia também foi observada em estudos realizados por Marinho
(2008) e Basso et al. (2008), onde os indices de helmintos se apresentaram elevados.
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Em contra partida, Menezes et al (2013) e Belo et al. (2012), obtiveram em seus
estudos elevados indices de protozoarios. A divergéncia desses resultados pode estar
relacionada a diversos fatores, como area geogréfica estudada, nivel socioeconémico,
estado nutricional, idade e condic¢des higiénicas (MENEZES et al., 2013).

Ao observar os resultados, € possivel perceber que os ovos de A. lumbricoides,
obtiveram maior prevaléncia em relacéo aos outros parasitas, seguido pelas espécies
S. stercoralis, S. mansoni, E. vermicularis e ancilostomideos.

Vale dizer que estes resultados sdao semelhantes aos obtidos por Araujo™ e
Santos et al?', onde houve prevaléncia pelos mesmos parasitas.

De acordo com Bittencourt et al. (2011), A. lumbricoides é uma das mais comuns
doencas parasitarias, devido a capacidade da fémea de por mais de 200 mil ovos
por dia. Sua forma de transmissao € através da ingestao dos ovos que podem ser
encontrados na terra, nos alimentos ou na dgua contaminada.

Santos et al. (2007), relata que a elevagcao da prevaléncia de S. stercoralis nos
ultimos 20 anos reflete o surgimento de infecgbes que alteram o sistema imune dos
individuos, assim como a mudanca no estilo de vida, um dos fatores que facilitam a
infeccéo por este parasita.

Ainda na Tabela 1, relata-se que apenas trés laudos estava positivo para E.
vermicularis, essa informacao assemelha-se com o estudo de Seixas et al ', pois
observaram seis casos de enterobiase. Essa menor predominancia pode ser justificada
por néo ter sido realizada a metodologia especifica, técnica da fita gomada, em nenhum
dos dois estudos.

Com relacéo a presenca de laudos positivos para T. trichiura, verificou-se apenas
a presenca de um caso, sendo este resultado semelhante ao estudo realizado por
Melo et al. (2015).

Em relacdo a frequéncia de protozoérios, nota-se maior numero de casos
positivos para a ameba comensal, E. coli (5,1%), porém segundo Gelatti et al. (2013) e
Seixas et al. (2011) embora nao represente um agravo a saude, a mesma serve como
indicadores de condicbes sociossanitarias e habitos de higiene deficientes, sendo
importante destacar que esta espécie possui 0s mesmos mecanismos de transmissao
de outros protozoarios patogénicos como E. histolytica/Entamoeba dispar e Giardia
lamblia.

51 CONCLUSAO

Conclui-se que do total de laudos obtidos no presente estudo, é possivel
observar que a incidéncia de parasitas intestinais na populagdo estudada mostra-
se relativamente baixa quando comparada a encontrada em outros locais. No qual
a frequéncia de helmintos foi expressivamente maior que a de protozoarios, sendo o
parasita A. lumbricoides o helminto prevalente;, seguido pela espécie S. stercoralis,
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enquanto o protozoario mais frequente foi o comensal E. coli. Com relagéo a faixa
etaria mais acometida, constata-se que houve uma maior prevaléncia, em individuos
com idade entre 0 a 11 anos, assim sendo o género feminino o mais infectado.

E necessario realizar mais estudos no municipio de Atalaia-AL com o intuito
de atender as particularidades do municipio, tendo como objetivo ndo somente a
mensuracao das taxas de morbidades associadas a essas parasitoses, mas também
para que os mesmos sejam utilizados como ferramentas para o planejamento de a¢des
governamentais que visem a reducao de doencas parasitarias, visto que a associacao
comunidade cientifica, poder publico e populacdo em geral séo pecas fundamentais
para solucionar esse problema de saude publica.
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RESUMO: Paquioniquia congénita (PC) € uma
atipica desordem genética da pele suscitada
por uma mutacdo em um dos quatro genes
conhecidos como responsaveis pela formagao
da queratina: K6a, Kéb, K16 ou K17. Séo
mutacdes do tipo heterozigotas, de sentido
insensato de exclusao que atrapalham a funcéao
de citoesqueleto via interferéncia dominante-
negativa e leva a célula fragilidade epitelial,
deixando assim os calos frageis e doloridos,
aumentando o risco de entrada de patdégenos
por trauma. Objetivando analisar as causas e
niveis de dor da PC, através de uma revisdo

Biomedicina e Farmécia: Aproximacoes 3

sistematica por meio das bases de dados
PubMed, SciELO, AEP e Revista Brasileira de
Ciéncia e Saude. Foram relatados os dados dos
22 artigos, sendo que 4 trabalhos apresentam
como metodologia a imunohistoquimica, 1 a
coloracao de rotina hematoxilina e eosina em
tecido epitelial, 3 amostras de DNA gendmico,
1 classificacdo molecular para subtipos de PC,
3 histopatologico, 2 bidpsia, 1 exame fisico
multidisciplinar, 1 mecanismo de ag¢ao sobre a
liberac&o da acetilcolina, 1 método psicofisico,
3 revisbes de artigos cientificos, 1 estudo de
bases neuroldgicas e 1 registro de pesquisa
internacional de PC. O indicio primordial
de PC é o onicodistrofia, ela relaciona-se a
fragilidade e, é possivel que outros fatores,
tanto genéticos como ambientais, estejam
envolvidos na determinacao do fendétipo clinico
geral. Um obstaculo encontrado nesse trabalho
foi verificar a inclusdo do nivel/causa da dor nos
pacientes com PC, enquanto, um ponto positivo
€ proporcionar informagdes suficientes para tal
percepgao da dor.

PALAVRAS-CHAVE: PC; Mutacdo; Revisao;
Queratina; Proteina.

ABSTRACT: Pachyonychia Congenita (PC) is
an atypical genetic disorder of the skin aroused
by a mutation in one of the four genes known
as responsible for the formation of keratin:
K6a, Kéb, K16 or K17. These are heterozygous
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mutations of the unwise sense of exclusion that hinder the function of cytoskeleton
via dominant-negative interference and leads to epithelial fragility cell, thus leaving
the callus fragile and sore, increasing the risk of entry of pathogens due to trauma.
Aiming to analyze the causes and levels of pain of PC, through a systematic review
through the databases PubMed, SciELO, AEP and Brazilian Journal of Science and
Health. The data from the 22 articles were reported, with 4 studies presenting as
Immunohistochemistry methodology, 1 the routine hematoxylin and eosin staining in
epithelial tissue, 3 genomic DNA samples, 1 molecular classification for PC subtypes,
3 Histopathology, 2 biopsy, 1 multidisciplinary physical examination, 1 mechanism of
action on the release of acetylcholine, 1 psychophysical method, 3 reviews of scientific
articles, 1 study of neurological bases and 1 record of international PC research. The
primary indication of PC is onychdystrophy, it relates to fragility and, it is possible that
other factors, both genetic and environmental, are involved in the determination of the
general clinical phenotype. One obstacle found in this study was to verify the inclusion
of the level/cause of pain in patients with PC, while a positive point is to provide sufficient
information for this perception of pain.

KEYWORDS: PC; Mutation; Review; Keratin; Protein.

11 INTRODUCAO

Paquioniquia congénita (PC) € uma atipica desordem genética da pele suscitada
por uma mutacdo em um dos quatro genes conhecidos como responsaveis pela
formacdo da queratina: K6a, K6b, K16 ou K17. Grupo autossémico de displasias
ectodérmicas onde a caracteristica mais relevante é a distrofia hipertrofica das unhas?,
pode vir de uma heranca autossdbmica dominante ou mutacéo espontaneal!.

Quase todas as mutagdes acontecem no inicio ou no fim do dominio central da
haste de queratina, regides cruciais para a ligacdo de subunidades de proteinas na
montagem de filamentos de queratina®. Sao muta¢des do tipo heterozigotas, de sentido
insensato ou pequena insercdo/mutacado de exclusao que atrapalham a funcéo de
citoesqueleto via interferéncia dominante-negativa e leva a célula fragilidade epitelial®,
deixando assim os calos frageis e aumentando o risco de entrada de patdgenos por
trauma'!, por isso € comum ocorrer infec¢do, principalmente nos pés.

O citoesqueleto é originado de citoqueratinas (CQ), onde PC esta envolvida nas
CQ 64, 6b, 16 € 17, que tem localizagcao tecidual na bainha radicular externa, mucosa
oral, anexos, leito ungueal e anexos. Os pacientes que apresentam hiperqueratose
palmoplantar, tem uma mutagcéao na CQ12.

Em uma pele comum, “normal”, a descamacao e cornificagdo dos queratinocitos
tem como func¢édo garantir uma corpuléncia apropriada ao epitélio, porém, na PC, existe
uma desarmonia, isto esta relacionado a niveis elevados de proteinas estruturais e de
adesédo. Essa desarmonia possivelmente causa a ceratodermia apresentada. Além
do mais, 0 estresse mecanico que intervém na barreira cutdnea modificada pode

Biomedicina e Farmacia: Aproximagoes 3 Capitulo 17 171



estimular a dor, intensificada pela ativagcdo da via mTORS3, a qual exerce um papel
crucial de sinalizacéo sendo responsavel pela determinacao do crescimento celular e
sintese de proteinas.

A caracterizacdo da dor é algo genérico, pois ela pode originar-se no sistema
nervoso central (SNC) ou em qualquer parte do corpo. A sua percepcao é oscilante, ja
que esta diretamente relacionada as caracteristicas afetivo-motivacionais, se tornando
uma experiéncia multidimensional tanto em qualidade quanto em intensidade e
genuinamente uma questao psicofisica®.

Ha uma possibilidade da existéncia de um elemento neuropéatico na dor
relacionada a PC. Apresenta-se como justificativa para a dor crbnica, a ocorréncia de
uma sensibilizacado central, evocando uma resposta acentuada da dor. Além do mais,
agressOes mecanicas devido a formacéo cronica de bolhas e ceratodermia podem
provocar traumas em terminagdes nervosas, deixando-os mais sujeitos a lesdes?.

KLK10, um gene associado a dor, catalisa a produgao de bradicinina, que
desencadeia a sensacao de dor depois da uniao ao seu receptor nas terminagdes da
fibra nervosas.

A dor é explicada por especialistas da seguinte maneira:

A forma ativa de mTOR esta presente em uma subpopulacédo de axbnios da raiz
dorsal mielinizada, mas raramente em fibras C nao mielinizadas, e fortemente
expressos no corno dorsal por neurénios de projecao de lamina | / IIJ que sao
conhecidos por mediar a inducéo e manutencéo dos estados de dor. (GERANTON
et al.,, pag.1, 2009)

Esse fato fisioldgico, caso alterado, pode levar o paciente a uma hiperalgesia, a
qgual se descreve por um aumento exacerbado da dor, mesmo que por estimulos nao
nocivos®. Entretanto, o progresso nos estudos da neuroanatomia, neurofarmacologia
e fisiopatologia da dor visam inovagdes no tratamento da dor.

Uma modificacdo na proteina de barreira filagrina manifesta aumentar os sintomas
referentes ao PC, a qual é, ocasionalmente, incapacitada de espalhar a presséo fisica
constante produzida pelo ato de andar e / ou limpeza, tendo como consequéncia uma
hiperproliferacao e uma perda focal de protecao de barreira2.

Assim, uma associac¢ao de fen6tipos de perda e ganho de fungéo pode favorecer
a manifestagéo clinica geral heterogénica do PC*2.

Dessa maneira, saber o tipo de PC (1 ou 2) e a mutacao exata (K6a, Kéb, K16
e K17) é fundamental para futuros testes clinicos, com o intuito de testar agentes
terapéuticos que estdao em construcao', pois o PC manifesta um padréo de heranca
dominante autossémica, penetracao total e expressividade variavel™.

2| METODOLOGIA

O trabalho apresentado se baseia em uma revisdo sistematica da literatura
cientifica nacional e internacional sobre o tema percepcédo da dor no paciente de
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paquioniquia congénita (PC), o qual tem como objeto de pesquisa a elaboracéo
cientifica publicada em diferentes intervalos de tempos nos bancos de dados da
Scientific Electronic Library Online (SCiELQO), United States National Library of Medicine
(PubMed), Asociacion Esparola de Pediatria (AEP) e Revista Brasileira de Ciéncia da
Saude (RBCS). A andlise foi sucedida de acordo com as orientacées metodologicas
da declaracéao PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses) para trabalhos de revisdo sistematica.

A pesquisa dos artigos se deu nos meses entre setembro de 2017 a abril de 2018,
para tal acéo utilizou-se como caracteristica a dor na PC e as questdes relacionadas a
mesma e, seus equivalentes em inglés, espanhol e portugués. Em nenhuma base de
dados foi aplicado filtro, assim, foram localizadas 465 publicacbées no PubMed, 2 no
SciELO e 1 na AEP. Enquanto que na revista, 38.

Posteriormente, foram escolhidos os artigos cientificos compreendidos no estudo
de acordo com os titulos e resumos, de maneira independente, acatando ao seguinte
método de inclusdo: apresentar justificativas/causas para a dor na paquioniquia
congénita e questdes fisiolégicas/psicoldgicas da dor, publicados nos idiomas
portugués, inglés e espanhol.

Depois da analise dos titulos e resumos, foram selecionados 22 artigos. Por
fim, apOs avaliacédo critica dos artigos selecionados, os trabalhos foram fichados e
organizados por objetivos, tipo de metodologia utilizada e resultados encontrados.

3| RESULTADOS

De acordo com os 22 artigos escolhidos, o grafico 1 apresenta o numero de
artigos incluidos, indicados nas bases de dados PubMed, SciELO, AEP e revista de
acordo com os titulos e resumos.

Trabalhos publicados
16

14
12

10

o [ [
PubMed SeiELO AEP RBCS

® Trabalhos publicados

Grafico 1: Numero de trabalhos incluidos nas bases de dados, livros e revistas.
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Foram relatados os dados dos 22 artigos (Tabela 1), onde sdo exibidos: autor
principal, ano de publicacdo, material/método de pesquisa e a relacdo da dor. Do
conjunto de artigos abrangidos na reviséo, 4 trabalhos apresentam como metodologia
a imunohistoquimica, 1 a colorac¢ao de rotina hematoxilina e eosina em tecido epitelial,
3 amostras de DNA gendmico, 1 classificacdo molecular para subtipos de PC, 3
histopatologico, 2 bidpsia, 1 exame fisico multidisciplinar ,1 mecanismo de ag¢do sobre
a liberacé@o da acetilcolina, 1 método psicofisico, 3 revisdes de artigos cientificos, 1
estudo de bases neuroldgicas e 1 no registro de pesquisa internacional de paquioniquia
congénita.

Até o momento ndo ha uma concordéancia na literatura a respeito da explicagao/
descricao da dor para PC. Existem autores que caracterizam a dor em nivel severo,
“[...] ela descreveu sua dor como afiada e latejante a filmagem, acompanhada de
formigamento e sensacdes de alfinetes e agulhas. Em média, ela classificou sua dor
como 7 a 8/10 de intensidade em uma escala analdgica visuall...]” (TARIQ, SCHMITZ e
KANJIA, pag.305, 2010). Enquanto outros, em niveis leve ou moderado. Dessa maneira,
a analise da dor clinica é estabelecida por registros verbais do paciente. O problema
principal € que, na maioria das vezes, as descricbes dadas dividem significados com
outras dimensdes da dor2° e para uma apropriada terapia, &€ necessario o conhecimento
da mesma em todos os ambitos, seja ele emocional ou fisiolégico?, mas essa descricao
apenas € relatada pelo proprio paciente, sem possiveis testes clinicos, o que dificulta
bastante as analises. Em sintese, os parametros de autorregistros séo considerados
0 padrao-ouro na mensuracdo ou avaliacdo da dor. Contudo, hoje em dia, para se
avaliar a dor cronica, existe o Questionario de McGill, que é bastante usado para
diferenciar os elementos avaliativo, afetivo e sensitivo da dor°.

Neste trabalho foi avaliada a causa para a dor desta mutagdo genética, que
apresenta muitas variagcdes, pois segundo a literatura, 20 genes humanos de
queratina estao relacionados com um Unico distarbio genético', como por exemplo,
0 gene SPRR1A, este exibe niveis aumentados de proteina em seccdes de pele
envolvidas com PC comparadas com nao envolvidas?, entao por isso, testes genéticos
sao essenciais.

Um dos artigos descreve o0 caso de uma menina que relata dor no pé durante
toda a vida, classificando a mesma com um nivel de 7 a 8/10, a qual é mais intensa ao
andar ou usar sapatos®. Ja os autores Harris et al. (2011) descrevem o relato de caso
de 7 pacientes, sendo que em 3 deles as bolhas e dores s&o intensificadas devido
ao uso de sapatos, também. Tudo isso remete a uma queda na qualidade de vida do
paciente e de seus familiares que presenciam tais situacdes™.

Autor Ano_de = Método Relacéo da dor
publicacao
Smith FJ 1998 Hibridizago in situ e
imunohistoquimica
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A coloracéo de rotina 97% dos casos de PC apresentam
Leachman SA | 2005 hematoxilina e eosina em | espessamento da unha e
tecido epitelial queratodermia plantar dolorosa.
Sequenciamento direto
Smith FJ 1997 de produtos genémicos
de PCR
Amostras de DNA
Terrinoni A | 2001 genomico extraidos de
linfécitos sanguineos
periféricos
Andlise do enlace As mutagdes nas queratinas resultam
Liao H 2005 genético do DNA em redes citoesqueléticas aberrantes,
gendmico [...] causando uma fragilidade epitelial.
Principais caracteristicas clinicas da
Classificacio molecular doenca incluem ceratodermia plantar
McLean WH | 2011 < dolorosa e altamente debilitante,
para subtipos de PC . . . e
distrofia ungueal hipertréfica e
leucoceratose oral.
Alteracdo em sua estrutura molecular
Almeida Jr. 2004 Imunohistoquimica leva a enfermidades cutaneas, como
PC, que apresenta dor constante.
Acometimento principalmente
dos dois ter¢os distais da lamina
0. |V|,ICO|- 2016 Cultura das unhas ung_uegl_. Poqern assoma_r frag_|I|<31ade,
Martinez perionixia cronica e predisposicao
a superinfeccao por infec¢des
bacterianas.
Alteracdes afetam as citoqueratinas,
as quais compdem os filamentos
Cammarata- medianos do citoesqueleto das células
- 2015 Estudo histopatoldgico epiteliais. Ao modificar uma estrutura,
Scalisi F ~ -
ambas s&o prejudicadas, resultando
em dor constante devido ao abalo
primordial.
Muitos genes diferencialmente
expressos codificam componentes
criticos para a homeostase da barreira
Yu-An Cao 5016 Biopsias retiradas de dg peIe,_chumdo p_r_ohfe[agao,
pele plantar diferenciacéo, cornificagéo e
descamacao de queratinécitos. Assim,
ao haver um “desequilibrio” ocorrera
a ceratodermia plantar dolorosa.
A dor crénica impacta negativamente
Tariq, Sarah | 2016 Examg fI.SI(.JO a qualidade dg v!da; onde se _torna
multidisciplinar severamente limitada em atividades
diarias, secundéarias a dor.
Ceratodermia palmoplantar associada
ao PC é extremamente dolorosa e
Juliane C. Histopatologia e compromete a mobilidade do paciente,
2012 . N . ; "
Lessard imunofluorescéncia tornando-o o sintoma mais debilitante
do PC, comprometendo gravemente a
capacidade de andar.
Transcriptase
reversa-PCR, analise
Garcia, Marta | 2010 histopatologica e
culturas primarias de
queratinécitos humanos
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. L Estados de dor persistentes, mas
. Imunohistoquimica, ~
Sandrine M. . nao o comportamento agudo da dor,
, 2009 coleta de tecido e ~ . o
Géranton ) . séo substancialmente aliviados pela
immunoblotting o o
rapamicina administrada centralmente.
. ~ Comprovadamente, a Toxina
Mecanismo de acéo -
Colhado, O. . = Botulinica pode enfraquecer
2009 sobre a liberacédo da .
C.G S seletivamente a musculatura dolorosa,
acetilcolina : :
interrompendo o ciclo espasmo-dor.
K9 é necessario para a diferenciacéo
terminal e manuten¢do da integridade
Fu DJ 2014 Imunohistoquimicas mecénica da epiderme palmoplantar.
Pois ela colabora com a protecéo da
pele.
gﬂrﬁtorzozgicogf:zs A metodologia psicofisica pode ser
SILVA, José pregados p uma medida fidedigna e valida do
Aparecido da 20 mensuragao, tanto da quinto sinal vital, que € a dor, em
' dor clinica quando da dor ] ~ ’
. todas as suas dimensdes.
experimental.
Por mais confiavel que seja a
mensuragdo da dor por meio de
SILVA, . . escalas, ela apresenta limitagoes,
. Revisao de artigos . . .
Fabiana 2009 e pois esse sintoma consiste numa
A cientificos. : ~ - . .
Coélho da. manifestacdo subjetiva multifatorial,
influenciada pelo estado emocional da
pessoa.
Diferentemente das dores agudas, a
dor crbnica néo esta relacionada com
SALLUM, Ana 2012 Reviséo narrativa da a permanéncia ou aparecimento de
Maria Calil. literatura. alteragcbes neurovegetativas (sinais
de alerta). Dor crénica € mais que um
sintoma é a doenca que persiste.
Hiperalgesia (hiperpatia) superficial ou
cutdnea — Este disturbio caracteriza-
Estudo das bases .
COVIAN, L se pelo fato de que um estimulo
. 1965 neurofisiologicas da R ~ :
Miguel R. ~ originariamente ndo nocivo causa dor
sensacao. . .
ou porque um estimulo nocivo provoca
mais dor do que normalmente.
Para que a adequada instituicéo
de ferramentas terapéuticas de
LR:NDADE’ 2013 Revisédo da literatura bloqueio da dor ha necessidade
o do conhecimento dos mecanismos
envolvidos na sua fisiopatologia.
Registro de Pesquisa . .
HARRIS, K. | 2011 Internacional de Medicamentos utilizados para
. . melhoria das infecgoes.
Pachyonychia Congenita

Tabela 1 Artigos incluidos neste estudo, classificados segundo autor principal, ano da
publicacédo, método de pesquisa e relagdo da dor.

4 | DISCUSSAO

De acordo com a literatura, o indicio primordial de PC é a onicodistrofia, a qual
acomete especialmente os dois tercos distais do leito ungueal. Eles relacionam-se
a fragilidade, perionixis crénica (patologias do restante do aparelho ungueal, como
as dobras ungueais laterais e proximais) e predisposicao a superinfeccdo (uma nova
infecc@o sobreposta a uma infecgao preexistente durante a terapéutica antimicrobiana
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desta ultima) por C. albicans ou infec¢des bacterianas®.

Grande parte das mutagdes acontecem em coédons especificos, apresentando
uma “frequéncia”, onde em K6a ocorre no cédon N171 e, K17 nos cédons N92 e R9413,

Essas alteragcbes afetam as citoqueratinas, as quais compdem os filamentos
medianos do citoesqueleto das células epiteliais, onde apresentam semelhancgas
a proteina, que possui um dominio helicoidal central que tem como funcdo a
polimerizacdo das proteinas afim de dar forma ao tonofilamento da queratina. Esse
dominio se apresenta em formato circular e fragmentado em segmentos (1A, 1B, 2A
e 2B) e por ligantes flexiveis (L1, L12 e L2). Tendo como principal localizacdo da
montagem dos filamentos intermediarios o comec¢o da hélice 1A e o término da hélice
2B, as alteracbes ocorridas nesses locais dao inicio a este tipo de enfermidade™.

A existéncia de proteina mutante de queratina livre ndo agregada possibilita o
aumento da patogénese do fenotipo PC. O organismo apresenta queratinas que séo
“‘induziveis” (K6, K16 e K17) e que sua funcao é ligeiramente ativada depois de estresse
ou lesdo. Dessa maneira, em PC, os niveis de transcricdo dos genes KRT6A, KRT6B,
KRT16 e KRT17 se apresentam elevados?. A instabilidade genémica no primeiro éxon
do K6a e K17 justifica o motivo das mutagdes mais frequentes ocorrerem nesses genes,
pois, devido as repeticbes das trincas, a DNApol erra na tradugdo?. Desse modo, ao
alterar uma estrutura, todas as outras séo prejudicadas, tendo como resultado a dor
constante devido a sensibilizag3o inicial.

Além do mais, a queratina K9 também esta envolvida na sustentacéo de peso
mecénico recebido ao caminhar, por exemplo®, ela € numerosa e exclusivamente
manifestada na diferenciacdo terminal dos queratindcitos da epiderme, porém é
extremamente diminuida na pele envolvida de K63, logo, todos esses fatores, de uma
forma ou outra, interferem estruturalmente, manifestando a dor.

Gabriel et al. (2001) afirma que o estado de ansiedade intensifica a dor e sua
percep¢ao, levando ao circulo “dor-tensao-dor”, desmitificando o fato de que a dor &
apenas um fato orgénico’.

Porisso, Agne (2004) vem dizer que a dor precisa ser analisada em trés aspectos:

Suas qualidades sensoriais e discriminativas: sdo as que abordam os aspectos
qualitativos espaciais, temporais, de calor e pressdo da dor; sua resposta afetiva
e motivacional: é representada pelas reacées emocionais e autonémicas que a
dor pode provocar; e seus aspectos de avaliagdo cognitiva: é aquela que traz a
capacidade do individuo em perceber e avaliar a importancia subjetiva da vivéncia
de um quadro doloroso, comparando-o com suas experiéncias anteriores. (AGNE,
2004)

Até mesmo o meio cultural de origem do paciente norteia qual sera a sua reacéo,
percepc¢ao e significado a dor?®.

Dessa maneira, a distracao e a diversao diminuem a sensacéo dolorosa, criando
um ambiente mais agradavel psicologicamente, fazendo com que haja a redug¢ao dos
influxos das fibras finas?®.

Sabendo que os humanos apresentam trés cdpias de um gene KRT6 praticamente
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iguais (K6a, K6b e K6c), uma opcédo terapéutica seria um silenciamento génico
especifico do alelo utilizando pequeno RNA de interferéncia®, silenciando totalmente
a queratina modificada, sendo que sua perda seria suportada pelos outros genes, o
que diminuiria drasticamente a dor sentida pelo paciente.

Além disso, outra alternativa é a utilizacao de rapamicina, onde os especialistas
afirmam:

Estudos in vitro mostraram que a rapamicina aumentou o limiar de ativagéo
elétrica das fibras Ad nas raizes dorsais. Assim, alguns resultados sugerem que
a rapamicina central reduz a dor neuropatica atuando tanto em um subconjunto
positivo de mTOR de nociceptores A e neurénios de projecado de lamina | e sugere
uma nova via f@rmacolégica para intervencao terapéutica em estados de dor
persistentes. (GERANTON et al., pag.1, 2009)

Outra opgéao terapéutica é a acupuntura, que é uma terapia milenar que utiliza de
estimulos em pontos especificos pelo corpo que possuem terminag¢des nervosas, tendo
como beneficios: analgesia, sedacao, antidepressivo etc. Em pacientes com dores,
seria uma opcéo para reducdo do uso de medicamentos analgésicos e diminuicao
da dor, ja que € uma terapia cientificamente comprovada. E tudo isso se baseia na
liberacado de neurotransmissores que atuam no organismo?.

Por outro lado, existem outras maneiras relatadas de alivio da dor, como em
um estudo de caso que se constatou que inje¢cdes de gabapentina e toxina botulinica
plantar, juntamente com uma equipe multiprofissional (psicélogo, terapia cognitiva-
comportamental e fisioterapeuta), foi-se benéfico no alivio da dor crénica no pé de uma
paciente, onde a mesma apresentava um diagnoéstico médico complicado?. Onde,
a toxina botulinica € uma neurotoxina que apresenta alta afinidade pelas sinapses
colinérgicas, em que acarreta o impedimento da liberagdo de acetilcolina pelo terminal
nervoso, sem mudar a direcado neural de sinais elétricos ou sintese e armazenamento
de acetilcolina. Assim, ela debilita seletivamente a musculatura dolorosa, impedindo o
ciclo espasmo-dor*, fazendo com que a dor palmoplantar seja aliviada.

E para as bolhas causadas por traumas ou infec¢cdes, um dos artigos cita a
utilizacao de violeta genciana pelos pacientes estudados, sendo que esse medicamento
€ um bactericida de amplo espectro e fungicida, além de possuir propriedades anti-
inflamatorias®®.

Portanto, € possivel que outros fatores, tanto genéticos como ambientais, estejam
envolvidos na determinacéo do fenétipo clinico geral™.

51 CONCLUSAO

E rara a inclus&o do nivel/causa da dor nos pacientes com PC nas metodologias
aplicadas, dado que nos trabalhos analisados faltavam informacgdes relevantes sobre
o tema. Sugere-se aqui a realizagao de estudos especificos sobre a dor no paciente
de PC.

Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes 3 Capitulo 17




Um ponto positivo € a abordagem do fato da dor relacionar varios componentes,
que vao de questdes psicologicas a estruturais, assim, proporciona informacdes
suficientes para um paciente com tal enfermidade descrever tal percepcao da dor e
aumentar seu conhecimento sobre o tema.
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RESUMO: A biodisponibilidade de farmacos
veiculados em formas farmacéuticas soélidas
orais de liberagcdo imediata esta relacionada
com as propriedades de solubilidade e
permeabilidade do farmaco ao longo do trato
gastrintestinal (TGI). Diversos modelos in
vitro tém sido empregados na determinagao
e caracterizacdo da permeabilidade, como
0 ensaio de Permeabilidade em Membrana
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Artificial Paralela (PAMPA) que estima a
absorcéo passiva transcelular de moléculas a
partir de suas caracteristicas fisico-quimicas. O
presente capitulo tem o objetivo de descrever a
determinacdo da permeabilidade de farmacos
pelo modelo in vitro PAMPA, bem como expor
as variagOes da técnica, suas caracteristicas e
dificuldades, apresentando também exemplos
de experimentos realizados com farmacos.
Para isso, foi realizada busca bibliografica
em banco de dados

e PeriddicosCapes,

como Science Direct
artigos
entre 1998 a 2018. Vinte e sete artigos que

selecionando

descreveram a técnica foram encontrados.
Estes mostraram as variagbes de diversos
paréametros durante o ensaio de predicdo da
permeabilidade no TGl, na pele e na barreira
hematoencefalica e apresentaram os cuidados
e as limitagcbes do ensaio. O PAMPA é uma
técnica rapida, simples, considerada capaz
de prever a absorcdo de farmacos em varias
regibes do organismo por meio do ajuste de
variaveis inerentes ao estudo e, principalmente,
de proporcionar resultados correlacionaveis
O PAMPA também
possui cuidados que devem ser levados em

aos demais modelos.

consideragdo como forma de evitar fontes de
erro.

PALAVRAS-CHAVE: ensaio PAMPA,
permeabilidade, PAMPA permeabilidade.
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ABSTRACT: The bioavailability of drugs conveyed in solid oral forms of immediate
release is defined as the fraction of the administered dose which is absorbed intact
in the systemic circulation and is related to the solubility and permeability properties
of the drug along the gastrointestinal tract (GIT). Several in vitro models have been
employed in the determination and characterization of permeability, such as the Parallel
Artificial Membrane Permeability Assay (PAMPA), which estimates the transcellular
passive absorption of molecules from their physicochemical characteristics. The
aim of this chapter is to describe the determination of the permeability of drugs by
the in vitro model PAMPA, as well as to expose the variations of the technique, its
characteristics and difficulties, also presenting experiments with drugs as examples.
For this, a bibliographic search was carried out in a database such as Science Direct
and PeriodicosCapes, selecting articles between 1998 and 2018. Twenty seven papers
describing the technique were found, showing variations of several parameters during
the GIT permeability prediction test, skin and the blood-brain barrier and presented
the care and limitations of the trial. PAMPA is a fast, simple technique considered to
be able to predict the absorption of drugs in various regions of the body by adjusting
variables inherent to the study and mainly to have results obtained correlated to the
other models. PAMPA also has care that should be taken into account as a way to avoid
sources of error.

KEYWORDS: PAMPA assay, permeability, PAMPA permeability.

11 INTRODUCAO

A absorcao de um farmaco a partir de formas farmacéuticas solidas administradas
por via oral ocorre quando ha sua dissolugao nos liquidos do trato gastrintestinal (TGI)
e a sua permeacdo através das membranas intestinais até a chegada a corrente
sistémica.

Varios s&o os fatores que alteram a absorgéo, tais como: fatores fisiologicos,
fatores inerentes ao proprio farmaco como suas caracteristicas fisico-quimicas e
fatores relacionados a forma farmacéutica. A velocidade e a extens&o da absorcéao de
um farmaco, administrado por via oral, leva em consideracéo trés pilares essenciais:
a solubilidade do préprio farmaco, a permeabilidade através das membranas e a
velocidade de dissolucéo a partir da forma farmacéutica. Logo, quando existe uma alta
solubilidade e permeabilidade do farmaco, somado a uma dissolugéo rapida a partir
da forma farmacéutica, quantidade adequavel a dose do farmaco atinge a circulagéo
sistémica em velocidade apropriada e, consequentemente, pode ser distribuida e
chegar ao local de acao para cumprir seu efeito terapéutico (AMIDON et al., 1995).

Devido a estes fatores, a determinacdo da permeabilidade se faz necesséria,
uma vez que o farmaco solubilizado nos liquidos biolégicos deve atravessar as células
das membranas intestinais para ser absorvido.

Aclassificagcao da permeabilidade do farmaco estaindiretamente ligada a extenséo
da sua absor¢ao (da fracdo absorvida da dose) ou a velocidade de transferéncia de
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massa através da membrana intestinal e esta diretamente relacionada com a sua
estrutura molecular e com as caracteristicas fisicas e bioquimicas das membranas
(FDA, 2017).

As barreiras fisiolégicas do corpo humano, seus transportadores, bem como
as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco sao parametros que influenciam a
permeabilidade (GONCALVES et al., 2009).

Existem varios métodos para a determinacédo da permeabilidade de farmacos a
fim de prever a absorgéao in vivo. Dentre eles, os métodos mais difundidos s&o: métodos
in vivo em seres humanos que sao estudos de biodisponibilidade absoluta, estudos
de balanco de massa e estudos de perfusao intestinal; métodos de perfuséao intestinal
in vivo ou in situ em um modelo animal adequado; métodos in vitro utilizando secdes
de tecidos intestinais de origem humana ou animal e cultura de células. Normalmente
sédo empregadas células de adenocarcinoma de célon humano (Caco-2), células
Madin-Darby de rim canino (MDCK) e células TC-7, que sao subclones isolados das
células Caco-2. Para a avaliagdo preliminar da permeabilidade podem ser utilizados
também sistemas artificiais, como o ensaio de permeabilidade em membrana artificial
paralela (PAMPA) e métodos in silico, que empregam programas computacionais
para a previsao da permeabilidade de acordo com a estrutura quimica da substancia
(BUENO e RECH, 2009; SOUZA et al., 2007; BALIMANE et al., 2000).

Dentre os métodos citados para a determinacdo da permeabilidade, o ensaio
PAMPA se destaca por ser uma técnica simples, rapida e de baixo custo, que pode
gerar informacgdes sobre o carater lipofilico, o estado de carga em diferentes valores
de pH e a solubilidade do farmaco (KANSY et al., 1998).

Proposto por Kansy e colaboradores em 1998, o ensaio PAMPA baseia-se em
sistemas artificiais compostos por lipideos, utilizados nos estudos de previsdo da
absorcéo passiva de farmacos. A avaliacéo da permeabilidade de farmacos é realizada
de modo transcelular, dado que ndo ha expressao de transportadores.

Diante disto, este trabalho visa reunir informagdes sobre 0 que é e como realizar a
determinacao da permeabilidade de farmacos pelo modelo in vitro PAMPA, discutindo
as caracteristicas e as dificuldades do emprego da técnica, apresentando exemplos
de experimentos realizados com farmacos.

2| METODO

Foi realizada busca bibliografica em bancos de dados, como Science Direct e
Peridédicos Capes, utilizando as palavras-chaves “PAMPA permeability”, “PAMPA
assay” e “permeability”. Artigos cientificos contendo informacbes sobre a técnica,
publicados entre 1998 a 2018, foram coletados.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Constituicao do sistema para a realizacao do ensaio PAMPA

Natécnica, duas placas de 96 pocos acopladas assemelham-se a um “sanduiche”.
Uma placa é chamada de compartimento doador, na qual a substancia a ser avaliada
esta solubilizada em tampao, com pH variando de 3,0 a 10,0 mimetizando o lumen
intestinal, e a outra placa é denominada compartimento receptor, a qual recebe
apenas solucéo tampéo, usualmente com pH 7,4 mimetizando a corrente sanguinea.
Na base do compartimento receptor existe um filiro, geralmente composto de
polivinildifluorideno (PVDF), impregnado por lipideo dissolvido em solvente orgéanico,
0 qual gera uma membrana que mimetiza a mucosa intestinal. Durante a realizagao do
ensaio, o farmaco em solucao migra do compartimento doador para o compartimento
receptor por difusdo passiva (KANSY et al., 1998; REIS, 2013; AVDEEF, 2005).

Durante a busca bibliografica, vinte e sete artigos que descreveram 0 ensaio
PAMPA, bem como aqueles que avaliaram a permeabilidade no TGl, na pele e barreira
hematoencefélica e que mostraram variacdes de diversos paréametros durante o
ensaio, foram selecionados.

Para a realizacdo do ensaio PAMPA diversas variagdbes dos parametros da
técnica sao permitidas, conforme o que se deseja estudar. Os solventes n-dodecano,
n-hexadecano e 1,7-octadieno podem ser usados para a avaliagéo da permeabilidade
no TGI. Na barreira hematoencefalica, podem ser usados os solventes n-dodecano e
n-hexadecano. Os analogos sintéticos da ceramida, colesterol, 4cido estearico e uma
mistura de 70% de 6leo de silicone com 30% de miristato de isopropila (IPM) sdo usados
para a determinacao da permeabilidade na pele. A composicao lipidica apresentou alta
variabilidade, podendo conter lecitina de ovo ou soja, dioleifosfatidilcolina (DOPC),
solucéo lipidica extraida a partir de cérebro suino (Porcine Polar Brain Lipid - PBL),
Oleo de silicone e IPM, e mistura de fosfolipideos, na proporcéo de 2 a 20%. O pH
usado nos compartimentos variou de 4 a 8. O tempo de incubagao das placas variou
de 2 a 18 horas com ou sem agitacéo. A temperatura variou de 21°C a 37°C. Os
volumes utilizados nos compartimentos doador e receptor variaram de 150 pL a 300
ML (KANSY et al., 1998; ZHU et al., 2002; WOHNSLAND e FALLER, 2001; OTTAVIANI
et al., 2006; AVDEEF et al., 2001; BERMEJO et al., 2004; DI et al., 2003; SUGANO et
al., 2001; SINKO et al., 2012; SCHNEIDER, 2013).

3.2 Calculos de permeabilidade e correlacao com absorcao

Para a analise dos resultados é realizado o calculo de permeabilidade efetiva
(Equagéo 1), que leva em consideragdo os seguintes parametros: V, = volume do
compartimento doador; A = area da membrana; t = tempo de incubacao da placa em
segundos; T_ = tempo necessario para saturar a membrana; €_= porosidade aparente
do filtro de PVDF (NIELSEN e AVDEEF, 2004); r, =raz&o do volume dos compartimentos

Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes 3 Capitulo 18




doador e receptor; C,(t) e C,(0) = concentragdes em mol/mL das amostras presentes
no compartimento receptor ao final do ensaio e no compartimento doador no tempo
zero, respectivamente (AVDEEF, 2003; REIS, 2013).

L 2303V ( 1 )10 L1t G
f T T A=t )e, \l+r, /) 0BT T TRy, Cp(0)

Equagéo 1 — Férmula para o calculo da Permeabilidade efetiva (P_,)
Aequacao 2 permite a avaliagéo da possivel retencéo do farmaco nas membranas

e se esta retencao ird acometer no resultado do céalculo de permeabilidade (AVDEEF,
2003).

Mp(p) My (t)
RM =1- —
IT.ID(O) InD(O)
Equacéo 2 — Formula para o célculo da quantidade de farmaco retido na membrana

Os valores calculados de permeabilidade efetiva sdo entdo comparados a
valores obtidos de farmacos previamente estabelecidos como padrbes de alta e baixa
permeabilidade e, assim, pode-se concluir acerca da permeabilidade e processo de
absorcéo da substancia estudada. Um farmaco é considerado de alta permeabilidade
quando a extensdo da sua absorcdo em humanos for igual ou superior a 85%, de
acordo com FDA, EMA, OMS e ANVISA (FDA, 2017; WHO, 2006; EMA, 2010; BRASIL,
2011).

3.3 Cuidados e limitacoes do ensaio PAMPA

Certos cuidados durante a realizacao do ensaio PAMPA sao fundamentais, uma
vez que alguns parametros podem alterar os resultados de permeabilidade obtidos.

3.3.1 Composicao das membranas artificiais

A membrana artificial usada nos ensaios PAMPA por Kansy, Senner e Gubernator
(1998) é composta por um filtro de PVDF hidrofébico impregnado por componentes
lipidicos dissolvidos em solventes orgéanicos. A composicdo da membrana €
amplamente utilizada da mesma maneira, porém pode ser alterada. Com isso, a
escolha da composicao das membranas selecionadas para a realizacdo do ensaio
possui influéncia no resultado final, uma vez que a regulacao da fluidez da membrana
afeta as caracteristicas de transporte transcelular (MEDDINGS e THEISEN, 1989).
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3.3.2 Integridade das membranas artificiais

E necessario certificar que a membrana ndo sera rompida durante a realizacdo do
ensaio. A integridade da membrana é fundamental para garantir robustez do método,
provando que as fragdes permeadas na técnica ndo sejam provenientes de danos
a membrana (SCHNEIDER, 2013). A integridade da membrana é avaliada antes e
apo6s o experimento contribuindo para a eliminacdo de uma fonte de erro durante a
execucao do ensaio.

3.3.3 Composicéo e tipos de filtros

Kansy e colaboradores (1998) idealizaram o ensaio PAMPA utilizando um filtro
hidrofébico (PVDF) impregnado por lipideo dissolvido em solvente organico. Esse tipo
de filtro forma membranas estaveis e resistentes a excipientes e agitacado. Porém, a
geometria dos poros desse filtro facilita a retencéo dos farmacos na membrana.

Comisso, pesquisas jaforam realizadas utilizando o PVDF hidrofilico, aumentando
a permeacao das substancias e reduzindo o tempo de incubacéo das placas (ZHU et
al., 2002).

3.3.4 pH e composigdo dos meios dos compartimentos doador e receptor

Os meios dos compartimentos doador e receptor geralmente sdo solugdes
tamponadas que mimetizam os fluidos sanguineo e intestinal. O pH do compartimento
doador é fundamental no coeficiente de correlacédo (AVDEEF et al., 2007).

N&ao ha muitos estudos que certificam a condicéo de pH ideal e de acordo com
Avdeef e colaboradores (2007), a correlagdo pode diminuir com o acréscimo de novas
moléculas, principalmente se os farmacos incluidos n&o possuirem transporte passivo.

Comumente, o uso de um gradiente de pH é usado na técnica. Para o
compartimento doador o pH pode variar de 3,0 a 10,0 e no receptor o pH mantém-se,
frequentemente em 7,4 (AVDEEF et al., 2005).

O uso de co-solventes nos compartimentos doador e receptor tem sido empregado
para aumentar a solubilidade de compostos altamente lipofilicos, como o co-solvente
DMSO. Porém, a afinidade do composto lipofilico pelo tamp&o aumenta na presenca
de co-solventes, gerando valores de permeabilidade menores do que aqueles onde o
co-solvente nao é utilizado (SUGANO et al., 2001; DREASSI et al., 2009).

3.3.5 Camada de agua estacionaria

A camada de agua estacionaria, corresponde a uma camada de agua, muco e
glicocalix e tem a caracteristica de ser rigida, adjacente a parede intestinal, podendo
ser uma barreira para a permeacao por difusdao passiva (THOMSON et al., 1984).
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A fim de reduzir a espessura da camada de agua estacionaria no ensaio PAMPA,
Wohnsland e Faller (2001) e Avdeef, Nielsen e Tsinman (2004) propuseram 0O USO
de agitadores magnéticos que realizavam rotacéo individual nos pocos das placas e
conseguiam diminuir significativamente a camada de agua estacionaria.

No entanto, empregando consideracéo feita em 1995 por Adson e colaboradores,
a agitacado durante o ensaio PAMPA pode ser ineficaz devido ao fato do agitador
magnético individual agitar somente um dos lados dos compartimentos.

3.4 Aplicacoes do ensaio PAMPA

O ensaio PAMPA é um modelo in vitro que pode prever a absor¢ao in vivo de
farmacos ja existentes, de novas moléculas candidatas a farmaco e de substancias
bioativas. E normalmente empregado para a determinacéo da permeabilidade no TGl,
na pele e barreira hematoencefélica e também na comparacéao de resultados obtidos
com aqueles decorrentes de outros modelos.

O ensaio PAMPA e as células Caco-2 tém sido comumente utilizados para a
avaliacao da permeabilidade in vitro de novas moléculas. Li e colaboradores (2008)
realizaram ensaios comparativos entre atividade e permeabilidade. A atividade foi
expressa pela razao do coeficiente de inibicao (Ki) pela concentracéo inibitéria a 90%
(1C90), Ki/IC90, e a permeabilidade foi relacionada a taxa de permeacdo usando os
modelos de permeabilidade em células Caco-2 e PAMPA. Os resultados mostraram
uma correlagdo entre Ki/IC90 e PAMPA de r?=0,76, enquanto que a correlacdo
observada entre Ki/IC90 e permeabilidade em células Caco-2 foi de 0,29 (Li et al.,
2008). Estes dados sugerem que, para alguns farmacos que possuem a via passiva
como modo de permeacéo, o ensaio PAMPA pode ser mais preditivo do que a técnica
de permeabilidade em células Caco-2.

Bermejo e colaboradores (2004) realizaram ensaios de permeabilidade
intrinseca utilizando dezessete fluoroquinolonas. Nesta pesquisa, os filtros de PVDF
foram impregnados com 20% de lecitina em n-dodecano e foi avaliada a existéncia de
correlacao entre os resultados obtidos a partir dos ensaios PAMPA e aqueles obtidos
a partir de modelos de perfusdo em intestino de ratos e a partir de cultura de células
Caco-2 (BERMEJO et al., 2004). Os resultados mostraram que o PAMPA e a cultura de
células Caco-2 foram igualmente capazes de mimetizar os resultados obtidos in vivo
em ratos, demonstrando assim que 0s resultados obtidos com o ensaio PAMPA sao
plenamente equiparaveis a outros modelos.

Caldeira e colaboradores (2017) avaliaram a solubilidade em equilibrio e a
permeabilidade da substancia bioativa eremantolida C. A permeabilidade foi analisada
por método in silico e também in vitro pelo ensaio PAMPA. As condicdes do ensaio
PAMPA foram: temperatura a 37°C, agitacao a 50 rpm por 5 h. O compartimento doador
foi composto por uma solucéo de eremanolida C em tampao pH 6,8 e o compartimento
receptor consistiu em tampéao fosfato pH 7,4. Eremantolida C teve seus resultados
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de permeabilidade efetiva comparados aos farmacos furosemida e cloridrato de
propranolol, farmacos geralmente usados como padrdo de baixa e alta permeabilidade,
respetivamente. A permeabilidade efetiva da eremantolida C foi de 30,40x10° cm/s,
cerca de trés vezes maior do que o cloridrato de propranolol (9,23x10°¢ cm/s). Os
resultados mostraram que eremantolida C € uma substancia de alta permeabilidade, o
que foi corroborado com resultados obtidos in silico (CALDEIRA et al., 2017). O ensaio
PAMPA prevé a absorcdo de substancias in vivo com base nas suas caracteristicas
fisico-quimicas e possui resultados correlacionaveis com modelos computacionais
que fazem o uso do mesmo método.

A combinacao entre ensaio in vitro (PAMPA), in situ (perfusdo de cérebro de
rato) e o uso de descritores moleculares in silico, resultou em um estudo realizado
por Dagenais e colaboradores, 2009, que originou o chamado in combo-PAMPA. Este
modelo foi capaz de prever a permeabilidade passiva de dezenove farmacos através
da barreira hematoencefalica, na auséncia de efluxo mediado pela glicoproteina P-gp
(DAGENAIS et al., 2009). A permeabilidade pela barreira hematoencefalica pode ser
prevista pelo ensaio PAMPA de maneira satisfatoria.

Sinké e colaboradores (2012) propuseram o ensaio PAMPA utilizando membranas
impregnadas com diferente proporcdes de analogos sintéticos da ceramida, colesterol e
acido estearico (analogas a cetramidas presentes no estrato corneo) em uma pesquisa
com sete farmacos. Essa pesquisa teve como objetivo encontrar um modelo de facil
padronizacéo, alta reprodutibilidade e custo beneficio superior a metodologias ex vivo
para estimar a penetracdo de um farmaco através das barreiras da pele (SINKO et al.,
2012). O método PAMPA apresentou boa correlacéo para estudo de permeabilidade
de farmacos e cosméticos. Além disso, o0 ensaio demonstrou ter correlacéo satisfatoria
com dados in vivo.

41 CONCLUSAO

Estudos prévios mostraram que o ensaio PAMPA, assim como qualquer técnica,
possui cuidados e limitacbes que devem ser avaliadas previamente a um experimento
a fim de evitar fontes de erros indesejaveis. Este ensaio permite de forma rapida o
calculo da permeabilidade efetiva de farmacos e substancias biologicamente ativas,
que ocorre pela via passiva de absorg¢ao transcelular. Isto o torna um modelo muito
pertinente para avaliagcdo ou triagem prévia de um grande numero de substéncias
(KANSY et al., 1998). Com as variac¢des das caracteristicas do lipideo, o PAMPA pode
predizer a absorcao de farmacos em varias regides do organismo mediante o ajuste
de variaveis referentes ao objetivo pretendido.

O ensaio PAMPA, assim como qualquer técnica, possui cuidados e limitagcdes
que devem ser avaliadas previamente a um experimento a fim de evitar fontes de
erros.
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RESUMO: As causas das malformacdes podem
ser genéticas, ambientais ou multifatoriais.
Os agentes teratogénicos sdao ambientais e
podem ser fisicos, quimicos ou biolégicos.
Economicamente, o estado de Roraima se
utiliza de atividades garimpeiras, agricolas e
pecuarias, sendo que os produtos poluentes
dessas atividades como os metais pesados
e agrotéxicos sao lancados frequentemente
nos solos e rios. Essa pratica abusiva leva a
contaminacgao de peixes, plantagdes, bem como
pastagens destinadas aos rebanhos. Assim,
rotineiramente a populacdo de Roraima esta
sendo exposta aos teratdgenos, incluindo as
gestantes. O objetivo deste estudo foi conhecer
as principais malformagbes congénitas em
criancas do estado de Roraima. Trata-se de
um estudo observacional descritivo, no qual
foram consultados prontuarios do Centro
de Referéncia de Saude da Mulher e do
Hospital Materno Infantil Nossa Senhora de
Nazaré dentre o periodo de trés anos. Além
disso, foram convidadas para participar da
pesquisa gestantes de fetos com e sem
malformagdes congénitas atendidas no Centro
de Referéncia de Saude da Mulher. Foram
analisados 569 prontuarios e aplicadas 50
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fichas epidemiologicas, destes, 88 possuiam criangcas com malformacdo congénita.
Dentre as malformacbes, 72,7% foram malformacdes isoladas, 11,3% malformacdes
associadas, 9,1% malformacgdes multiplas e 6,9% sindromes genéticas. As principais
malformagdes congénitas observadas nessa populagéo foram as anomalias do sistema
nervoso (39,8%) e as cardiovasculares (25%). Acredita-se que os resultados obtidos a
partir dessa pesquisa, oferecerdo subsidios para propor medidas que visam aumentar
o conhecimento da populagéo sobre os defeitos congénitos no estado de Roraima.
PALAVRAS-CHAVE: Embriologia; Gravidez; Anormalidades congénitas.

ABSTRACT: The causes of the malformations can be genetic, environmental or
multifactorial. Teratogenic agents are environmental and may be physical, chemical
or biological. Economically the state of Roraima uses garimpeiras, agricultural and
livestock activities, and the pollutants of these activities, such as heavy metals and
agrochemicals, are frequently released in soils and rivers. This abusive practice
leads to contamination of fish, plantations, and pastures for herds. Thus, the Roraima
population is routinely being exposed to teratogens, including pregnant women. The
objective of this study was to know the main congenital malformations in children of the
state of Roraima. This is a descriptive observational study, in which the medical records
of the Reference Center for Women’s Health and the Maternal and Child Hospital
Nossa Senhora de Nazaré were consulted within the three-year period. In addition,
pregnant women from fetuses with and without congenital malformations attended at
the Reference Center for Women’s Health were invited to participate in the study. A
total of 569 medical records and 50 epidemiological records were analyzed, of which
88 had children with congenital malformation. Among the malformations, 72.7% were
isolated malformations, 11.3% were associated malformations, 9.1% were multiple
malformations and 6.9% were genetic syndromes. The main congenital malformations
observed in this population were abnormalities of the nervous system (39.8%) and
cardiovascular abnormalities (25%). It is believed that the results obtained from this
research, will offer subsidies to propose measures that aim to increase knowledge of
the population about the congenital defects in the state of Roraima.

KEYWORDS: Embryology; Pregnancy; Congenital abnormalities.

11 INTRODUGCAO

Malformacgéo congénita diz respeito a “um defeito morfoldégico de um érgéo, parte
dele ou de uma regiao maior do corpo resultante de um processo do desenvolvimento
intrinsecamente anormal”. Esta, afeta negativamente o desenvolvimento normal
da crianca, e em muitos dos casos, traz graves prejuizos a sua saude (MOORE;
PERSAUD; TORCHIA, 2016).

As malformacbes podem ser resultantes de fatores genéticos, ambientais ou
multifatoriais (HOROVITZ; LLERENA-JR; MATTOS, 2005). Os defeitos congénitos
ocasionados por fatores genéticos podem ter origem a partir das anomalias

Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes 3 Capitulo 19




cromossémicas numéricas ou estruturais e através de genes mutantes (PATIL; RAO;
MAJUMDAR, 2014). Os teratdégenos estéo inseridos dentro dos fatores ambientais,
contudo, a maioria das malformacdes decorrentes dos agentes teratogénicos podem
ser evitadas desde que ndo haja a exposi¢cdo materna (SCHULER-FACCINI et al.,
2002; GILBERT-BARNESS, 2010; MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2016).

Esta determinado que o momento critico para a gestante frente aos agentes
teratogénicos ocorre durante o pico da diferenciagéo celular e da morfogénese do
embrido (GILBERT-BARNESS, 2010). Porém, ainda que se saiba que o periodo
critico se refere a fase embrionaria, é imprescindivel lembrar que algumas substéncias
podem desempenhar um papel teratogénico mesmo quando empregadas depois
deste periodo (ZOMERDIJK, et al. 2014; BOLTMAN-BINKOWSK, 2016). Ja a heranca
multifatorial & determinada por uma combinac&o dos fatores genéticos e ambientais
(SCHULER-FACCINI et al., 2002).

A investigagdo epidemiolégica, contextualizada sobre as malformacgodes, esta
relacionada com a determinacdo de como as anormalidades especificas podem
associar-se com determinada circunstancia, condicéao, tempo e lugar (KALTER, 2003).
No Brasil, os estudos epidemioldgicos sobre 0 assunto sao reduzidos e se baseiam
principalmente em dados hospitalares (NUNES et al., 2010; LIMA et al., 2018).

No estado de Roraimaaindanao existemestudosdisponiveis sobre otema, embora
os individuos residentes nesta regido estejam interagindo direta ou indiretamente com
varios tipos de ambientes propicios ao desenvolvimento destas anormalidades. Nessa
regidao do pais, observa-se a presenca de areas de garimpo, onde existe elevada
concentracao de metais pesados (DINIZ; SANTOS, 2005), uma diversidade de plantas
esta inserida neste espaco da Amazdnia setentrional, sendo frequentemente, algumas
espécies, consumidas pela populagao local na forma de remédios caseiros (LUZ, 2001),
e a propria flora da regido de Roraima e o clima propiciam a proliferagcédo de mosquitos
que transmitem agentes infecciosos, tais como os virus causadores da Dengue, Zika e
Chikungunya (MANIERO et al., 2016). Diante da importancia dos defeitos congénitos
na populacdo em geral e pela escassez de trabalhos no Estado, o presente estudo
teve por objetivo conhecer as principais malformag¢des congénitas em criangas do
estado de Roraima.

2| METODOLOGIA

Trata-se de um estudo observacional descritivo que foi aprovado pela Diretoria
de Ensino e Pesquisa (DEP) do Hospital Materno Infantil Nossa Senhora de Nazaré
(HMINSN), pela Diretoria do Centro de Referéncia de Saude da Mulher (CRSM) e pelo
Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos da Universidade Federal de Roraima
— CEP/UFRR (2.366.062).

Inicialmente, foi realizado um levantamento de dados de prontuarios de um
periodo de trés anos (2015-2018), no HMINSN e no CRSM para averiguar os tipos
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de malformacgdes presentes no estado de Roraima. Além disso, foram convidadas
para participar da pesquisa gestantes de fetos com e sem malformagdes congénitas
atendidas no CRSM. As participantes selecionadas receberam explicacao detalhada
sobre o0 objetivo do estudo e a seguir, foram convidadas a assinar o termo de
consentimento livre e esclarecido e o termo de assentimento, quando necessario. Apos
a assinatura, as gestantes foram submetidas a uma ficha de dados epidemiologicos.

Gestantes menores que 12 anos de idade e maiores do que 45, bem como o
grupo de vulneraveis (pacientes indigenas, portadoras do virus da imunodeficiéncia
humana e imigrantes) foram excluidas desta pesquisa. Os dados dos prontuéarios do
HMINSN e do CRSM, mais as informacdes coletadas das gestantes foram analisadas
através do programa Microsoft Excel.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisados 569 prontuarios do periodo de 2015 a 2018 no HMINSN e no
CRSM de recém-nascidos com algum grau de comprometimento apds o parto e foram
aplicadas 50 fichas de dados epidemioldégicos em gestantes atendidas no CRSM.
Desses prontuarios e fichas, 88 (14,2%) apresentavam criancas com malformacao
congénita.

Para facilitar a andlise, as anomalias foram classificadas em quatro grupos:
malformacdes isoladas, malformacbes associadas, malformagbes multiplas e
sindromes genéticas. As isoladas sdao as anomalias que afetam um unico sistema, as
associadas comprometem dois sistemas e as multiplas afetam trés ou mais sistemas
do corpo humano (FONTURA; CARDOSO, 2014).

Sessentaequatro (72,7%) dosindividuos acometidos apresentaram malformacdes
isoladas, 10 (11,3%) malformacdes associadas, 8 (9,1%) malformag¢des multiplas e 6
(6,9%) casos de sindromes genéticas (grafico 1).

Distribuicao das Malformacgodes

MM SG MA
9,1%  6.9% 11,3%

oMl o= MA = MM =55

Grafico 1: Distribuicdo das malformacdes congénitas de acordo com 0s grupos

*Ml= malformacdes isoladas, MA= malformacdes associadas, MM= malformacdes multiplas e SG= sindromes

genéticas.
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A partir desses dados pode-se observar ainda que os casos de anomalias que
afetam o sistema nervoso séo prevalentes entre as criangas nascidas em Roraima,
representando 39,8% (N=35) do total de malformagbes congénitas. Entre as
malformacgdes do sistema nervoso, 80% (N=28) se manifestaram de forma isolada,
17,1% (N=6) em associacao e 2,9% (N=1) mdultipla.

As malformacgbes congénitas que afetam o sistema cardiovascular ganharam
um segundo papel de destaque na pesquisa, atingindo 25% (N=22) da populacéo
estudada. Sendo que 63,7% (N=14) se apresentaram de forma isolada, 22,7% (N=5)
em associacao e 13,6% (N=3) multipla. Todas as informacbes supracitadas estao
inseridas na tabela 1, juntamente com os dados das demais malformagdes encontradas

no estudo.
Sistema/area comprometido N° N° N° N° %
com a malformacéao Mi MA MM Total (n°88)

Neurolégico 28 6 1 35 39,8
Cardiovascular 14 5 3 22 25
Craniofacial 6 4 3 13 14,8
Parede abdominal anterior 9 1 1 11 12,5
Geniturinaria 4 3 1 8 9,1
Gastrointestinal 3 1 2 6 6,8
Osteomuscular - - 5 5 5,7
Pulmonares - - 2 2 2,3
Cisto
Abdominal i i 2 2 2.3

Tabela 1: Distribuicdo das malformacgdes congénitas encontradas em Roraima, Brasil

*Devido a presenca de malformagdes associadas e multiplas, a soma do n. total e do percentual final difere do
namero absoluto (n.88) de casos.

Com relagdo aos pacientes que apresentaram sindromes genéticas (tabela 2),
nao foi possivel definir os tipos de alteracdes fisioloégicas que eles apresentaram ao
nascimento, devido a escassez de informacgdes nos prontuarios médicos.

Sindromes genéticas Ne (N°6) %
Down 3 49,9
Noonan 1 16,7
Turner 1 16,7
1

Osteocondrodisplasia 16,7

Tabela 2: Distribuicdo das sindromes genéticas

Esses achados se assemelham aos encontrados no bercéario anexo a Maternidade
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo,
onde os pesquisadores também constataram que as malformacgdes neuroldgicas foram
prevalentes (PIMENTA; CALIL; KREBS, 2010). No entanto, Pimenta e colaboradores
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determinaram que as anomalias do sistema urogenital foram a segunda causa de
malformacdes entre a populacdo estudada, porém, ambos os estudos trazem as
anomalias craniofacias como a terceira causa de malformagbes entre as criancas.
Outro estudo que se aproxima do realizado em Roraima, demonstra que os defeitos
do sistema cardiovascular, seguido das alteracbes do sistema nervoso central,
sdo as principais causas de obtido de recém-nascidos e menores de um ano com
malformacgdes congénitas no estado de Pernambuco (ARRUDA; AMORIM; SOUZA,
2008).

Diferente dos resultados encontrados para o estado de Roraima, mas que
se destaca por se repetir em outros Estados (Sao Paulo, Rio de Janeiro, Paran3,
Pernambuco, Maranhé&o e Ceara) brasileiros, é a categorizacao em primeiro lugar das
malformacgdes osteomusculares, seguidas das alteragdes neurologicas (NASCIMENTO
et al., 2006; GUERRA et al., 2008; MELO et al., 2010; SILVA et al., 2011; RODRIGUES
et al., 2014; FONTURA; CARDOSO, 2014). A partir desses dados, € possivel inferir
que a distribuicao das malformacgdes ocorre de forma variada, de acordo com a area
de estudo. Além do mais, pode-se observar que essa variagao ocorre até mesmo em
localizacdes diferentes dentro de um mesmo Estado (MELO et al., 2010; POLITA et
al., 2013). Isso se da devido ao ambiente em que a gestante esta inserida, bem como
sua carga genética e habitos de vida, visto que o risco para se gerar uma crianga com
malformacédo pode ser genético, ambiental ou multifatorial (HOROVITZ; LLERENA-
JR; MATTOS, 2005).

Quando analisamos as principais malformag¢des encontradas em Roraima, pode-
se deduzir que o ambiente (fauna e flora), as préaticas laborais (garimpo, agricultura
e pecuaria) e a cultura (uso de plantas medicinais) do Estado estao influenciando
direta ou indiretamente no desenvolvimento dessas anomalias (LUZ, 2001; DINIZ;
SANTOS, 2005; MANIERO et al., 2016). Afinal, o sistema nervoso e o cardiovascular
se desenvolvem de forma complexa e prolongada, tornando-se suscetiveis a erros
do desenvolvimento tanto no periodo embrionario como fetal (MOORE; PERSAUD;
TORCHIA, 2016).

41 CONCLUSAO

Pode-se observar que as principais malformac¢des encontradas em criancas
do estado de Roraima acometem o sistema nervoso e cardiovascular. Acredita-se
ainda que os resultados obtidos a partir dessa pesquisa, oferecerdao subsidios para
propor medidas que visam aumentar o conhecimento da populacéo sobre os defeitos
congénitos em Roraima.
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RESUMO: A leishmaniose visceral € uma
patologia de interesse mundial, pois seus
portadores apresentam elevadas taxas

de morbimortalidade. Nas Américas e no
Mediterraneo, o principal agente etioldgico
causador dessa doenca € a Leishmania
infantum, parasita intracelular obrigatério
transmitido através do repasto sanguineo
das fémeas dos flebotomineos, que tem a
capacidade de disseminar nos érgaos internos
do hospedeiro, gerando graves complicacoes.
Dentre os modelos animais utilizados para
estudo desse parasita, destaca-se o murino.

Estudos mostram que, nessa infeccao,
linhagens distintas de uma mesma espécie
podem apresentar diferentes respostas

imunologicas. Apesar dos recentes avancos,
ainda ha necessidade de novas estratégias
de controle e tratamento dessa doenca.
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Sendo assim, o presente trabalho avaliou diferentes respostas imunolégicas em
macrofagos intraperitoneais obtidos de camundongos Balb-c e C57BI/6 infectados in
vitro com Leishmania infantum, a fim de observar quais respostas se associam mais
aquelas observadas no organismo humano. As metodologias empregadas foram as
especificas para cada variavel analisada. A producao de IL-6, MCP-1, TNF-a e ROS
foram significativamente maiores nos macrofagos provenientes da linhagem C57BI/6
quando comparado a linhagem Balb-c. Assim, pressupde-se que os camundongos da
linhagem C57BI/6, apresentam capacidade de controlar de forma eficaz a leishmaniose
visceral causada pela L. infantum em virtude da producéo acentuada de citocinas pro-
inflamatorias e intermediarios reativos do nitrogénio. Por outro lado, evidenciou-se que
a linhagem Balb-c foi mais susceptivel ao desenvolvimento da doenga, se mostrando
melhor opg¢ao para estudos em que a replicacédo e desenvolvimento do parasita se
fazem necessario.

PALAVRAS CHAVES: Leishmania infantum, Macréfagos, Balb-c, C57BI/6.

ABSTRACT: Visceral leishmaniasis is a worldwide interest pathology because of its high
morbidity and mortality rates. Leishmania infantum is the most common etiological agent
in the Americas and Mediterranean. It is an obligate intracellular parasite transmitted
by the female sandfly and has the ability to disseminate to internal organs. One of the
best models to study this disease is the murine model. Studies show that different
strains of the same leishmania may present different immune responses. Even with all
the recent findings there is still a need for new strategies for control and treatment of
this disease. Thus, the present study consists of the analysis of different immunological
responses in phagocyte strains obtained in Balb-c and C57BI/6 mice infected in vitro with
Leishmania infantum, in order to observe which responses are associated more with
those observed in the human organism. Our findings demonstrated that the production
of IL-6, MCP-1, TNF-a and ROS were significantly higher in macrophages from the
C57Bl/6 lineage when compared to the Balb-c lineage. Regarding NO production,
there was no significant difference between the two strains. Based on the findings in
question it is assumed that mice of the C57BI/6 lineage present the ability to effectively
control visceral leishmaniasis caused by L. infantum due to the fact that it produces
more proinflammatory cytokines by controlling infection. However, the Balb-c strain is
more susceptible to the development of the disease, showing a better option for studies
in which the replication and development of the parasite is necessary.

KEYWORDS: Leishmania infantum, Macrophages, Balb-c, C57BI/6.

11 INTRODUCAO

As leishmanioses s&o um conjunto de doencas causadas por cerca de 20
protozoarios do género Leishmania, os quais sdo transmitidos durante o repasto
sanguineo da fémea do flebotomineo no mamifero (DE FREITAS et al., 2016).
Clinicamente as leishmanioses sao divididas em quatro formas, sendo elas a
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leishmaniose cuténea, cutanea difusa, mucocutanea e a leishmaniose visceral (LV)
(AKHOUNDI et al., 2016). Em 2016 foram registrados 220 mil novos casos dessas
doengas no mundo, sendo 20 mil casos da LV (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2018)

A LV é a forma mais agressiva da doenca e se nao tratada tem chance de 95%
de Obito (READY, 2014)a neglected tropical disease. These parasitic protozoans are
usually transmitted between vertebrate hosts by the bite of blood sucking female
phlebotomine sand flies. This review focuses on the two parasites causing most human
visceral leishmaniasis (VL. Ela € causada pelos parasitos do complexo L. donovani,
sendo a L. donovani o agente etiolégico na india e Africa Central e a L. infantum
nas Américas, Oriente Médio, Asia Central, China e mediterraneo (PALATNIK-DE-
SOUSA; DAY, 2011)surveillance and control of cross-species disease, education, and
research into disease pathogenesis, diagnosis, therapy and vaccination. The concept
encompasses the human population, domestic animals and wildlife, and the impact that
environmental changes (‘environmental health’. Durante muito tempo, acreditou-se
qgue essa doencga era causada por trés espécies: Leishmania donovani (L. donovani),
L. infantum e Leishmania chagasi (L. chagasi). Entretanto, L. infantum e L. chagasi
foram consideradas como sendo uma unica espécie, por compartilharem do mesmo
material genético (MOMEN; GRIMALDI JUNIOR; DEANE, 1987).

Diferentemente das espécies que causam lesdes cutédneas, em que a proliferacéo
dos parasitos permanece contida no local da lesdo, na leishmaniose visceral esses
protozoarios tém a capacidade de disseminar para outros érgaos como figado, baco
e medula 6ssea, gerando problemas graves como hepatoesplenomegalia, febre
alta, pancitopenia e hipergamaglobulinemia. Essas alteragdes sao consideradas os
sintomas mais caracteristicos da fisiopatologia da doenca (FORESTIER, 2013).

A transmisséo da Leishmania ocorre por meio do repasto sanguineo da fémea
hematéfaga do flebotomineo (GOMES et al., 2018). Ao se alimentar de um hospedeiro,
uma fémea saudavel pode ingerir fagocitos infectados, os quais se rompem no
interior de seu intestino médio, liberando formas amastigotas que logo se dividem e
transformam em formas promastigotas (NEVES, 2016). O sangue ingerido é envolto
pela matriz peritréfica, a qual se rompe entre 48 e 72 horas ap0s a alimentacéo e libera
essas formas, que migram para o intestino anterior do inseto, tornando-se formas
promastigotas metaciclicas, as quais sao infectantes para o hospedeiro vertebrado. Ao
realizar o repasto, as formas infectantes presentes no intestino anterior do inseto entram
em contato com o sangue do hospedeiro definitivo e 14 podem ser internalizadas por
fagocitos e se diferenciarem em formas amastigotas (BATES, 2007; NEVES, 2016).

Os macrofagos sé@o células do sistema imune inato, responsaveis por diversas
funcbes do organismo como a fagocitose - processo essencial para a reciclagem
de nutrientes, homeostase do organismo (ABBAS, A. K.; LICHTMAN, A. H; PILLAI,
2012), defesa contra patdgenos, producdo de citocinas, apresentacdao de antigenos
as células da imunidade adaptativa, entre outras (ABBAS, A. K.; LICHTMAN, A. H;
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PILLAI, 2012). Esse tipo celular é encontrado em todos os tecidos, e se desenvolvem
a partir de células mieldides na medula éssea (SIEWEKE et al., 2013).

A L. infantum encontra no interior dos macréfagos um lugar ideal para sobreviver,
pois apds escaparem do sistema fagocitico dessa célula, estas tém a sua disposicéo
0s nutrientes necessarios a sobrevivéncia e proliferacdo dentro do organismo
(FLANNAGAN; COSIO; GRINSTEIN, 2009).

Ao observar esse processo mais detalhadamente, como ja foi descrito por estudos
anteriores, ap0s a inoculacéo da L. infantum pelo flebotomineo, o parasito é fagocitado
pelos macréfagos do tecido. Embora muitos deles sejam destruidos pelos mecanismos
defagocitose, alguns escapam do poder microbicida do fagolisossomo, transformando-o
em um vacuolo parasitéforo que abriga o parasito (LODGE; DESCOTEAUX, 2008).
Depois de alojados nesse vacuolo, os parasitos se transformam em amastigotas, as
quais séo capazes de se multiplicar por fiss&o binaria. A partir do momento em que a
célula hospedeira fica sobrecarregada por parasitos, esta sofre apoptose e libera as
formas amastigotas que contaminam outros macréfagos (REAL et al., 2014). O ciclo
de vida é concluido quando um flebotomineo ingere sangue contendo amastigotas ou
fagocitos infectados (ARANGO DUQUE; DESCOTEAUX, 2015).

Sabe-se que, assim como em inumeras outras infec¢des, as células do sistema
imune inato sdo cruciais para uma resposta imunoldgica eficaz (ABBAS, A. K;
LICHTMAN, A. H; PILLAI, 2012). Na resposta imunolégica gerada pelos macréfagos
durante as primeiras horas da infeccéo por Leishmania spp., 0s principais mecanismos
observados séo a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies
reativas de nitrogénio (RNS) (FANG, 2004; ILES; FORMAN, 2002). Esse processo €
rigorosamente regulado pelo organismo e tem como finalidade eliminar o patégeno
sem danificar, ou danificando o minimo, a célula hospedeira. Este sofre influéncia
direta do processo de fagocitose, envolvendo varias enzimas. Dentro desse contexto,
€ observado que a enzima sintase induzida do Oxido nitrico (INOS) é de suma
importancia, sendo responsavel pela producado de NO nos fagolisossomas (RITTER,;
FRISCHKNECHT; VAN ZANDBERGEN, 2009; ROSSI; FASEL, 2018).

E sabido que os parasitos Leishmania spp. apresentam um escudo de
lipofosfoglicano (LPG), o qual € capaz de gerar maior resisténcia frente aos mecanismos
imunoldgicos, principalmente aqueles mediados pelos macrofagos no fagolisossoma
(CARNEIRO et al., 2018). Ademais, estudos ja mostraram que esse parasito apresenta
a capacidade de secretar e induzir os macrofagos a produzirem arginase, que compete
com iNOS, regressando a producao de NO. No final do processo, é observado que os
macrdfagos produzem os nutrientes essenciais para a sobrevivéncia e desenvolvimento
dos parasitos, além de deixarem de produzir intermédios para elimina-los (GAUR et
al., 2007).

A ativacédo adequada dos macroéfagos elimina o parasito, enquanto o oposto leva
a reacao inflamatéria crénica (BRANDONISIO et al., 1996). Ha estudos que mostram
gue nessa fase da infeccao, os parasitos modulam os macréfagos a ponto de impedir
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que este seja ativado, criando um reservatorio de infeccéo que é protegido do ataque
imunoloégico (JANEWAY, CHAERLES A.; TRAVERS, PAUL; WALPORT, MARK;
SHLOMCHIK, 2001).

Evidéncias demonstram que o parasito tem a capacidade de modular o
metabolismo mitocondrial do macréfago infectado. Tal fato pode ser explicado pela
L. infantum sequestrar o eixo SIRT1-AMPK (do inglés: AMP-activated protein kinase
- histone/protein deacetylase), fazendo com que, durante a infeccéo, os macrofagos
mudem de um metabolismo glicolitico inicial para uma fosforilagao oxidativa (MOREIRA
et al., 2015).

Estudos indicam que quando ha presenca concomitante de LPS com o
parasito Leishmania spp., as células de defesa séo capazes de combaté-lo melhor,
principalmente no ambito da producdo de NO, gerando melhores resultados na
resposta imune, e consequentemente, na reducdo da carga parasitaria (PANARO et
al., 2001).

Apesar de serem observados estudos que visem cada vez mais a compreensao
de como a Leishmania spp. € capaz de modular as respostas imunoldgicas dos
macroéfagos, é perceptivel que o conhecimento das respostas das citocinas derivadas
de macréfagos e os mecanismos moleculares envolvidos ainda sao limitados e
necessitam de mais estudos para serem melhor compreendidos (LAPARA; KELLY,
2010).

Sabe-se que para eliminacdo do parasito nos macrofagos, sao indispensaveis a
producao de citocinas e quimiocinas pro inflamatérias como a IL-6, TNF-a e MCP-1,
as quais sao capazes de gerar recursos imunolégicos capazes de eliminar ou atenuar
a infeccao no interior dessas células. Porém, estudos ja mostraram que os parasitos
L. infantum apresentam a capacidade de impedir ou atenuar de forma significativa a
producédo desses mecanismos (ARANGO DUQUE; DESCOTEAUX, 2015; LAPARA;
KELLY, 2010; TEIXEIRA et al., 2006).

O extenso uso de camundongos em estudos in vivo e 0 uso de suas células em
estudos in vitro se deve a popularidade e sucesso na pesquisa biomédica. Esse fato
pode ser explicado pela existéncia de uma grande colecéo de linhagens endogémicas
e pela facilidade de manipular a forma de acasalamento, gerando uma prole com um
gendtipo altamente parecido, facilitando o estudo de variaveis (SZATKIEWICZ et al.,
2008). Também € importante destacar a simplicidade de manté-los, outra vantagem
desse modelo (GUENET, JEAN-LOUIS; BONHOMME, 2003).

Dentre os modelos mais utilizados na pesquisa in vivode parametros imunolégicos
- ou nao - da infeccéo por Leishmania spp., destaca-se o murino. Sabe-se que 0s
organismos reagem de forma distinta quando expostos a espécies diferentes de
Leishmania spp.. Entretanto, diferentes espécies de camundongos produzem respostas
distintas, frente a diferentes variaveis da infeccdo, mesmo quando acometidos
pela mesma espécie do patdbgeno, como o aqui estudado. Com isso, acentua-se a
importancia de conhecer essas diferencas, a fim de que o pesquisador seja capaz de
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determinar um modelo experimental adequado ao estudo que se pretende realizar
(LORIA-CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ, 2014).

Camundongos das linhagens Balb-c e C57BI/6 s&o hospedeiros experimentais
importantes para estudos frente o desenvolvimento da doenca e testes vacinais
(NATALE, C. C.; SEIXAS, P. M.; DE ALMEIDA, 2016). Contudo, € essencial conhecer
as limitacbes e beneficios que cada linhagem apresenta quanto a infeccédo do
microrganismo estudado, para que as pesquisas que seréo posteriormente realizadas
sejam com os melhores modelos experimentais possiveis.

2| METODOLOGIA

2.1 Animais

Trata-se de estudo do tipo experimental, no qual foram utilizados macréfagos
provenientes de camundongos das linhagens Balb-c e C57BI/6, com idade entre 6 € 8
semanas, sendo cinco animais de cada linhagem. Os camundongos foram obtidos no
biotério central da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM) e os experimentos
realizados no laboratério de Imunoparasitologia da mesma Universidade, em Uberaba,
Minas Gerais. O trabalho foi submetido e aprovado pelo comité de ética da UFTM,
registrado sob o0 n° 23085.002402/2018-99.

2.2 Obtencao dos macrofagos e infeccao

Para obtenc&o dos macréfagos, inoculou-se pela via intraperitoneal de cada
camundongo, 1 mL de Tioglicolato a 4%, aplicado no lado direito inferior do periténio.
Apbs 72 horas, os animais foram eutanasiados e as células presentes no compartimento
peritoneal, coletadas através de lavado intraperitoneal, utilizando-se 3 mL de meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) estéril. O lavado coletado foi centrifugado a
400 G, durante 10 minutos, e ressuspenso em meio RPMI suplementado com 5% de
Soro Fetal Bovino (SFB) (RPMI 5%) na concentragdo de 2x106/ml.

Apos, 2x105 macrofagos foram adicionados as placas de microtitulacdo e
mantidos nas seguintes condi¢coes: sem estimulo (Meio), estimulados com 1ug/mL de
LPS (LPS), na presenca de L. infantum CEPA IOCL2906 MOI 3:1 (L. infantum), e na
presenca concomitante de L. infantum e LPS, nas condi¢gbes descritas anteriormente (L.
infantum+LPS). As culturas foram mantidas a 37°C, 5% CO2 por 4h, para quantificacéo
de ROS e NO, e por 24h, para quantificacdo de NO, TNF-q, IL-6 e CCL-2 (MCP-1).
Apéds cada tempo, os sobrenadantes foram recolhidos e armazenados a -20°C para
posterior analise

2.3 Quantificacao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

A producéo de Espécies Reativas de Oxigénio foi avaliada pela marcacéo
intracelular com a sonda DCFDA (10uM/poco) sensivel especialmente aos radicais
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hidroxilo e peroxido de hidrogénio. Posteriormente, foram adicionados aos pogos
de cada placa estimulos especificos, conforme descrito anteriormente. A producéo
de ROS foi avaliada ap6s 4 horas, mediante fluorescéncia emitida em 517 nm, ap6s
excitacao em 488 nm, em leitor de microplacas EnSpire multimode plate reader.

2.4 Quantificacao de Oxido nitrico (NO)

Para a dosagem do 6xido nitrico, foi utilizada a reac¢do colorimétrica de Griess,
gue consiste na deteccéo de nitrito, resultante da oxidacado do NO nos sobrenadantes
de cultura, previamente coletados nos tempos de 4 e 24h. Adicionou-se a uma
placa de 96 pocos 50 uL do sobrenadante de cultura, seguido do mesmo volume
do reagente de Griess. Para a confec¢cdo de uma curva-padréo, procedeu-se com
diluicbes seriadas de nitrito de sédio. ApOs incubacéo de 10 minutos ao abrigo da luz,
a leitura no espectrofotometro (FACSCalibur) foi realizada a 450 nm.

2.5 Dosagem de citocinas e quimiocinas

O método utilizado para a quantificacdo destas foi o Cytometric Bead Array
(CBA). Essa técnica permite a dosagem de um conjunto de citocinas e quimiocinas
na mesma amostra. Neste trabalho foram quantificadas: IL-6, MCP-1 e TNF-a. O
principio da andlise consiste na juncao de diferentes beads com anticorpos de captura
para cada analito que se deseja dosar. As beads que se ligam as citocinas/quimiocinas
emitem fluorescéncias de intensidades diferentes para cada variavel pesquisada. A
quantificacdo das mesmas foi realizada através da citometria de fluxo, que captou
as diferentes fluorescéncias de cada tipo de citocina/quimiocina, e reportou as
concentracdes em relagao a curva padrao confeccionada paralelamente com citocinas
e quimiocinas recombinantes.

2.6 Analises estatisticas

Todas as andlises foram realizadas considerando a producéo das culturas na
presenca de L. infantum, subtraida da producéo de seu respectivo controle basal: L.
infantum - Meio e L. infantum+LPS — LPS. As analises estatisticas foram realizadas
no ambiente de desenvolvimento integrado para calculos estatisticos e graficos “R”
(https://lwww.r-project.org/) por meio dos algoritmos dedicados do pacote Stats versdo
3.6.0 (R CORE TEAM, 2018).

As analises estatisticas foram realizadas no ambiente de desenvolvimento
integrado para célculos estatisticos e gréaficos “R” (https://www.r-project.org/) por meio
dos algoritmos dedicados do pacote Stats versao 3.6.0 (R CORE TEAM, 2018).

As dosagens de cada uma das variaveis quantitativas — NO, citocinas e
quimiocinas — foram submetidas ao teste de Andlise de Variédncia com dois fatores
(ANOVA two-way) para indicar dependéncia das variaveis qualitativas Linhagem e/ou
Estimulo. Prosseguiu-se, entdo com o teste a posteriori utilizando-se o teste de Tukey
Honest Significant Differences (Tukey HSD) para localizar os padrdes das diferencas
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com intervalo de confianga = 95% (p valor <0,05).

A média da resposta aos diferentes tratamentos em cada fator foi tracada em
gréficos de interacéo bidirecional utilizando-se os algoritmos do pacote ggpubr versao
0.1.0 (KASSAMBARA, 2018).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sabe-se que a resposta imunoldgica da leishmaniose in vivo e in vitro depende,
dentre outros fatores, de um delicado equilibrio de moléculas efetoras e varias citocinas
e quimiocinas, pré e anti-inflamatérias (LOEUILLET; BANULS; HIDE, 2016). Neste
sentido, a susceptibilidade aumentada ao parasito L. infantum dos camundongos da
linhagem Balb-c ja foi descrita em alguns estudos. Achados da literatura demonstraram
que a capacidade de producado de citocinas anti-inflamatérias como a interleucina 4
(IL-4) e interleucina 10 (IL-10) por esses camundongos é significativamente maior
(ROLAO et al., 2007). Complementar a este estudo foi evidenciado que a linhagem dos
camundongos C57BI/6 é mais resistente a leishmaniose visceral quando comparado
ao Balb-c, tanto os infectados por L. donovani quanto por L. infantum (BODHALE, N.
P.; PAL, S.; KUMAR, S.; CHATTOPADHYAY, D.; SAHA, B.; CHATTOPADHYAY, N.;
BHATTACHARYYA, 2018). Contudo, o efeito desta infeccdo nas células onde esta
infeccdo se desenvolve e a caracterizacdo de pontos especificos que podem ser
impactados diferencialmente entre estas linhagens ainda necessitam de estudos.

3.1 A infeccao por L. infantum modula diferencialmente a producao de ROS e

Oxido nitrico em camundongos Balb-c e C57BI/6

Apos a infecgcdo com L. infantum macréfagos derivados de camundongos Balb-c
e C57BI/6 tiveram sua capacidade de gerar ROS inibida, tanto na infeccéo isolada
com L. infantum quanto na infecgcdo concomitante com LPS (Figura 1A). Embora os
animais Balb-c tenham demonstrado uma maior tendéncia de inibicao desta producéo,
nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada. Por outro lado, ambas
as linhagens foram capazes de produzir NO ap0és a infecgdo com L. infantum, de forma
crescente, com aumento de cerca de 10 vezes entre 4 horas e 24 horas pos infecgcéao
(Figura 1B). Cabe ressaltar que ambas as linhagens produziram quantidades basais
equivalentes de ROS e NO, sem diferenca estatisticamente significativa (Dados nao
mostrados).
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Figura 1 - Produgédo de ROS e Oxido nitrico ap6s infec¢iao com L. infantum.

Producao de ROS (A) e Oxido nitrico (B) apos infeccéo por 4 e/ou 24h de macrofagos peritoneais de
camundongos Balb-c (n=5) e C57BI/6 (n=5) com L. infantum (MOI 3:1) e L. infantum (MOI 3:1) + LPS (1ug/ml).
Resultados expressos pela variagdo da producéo entre macréfagos infectados e seus respectivos controles nao

infectados (L. infantum - Meio e L. infantum+LPS — LPS). Diferencas significativas se p<0,05.

Ja é sabido que células fagociticas — incluindo macréfagos - infectadas com
parasitos do género Leishmania spp. apresentam capacidade de produzir ROS durante
a fagocitose, em busca de elimina-los ou controla-los, tanto in vitro quanto in vivo.
(BRUNE et al., 2013). A deficiéncia na producdo desse mecanismo de defesa pode
ser induzida pelos préprios parasitos, incluindo L. infantum, transformando o ambiente
celular e tornando-o mais propicio a replicacédo e vivéncia destes dentro das células
(MALLINSON, DAVID J; COOMBS, 1989; PHAM; MOURIZ; KIMA, 2005).

A producdo de NO, é outra varidvel que esta diretamente relacionada com a
atividade anti-leishmanicida dos macréfagos, bem como esta descrita em estudos
anteriores, 0s quais mostraram que a morte de parasitos do género Leishmania spp.
pode ser um evento associado a sua regulagao positiva (MILLS et al., 2000). Dentro
desse contexto, ha estudos como o realizado por Alvarez de Celis e colaboradores, em
2015, sugerindo que a diminuicao da producao de efeitos imunolbgicos, capazes de
combater a infeccao por Leishmania spp., pode estar associado a uma maior producao
de proteinas capazes de modular essas respostas. Em nosso estudo foi demonstrado
que a produgdo de NO néo teve correlacéo com as linhagens, fato também evidenciado
por Van Den Kerkhof e colaboradores em 2018 (VAN DEN KERKHOF et al., 2018).
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3.2 Macréfagos de camundongos C57BI1/6 sao melhores produtores de citocinas

e quimiocinas apés infeccao com L. infantum

Nossos dados apontam que embora macréfagos derivados de camundongos
Balb-c e C57BI/6 tenham producdo similar de espécies reativas de oxigénio e Oxido
nitrico, diferem substancialmente na producdo de citocinas e quimiocinas chaves
nos mecanismos microbicidas de macréfagos e no direcionamento de mecanismos
posteriores de imunidade adaptativa.

Em relacdo ao TNF-a, observamos que camundongos C57BI/6 pruduzem
quantidades significativamente maiores desta citocina apdés a infeccdo com L.
infantum, p=0,04, que animais Balb-c (Figura 2A). De forma surpreendente,
macro6fagos estimulados concomitantemente com LPS, um classico indutor de TNF-q,
nao apresentaram diferengas estatisticamente significativas ap6s a infeccdo com L.
infantum, aparentemente devido a redugcédo na producdo por animais C57BI/6 em
relacdo a infeccdo sem adicéo de LPS.

A producgdo de IL-6 foi significativamente aumentada nos animais C57BI/6 em
relacdo aos Balb-c, tanto na infeccdo somente com L.infantum, p=0,02, quanto na
infeccdo concomitante ao estimulo com LPS, p=0,04 (Figura 2B). Nao observamos
diferencas significativas entre a infeccdo apenas com L.infantum e juntamente com
o estimulo com LPS. Similarmente, a producdo de CCL-2, quimiocina previamente
denominada MCP-1 e relacionada com recrutamento de monécitos, células dendriticas
e células T, foi significativamente aumentada nos macrofagos derivados de animais
C57BI/6 infectados com L. infantum, p=0,007, e infectados com L. infantum + LPS,
p=0,03 (Figura 2C). Cabe ressaltar que, da mesma forma que para TNF-a e IL-6,
estas diferencas nao foram devidas a producao basal, sem diferencas significativas
entre as linhagens nas condi¢cbes sem estimulo ou estimuladas com LPS (dados néao
mostrados).

Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes 3 Capitulo 20




A 5000
L 3000
7000 1
6000
5000 1

4000 1

3000 7

TNF-a (pg/ml)

2000 7

1000

L.infantum L.infantum + LPS

0

1600

1400 7

1200 1 — D Balb-c
B cs7BIG

200

IL-6 (pg/ml)

600 7

400

200

L.infantum L.infantum + LPS

O

225017

2000

1750

1500

12504

1000

740

CCL-2 (pg/ml)

400

230

L.infantum L.infantum + LPS

Figura 2 - Producéo de TNF-a, IL-6 e CCL-2 apés infeccdao com L. infantum.

Producédo de TNF-a (A), IL-6 (B) e CCL-2 (C) ap6s infeccao por 24h de macréfagos peritoneais de camundongos
Balb-c (n=5) e C57BI/6 (n=5) com L. infantum (MOI 3:1) e L. infanfum (MOI 3:1) + LPS (1ug/ml). Resultados
expressos pela variagcao da produgéo entre macréfagos infectados e seus respectivos controles néao infectados
(L.infantum - Meio e L. infanfum+LPS — LPS). Diferencas significativas se p<0,05.

O TNF-a pode ser produzido por macréfagos ativados, linfécitos ou mondcitos,
sendo o LPS o principal estimulo para sua producéo (BINGHAM, 2002). Ainda, o
TNF-a, através de receptores especificos, pode gerar a apoptose da célula (ABBAS,
A. K.; LICHTMAN, A. H; PILLAI, 2012), fato que pode contribuir para a eliminagéo dos
parasitas L. infantum e impedir a disseminacao da infeccao.

Estudos demonstram que niveis moderados de TNF-a contribuem para a protecéo
do hospedeiro de maneira sistémica e que a producéo de TNF-a é fundamental para
a protecao na leishmaniose visceral, especialmente nas células do figado de modelos
animais murinos (KAYE et al., 2004). Ainda, o estudo de Arango Duque e Descoteaux
(2015), demonstrou que algumas proteinas de membrana estdo relacionadas com
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a secrecao dessas citocinas ou a inibicdo delas, apontando que o parasita tem a
capacidade de inibir esses receptores, e consequentemente a producado dessas
citocinas, fazendo com que a doenca se desenvolva de forma sintomética (ARANGO
DUQUE; DESCOTEAUX, 2015).

A IL-6 configura-se como uma citocina pré-inflamatéria (ABBAS, A. K
LICHTMAN, A. H; PILLAI, 2012) de grande valia na resposta imunolégica contra a L.
infantum, e sua producéo ja foi descrita em diversos estudos. No estudo de Lapara e
Kelly (2010), foi avaliada a producéo de diversas citocinas nas culturas de macrofagos
em infec¢bes por Leishmania spp. durante a estimulagdo do receptor do tipo Toll-4
(TLR4) (LAPARA; KELLY, 2010). Entretanto, foi mostrado que pelo menos diante a
estimulagéo, especificamente do TLR4, a IL-6 ndo foi suprimida nesses macréfagos.

Segundo a literatura, a quimiocina CCL-2 é responsavel por atracao dos
monocitos da corrente sanguinea para os tecidos (macrofagos), promovendo aumento
da inflamacgao no local desejado. Sua producéo é induzida apds indugao por estresse
oxidativo, citocinas ou fatores de crescimento (BEALL et al., 1996; COCHRAN;
REFFEL; STILES, 1983; DESHMANE et al., 2009). Na reposta imunologica frente
a L. infantum, como mostrado no estudo de (ROUSSEAU et al., 2001), uma maior
producédo de MCP-1 estd diretamente correlacionada a uma melhor resposta
imunoldgica protetora frente a este parasito. Outro estudo (TEIXEIRA et al., 2006)
relata que a MCP-1 apresenta a capacidade de induzir mecanismos anti-leishmanicida
in vitro em macrofagos humanos infectados por L. Infantum, através de mecanismo
regulador mediado pelo éxido nitrico. Nossos dados apontam para a hipétese de que
a capacidade da linhagem C57BI/6 de controlar melhor a infec¢ao esta relacionada
com esta quimiocina (BODHALE, N. P.; PAL, S.; KUMAR, S.; CHATTOPADHYAY, D.;
SAHA, B.; CHATTOPADHYAY, N.; BHATTACHARYYA, 2018).

41 CONCLUSAO

O presente estudo aponta que as diferencas no desenvolvimento da infeccéo
com Leishmania infantum entre camundongos C57BI/6 e Balb-c s&o, pelo menos em
parte, devidas a forma com que macréfagos derivados desta linhagem respondem
apos a infeccao. De maneira geral, observamos que ambas as linhagens sofrem
prejuizo na producdo de ROS, embora mantenham a capacidade de produzir NO,
moléculas essenciais para a acdo dos mecanismos microbicidas. Contudo, ha
uma substancial diferenca na capacidade destas células de produzir citocinas e
quimiocinas relacionadas com os eventos iniciais da infeccao - TNF-a, IL-6 e CCL2,
sendo os animais C57BI/6 os grandes produtores destas moléculas. Com base em
nossos dados, € possivel conjecturar que a ja sabida susceptibilidade da linhagem
Balb-c em desenvolver a forma sintomatica e progressiva da leishmaniose visceral,
quando comparada a linhagem C57BI/6, pode estar relacionada com estas diferencas.
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Obviamente, ndo podemos ignorar que a resposta imune durante a infecgdo por
L.infantum é resultado de complexas interacées entre parasito e sistema imune e
compreende intricadas relagdes entre células. Neste sentido, nosso estudo aponta
mecanismos que podem estar relacionados com o estabelecimento dos parasitos
nestas linhagens de camundongos e estudos das repercussdes destas diferencas in
vitro e in vivo devem ser realizados.
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RESUMO: O carbonato de calcio (CaCO,)
€ utiizado em produtos cosméticos,
principalmente em dentifricios, com funcao
abrasiva. Para verificar a qualidade fisico-
quimica destas pastas € necessaria
caracterizacdo e quantificacdo de carbonato
de calcio. Este trabalho teve como objetivo
desenvolver método analitico para quantificar
o carbonato de calcio em dentifricios utilizando
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a técnica de analise termogravimétrica (TGA).
O CaCQ, foi inicialmente quantificado por
titulacdo complexométrica com EDTA, conforme
a Farmacopeia Brasileira 5% e, posteriormente,
a TGA foi realizada. Os resultados das analises
foram comparados estatisticamente por testes
pareados. Os resultados das propor¢cdes de
CaCO8 nos cremes dentais de diferentes
marcas, determinada pelos dois métodos

analiticos, demostraram concentracdes
estatisticamente semelhantes. Portanto, a TGA
mostrou-se um método alternativo simples,
rapido e eficaz para quantificar o CaCO, em
dentifricios e pode ser facilmente adotado pelas
industrias.

PALAVRAS-CHAVE: Dentifricios, Carbonato

de Célcio, Termogravimetria.

ABSTRACT: Calcium carbonate (CaCO3) is
used in cosmetic products, mostly dentifrices,
with an abrasive function. In order to verify
the physical-chemical quality of such pastes,
calcium carbonate should be characterized
and quantified. This paper aimed to develop an
analytical method to quantify calcium carbonate
in dentifrices using Thermogravimetric Analysis
(TGA). CaCO3 was
complexometric titration with EDTA according

initially quantified by

to the Brazilian Pharmacopoeia 5th Edition and
subsequently TGA was performed. The results
of the analyses were statistically compared by
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paired tests. The results of the CaCO3 proportions in toothpastes of different brands,
determined by those two analytical methods, demonstrated concentrations that were
statistically similar. Therefore, TGA proved to be a simple, rapid and effective alternative
method to quantify CaCOS in dentifrices and can be easily adopted by industries.
KEYWORDS: Dentifrices, Calcium Carbonate, Thermogravimetry.

11 INTRODUCAO

Cremes dentais tém sido usados desde a antiguidade e sdo um dos elementos
de higiene indispensaveis para prevenc¢ao de doencas encontradas na cavidade bucal
(ERSOQY et al., 2008; DAVIES et al., 2010), como a carie e a periodontite, que tém
como fator etiolégico principal o biofilme dentario (LINDHE, 2005), uma estrutura
firmemente aderida as superficies dentarias, que contém quantidades significativas de
microrganismos (VIEIRA et al., 2010).

Componentes abrasivos s&o essenciais para garantir a remo¢ao de biofilme
dentario e manchas das superficies dos dentes (MARTINS et al., 2012). O carbonato
de célcio é o abrasivo mais comumente utilizado em pastas de dente. Algumas
propriedades deste componente sao o aumento induzido do pH da placa dentaria, dos
niveis de calcio da placa e a participagéo no processo de remineralizagéo (DAVIES et
al., 2010). Nos ultimos anos, a demanda por produtos que promovem o clareamento
dos dentes aumentou significativamente. Dentifricios contendo carbonato de célcio
como sistema abrasivo s&o cada vez mais incorporados a novas formulagdes a fim de
atender as demandas, gerando assim, um mercado bastante competitivo. (COSTA,
2011).

Contudo, € fundamental verificar a qualidade dessas pastas empregando métodos
analiticos capazes de, especificamente e seletivamente, indicar a concentragcéo
de carbonato de calcio presente no produto acabado. Para essa quantificacdo, as
industrias cosméticas podem empregar métodos de ensaios quimicos farmacopéicos
e/ou de publicacbes que possuem credibilidade cientifica, desde que demonstrem,
através de validacao, que os métodos de analise executados conduzam a resultados
confiaveis (INMETRO, 2003).

A andlise termogravimétrica (TGA) tem sido utilizada em estudos de matérias-
primas de uso cosmético e no desenvolvimento, producéo e controle de qualidade
de produtos cosméticos acabados (SILVA et al., 2007). A TGA fornece informacdes
com relacdo as variagdes de massa em funcdao do tempo e/ou temperatura sob
determinadas condi¢coes atmosféricas. Os experimentos sdo executados por meio de
uma termobalanca de elevada sensibilidade, reprodutibilidade e resposta rapida as
variacoes de massa (WENDLANDT, 1974; MATOS E MACHADO, 2004).

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um método analitico para
quantificar o carbonato de calcio em dentifricios, utilizando a técnica de anadlise
termogravimétrica.
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2| METODOLOGIA

Inicialmente, realizou-se a validagé&o, de acordo com os parametros estabelecidos
pela Resolucdo RE n° 899/2003, do método de titulagdo complexométrica com EDTA,
conforme a Farmacopeia Brasileira 52 Ed. Em seguida, o carbonato de célcio contido
em 9 dentifricios de diferentes marcas foi quantificado por intermédio deste método
validado.

Os mesmos 9 dentifricios foram analisados por termogravimetria. A TGA foi
realizada sob atmosfera de nitrogénio (fluxo de 100 mL min™'), taxa de aquecimento de
10 °C min', até temperatura de 900 °C. Este método (PILLOT® et al., 2014) consiste em
medir o didxido de carbono (CO,) emitido por uma amostra quando ela é termicamente
decomposta (600 a 800 °C) durante um aquecimento monitorado. A desestabilizacao
térmica do carbonato de calcio produz a seguinte reacao:

CaCO, - CaO + CO,

Como os carbonatos emitem CO, durante sua desestabilizagdo, é possivel
quantificar a quantidade de carbonato inicialmente presente na amostra apés uma
completa decomposicéo térmica. Também é possivel distinguir carbonatos e matéria
organica, porque quando os carbonatos sao termicamente decompostos com um fluxo
de ar (entrada de oxigénio), eles ndo produzem monoxido de carbono (CO), enquanto
a oxidagdo da matéria organica produz CO e CO, por combustao na presenga de
oxigénio. Portanto, conhecendo a massa de CO, liberada durante a desestabilizagéo,
€ possivel deduzir a massa do mineral.

Os resultados das analises foram comparados estatisticamente por testes
pareados.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO:

Teor de Carbonato de Calcio (%)

Método

TG

29,7+2,6 32,6£1,9 [29,4+1,1|31,7¢2,2 | 29,4+1,9 | 34,9+1,2

TiC

26,9+1,2 29,5+0,9 |26,9+0,8 | 28,4+1,1 | 27,2+1,3 | 29,6+0,9
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Tabela 1 - Resultado das analises de diferentes cremes dentais através de dois métodos para
dosar carbonato de calcio e valores de t calculado e t tabelado:

TG: Analise Termogravimétrica; TiC: Titulometria de complexacgéo; P: Pasta dental

Os resultados das proporgées de CaCO, nos cremes dentais de diferentes
marcas, determinada pelos dois métodos analiticos, demostraram concentracdes
estatisticamente semelhantes. O produto 3, por exemplo, teve o teor de CaCO,
determinado por titulometria de complexacéo de 26,90% =+ 0,8; ja por TGA o teor foi
de 29,36% =+ 1,3. Os dentifricios 7, 8 e 9 ndo apresentaram nenhuma quantidade de
carbonato de calcio na sua composicéo, resultado este que ja era esperado por estes

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 | P8 | P9 | tlcal] | t[0,05;8]

0,0077 | 1,8600




dentifricios serem destinados ao uso infantil e ndo conter CaCO, conforme descrigao
qualitativa de componentes. Além disso, quando se compara uma metodologia com
a outra através do tratamento estatistico de t-Student, € possivel afirmar que néo ha
diferenca significativa entre os valores encontrados (t calculado: 0,0077<t tabulado:
1,860) com intervalo de confianga de 95%. Ou seja, os teores de CaCO, determinados
por TGA nao se diferem daqueles encontrados quando se utilizada a metodologia
farmacopeica.

41 CONCLUSAO

A metodologia proposta para quantificagdo de carbonato de calcio em cremes
dentais demonstrou ser especifica, linear, precisa, exata e robusta na faixa de trabalho.
Portanto, o método de doseamento desse composto através da termogravimetria é
adequado, seguro e confiavel além de possuir baixo custo e ser rapido, podendo entao
ser uma alternativa para as industrias e laboratorios no controle da qualidade.
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RESUMO: Este trabalho apresenta a um
software voltado para area de saude. Tem por
finalidade facilitar o acesso ao banco de dados,
assim como o cadastro de novos candidatos
a doacédo de sangue. O objetivo € tornar mais
dinamico e rapido o processo de recrutamento
dos doadores.

PALAVRAS-CHAVE:
sangue, hemocentro.

software, doacao de

ABSTRACT:This article presents the creation
of a software intended for health care. The
purpose is to facilitate access to the database,
as well as the registration of new candidates
for blood donation. The goal is also make more
dynamic and fast donor recruitment process.
KEYWORDS: Software, Blood donation
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11 INTRODUCAO

Hemocentro s&o instituicbes sem fins
lucrativos responsaveis pela arrecadacdo e
distribuicdo de sangue, seus componentes
e hemoderivados para hospitais publicos e
privados.

De acordo com a repérter da Agéncia
Brasil, Paula Lamboisierre, a demanda por
sangue e derivados esta cada vez maior, porém
poucos brasileiros doam devido a falta de
informacgao e a falta de uma boa comunicagéo
entre 0 hemocentro e o doador[1]. O software
Rede de ajuda entre amigos foi desenvolvido
para melhorar a eficiéncia e aumentar o numero
de doacdes.

O software em questao tem o objetivo de
fazer a checagem e a analise dos doadores
de sangue. Com a criacdo de um banco de
dados, o hemocentro pode selecionar e entrar
em contato com os doadores de uma forma
mais eficiente, visto que de acordo com o Luis
Guilherme Barrucho da BBC Brasil ( British
Broadcasting Corporation, em portugués
Corporacéo Britanica de Radiodifuséo), apenas
1,8% [2] da populagao brasileira doa sangue e
esse numero se deve principalmente pela falta
de comunicacéao entre o doador e 0 hemocentro.
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2| VISITA AO HEMOCENTRO

Foi realizada, no dia 18 de agosto de 2015, uma visita ao Hemocentro de Pouso
Alegre — MG. A responsavel pelo hemocentro, Solange Forcione Assis, apresentou as
salas de preparacao e armazenamento do sangue, 0s equipamentos utilizados, assim
como o processo de doacgao e o pessoal envolvido nesse mecanismo. Foi relatada
a importancia deste hemocentro, que atende 9 (nove) Assisténcias Hemoterapicas,
13 (treze) Agéncias Transfuncionais, atendendo 52 (cinquenta e dois) municipios do
Sul de Minas Gerais, com uma populacao estimada de um milhdo de habitantes. Em
média consegue atender 1.200 (mil e duzentos) candidatos a doagao por més.

Posteriormente foi apresentado o processo realizado para a doacéo de sangue.
O tipo sanguineo dos doadores é armazenado em um arquivo e as informacbes
pessoais em outro. Isso dificulta a selecédo e o contato com os possiveis doadores,
principalmente em caso de emergéncia. Foi constatado também que o sistema atual
ndao contém nenhum recurso que avise se a pessoa esta impedida temporaria ou
permanentemente de doar. Por exemplo, no caso de gravidez, doencas, ou viagens
prolongadas.

Foi fornecido o material de apoio utilizado para a conscientizagao da populacéao.
Este material serviu de apoio para o desenvolvimento do software. As figuras 1 mostra
a versao 01 da cartilha explicativa que é distribuida pelo hemocentro, publicada em
outubro de 2014. A figura 2 apresenta a cartilha com os requisitos necessarios para a
realizacédo da doacéao de sangue.

Figura 1: Cartilha explicativa do hemocentro, versao 01.
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Figura 2: Cartilha de requisitos para a realizagédo da doagao de sangue.

31 0 SOFTWARE

O software foi desenvolvido no banco de dados MySQL e possui uma interface
Java.
O MySQL foi escolhido pelos seguintes motivos:

« Tem cbdigo aberto e funcionar em um grande numero de sistemas operacio-
nais: Windows, Linux, FreeBSD, BSDI, Solaris,Mac OS X, SunOS, SGl, etc.;

- E reconhecido pelo seu desempenho e robustez e também por ser multi-ta-
refa e multi-usuario;

Portabilidade (suporta praticamente qualquer plataforma atual);

Compatibilidade (existem drivers ODBC, JDBC e .NET e mddulos de inter-
face para diversas linguagens de programacgao, como Delphi, Java, C/C++,
Python,Perl, PHP e Ruby);

+ Excelente desempenho e estabilidade;

+ Pouco exigente quanto a recursos de hardware;
+ Facilidade de uso;

« Ser um Software Livre;

A ficha de preenchimento é a mesma ja utilizada no hemocentro, porém o
programa contara com alguns filtros, como por exemplo: cidade, faixa etaria, sexo,
tipo sanguineo entre outros. Isso contribui para a eficiéncia da localizagdo do doador.
Os dados serao cadastrados no mesmo banco de dados e contard com a permissao
do candidato. A ficha também contém um espacgo destinado para aqueles doadores
que estao temporariamente impossibilitados de doar sangue.
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O programa tem interface de facil entendimento, tornando o processo agil para
0 operador.

A figuras 3 mostra a imagem da primeira etapa do cadastro, contendo as
informacbes pessoais como: nome, endereco e telefone, dentre outras. A figura 4
apresenta a interface dos filtros: Tipo sanguineo, Cidade e Idade.

CADASTRO Se=
E—

7 parte -

RAede Do Audn antma Amigos

Figura 3: Imagem da 1? etapa do cadastro.

o

@

O Tipo Sangiines

Figura 4: Imagem da interface dos filtros.

4| FUNCIONAMENTO DO SOFTWARE

O software terd uma interface simples e auto-explicativa, ndo sendo necessario
um alto conhecimento em informatica para manusea-lo.

O cadastro sera divido em etapas. A primeira etapa € composta por informacées
basicas, para a identificacdo do paciente (Figura 3). A segunda etapa é composta por
informacgdes sobre a saude do doador, contendo as seguintes informacdes: data da
ultima doac&o, peso, se contraiu alguma DST, se contraiu doenca de Chagas, se ja

contraiu Hepatite apds os 11 anos, se possui alguma doencga cardiovascular, se faz
uso de medicamentos diariamente e 0 motivo.
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Apos a realizagdo do exame teste, o paciente sera classificado com apto ou
ndo para a doagao de sangue, se houver alteragdes no exame, a segunda etapa sera
atualizada com as informacdes do exame.

Para a selecéao de pacientes serdo utilizados filtros que tornam a procura mais
eficiente (Figura 4). Apé6s a localizagao dos possiveis doadores, ira aparecer na tela
as informacdes para contato, sendo preservada a segunda etapa do cadastro. Caso
o doador localizado ndo possa doar sangue, 0 operador tera como classifica-lo como
nao apto para a realizagdo da doacéo, escrevendo o motivo e por quanto tempo (caso
o doador esteja doente, amamentando ou gravida). Assim em uma proxima selecao
este paciente nao ficara visivel ao operador.

Os filtros foram escolhidos de acordo com a necessidade do hemocentro
pesquisado, podendo ser alterados de acordo com a necessidade.

51 APLICACOES

O software tem como principal aplicagao o uso no hemocentro de Pouso Alegre,
porém ja foi verificada a possivel implementacdo em outros hemocentros. Como
exemplo, o hemocentro de Pogos de Caldas que foi visitado em novembro de 2015 e
foram verificados os mesmos problemas.

Também pode ser possivel, com algumas modificacbes no software, 0 uso em
outras areas do hospital. Por exemplo para o banco de dados de medula éssea.

6 | CONCLUSAO

Otrabalhoressalta os aspectos do software Rede de ajuda entre Amigos, programa
aplicado na area de doacédo de sangue. Também foi abordado seu desenvolvimento
e funcionamento. O software contribui na eficiéncia do hemocentro e na qualidade de
atendimento ao doador.

Apbs o término do software, foram feitos testes com doadores ficticios e
simulagdes nos filtros de busca, o que comprovou a eficiéncia do programa.

REFERENCIAS

[1] Laboissiére, Paula. Demanda por sangue e derivados é cada vez maior, alerta OMS. EBC (on-line).
Disponivel na Internet. URL: http://memoria.ebc.com.br/agenciabrasil/noticia/2012-06-14/demanda-
por-sangue-e-derivados-e-cada-vez-maior-alerta-oms (Acesso em 14/11/2015).

[2] Barrucho,Luis. O que falta para o Brasil doar mais sangue? (on-line). Disponivel na Internet URL:
http://www.bbc.com/portuguese/noticias/2015/08/150812_sangue_doacoes_brasil_Igb (Acesso em
14/11/2015).

Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes 3 Capitulo 22



CAPITULO 23

TRANSFORMAGAO DE E. COLI DH5a PELO
METODO DE ELETROPORACAO E EXTRACAO DOS
PLASMIDEOS POR MINIPREP CASEIRA

Artur Fontenelle Lima Montenegro
Centro Universitario Christus - UNICHRISTUS

Fortaleza - CE

Antonio Bruno Alves da Silva

Centro Universitario Christus - UNICHRISTUS
Fortaleza - CE

Martha Jéssika Oliveira Santos

Centro Universitario Christus - UNICHRISTUS
Fortaleza - CE

Walisson Leonidas de Albuquerque
Centro Universitario Christus - UNICHRISTUS
Fortaleza - CE

Carlos Roberto Koscky Paier
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Departamento: Laboratério de Oncologia
Experimental (LOE) — Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM)

Fortaleza - CE

Marcia Valéria Brandao dos Santos Martins
Centro Universitario Christus - UNICHRISTUS
Fortaleza — CE

RESUMO: Através da tecnologia do DNA
recombinante, varias opc¢oes terapéuticas
foram introduzidas na medicina, possibilitando
tratamento para doencas que nao podem
ser tratadas por drogas convencionais. Essa
tecnologia envolve a clonagem de DNA exdgeno
em Escherichia coli. Sendo assim, o objetivo
deste trabalho é apresentar a eletroporacao,
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uma técnica de transformacédo genética em
E. coli com um conjunto de plasmideos de
diferentes aplicagdes. Essa técnica foi realizada
com a cepa TOP10 previamente submetida a
um processo de eletrocompeténcia. A bactéria
foi submetida a campo elétrico de alta voltagem
em eletroporador, na presenca do plasmideo,
que foi incorporado ao citoplasma das células
transformantes. Uma incubagdo em meio LB
liquido a 37°C por 1h foi realizada, seguido
de centrifugacdo e uma nova incubacéo a
37°C por 16 h. O antibi6tico do meio seletivo foi
escolhido de acordo com a marca de resisténcia
do plasmideo transformado. Apds o crescimento
em meio sélido, uma col6nia transformante foi
inoculada em meio LB liquido seletivo a 37°C
por 16 h. A cultura liquida foi centrifugada e o
precipitado foi empregado na purificagdo dos
plasmideos clonados, processo denominado
“miniprep”. A partir da execucao da técnica foi
possivel a obtencéo de plasmideos puros, sem
contaminagdo no processo de extracdo, e em
maior numero. Portanto, foi possivel concluir
gue a técnica é de facil execugao e apresenta
alta eficacia para a clonagem de plasmideos
em E. coli.

PALAVRAS-CHAVE: DNA recombinante.
Eletroporacéo. E. coli. Cepa TOP10. Miniprep.

ABSTRACT: Through the recombinant DNA
technology many therapeutic options have been
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introduced into medicine, making it possible to treat diseases that can not be treated
by conventional drugs. This technology involves the exogenous DNA cloning into
Escherichia coli. The objective of this study is to introduce the electroporation which
is a technique of genetic transformation on E. coli with a set of diffenrent application
plasmids. This technique was performed on a TOP10 strain previously submitted to a
electrocompetence process. The bacterium was submitted to a high voltage electric
field in electroporator, in the presence of the plasmid, which was incorporated into
the cytoplasm of the transforming cells. A incubation in liquid LB medium at 37°C for
1h was performed. After that a centrifugation and another incubation at 37°C for 16h
was performed. The antibiotic from the selective medium was chosen according to
the resistance tag of the transformed plasmid. After the growth on solid medium, a
transformed colony was inoculated in liquid selective LB medium at 37°C for 16h. The
liquid culture was centrifuged and the precipitate was used on the cloned plasmid
purification, a process known as “miniprep”. Through the execution of the technique
was possible to obtain pure plasmids with a higher number and without contamination
of the extraction process. Therefore we conclude that the technique is easily executed
and presents high efficacy to clone plasmids on E. coli.

PALAVRAS-CHAVE: Recombinant DNA. Electroporation. TOP10 E. coli. strain.
Miniprep.

11 INTRODUCAO

Um gene pode ser caracterizado como uma sequéncia de DNA que contém
toda a cadeia de nucleotideos necessarios e suficientes para a produgédo de um
produto correspondente. Qualquer fragmento de DNA pode ser clonado, a mais
simples destas maneiras envolve a inser¢cdo de um fragmento de DNA particular no
DNA gendmico purificado de um elemento genético que se autorreplica — plasmideo
(ALBERTS et al., 2010).

Podemos considerar que, com o inicio do século XXI, devido a grande evolugéao
na tecnologia do sequenciamento genético, foi possivel identificar uma parte
consideravel de determinadas sequéncias constituidas por segmentos de DNA
com capacidade de movimentar-se dentro de genomas ou mesmo entre diferentes
genomas e células. Esses segmentos s&o chamados de elementos genéticos méveis
(ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014). Entre esses elementos genéticos méveis
podemos citar os plasmideos, sendo estes extracromossémicos e capazes de se
replicar autonomamente. Contudo, apesar de obter a capacidade de se replicar de
forma independente, por estarem fisicamente dissociados dos cromossomos, esses
elementos ainda precisam se utilizar das mesmas enzimas que replicam o genoma da
célula hospedeira (ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014).

Os plasmideos tornaram-se ferramentas de uso essencial nas técnicas de
biologia molecular devido a suas caracteristicas, tais como: s&o autorreplicaveis; séo
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maleaveis; possuem estabilidade; sdo multifuncionais (WATSON, 2015). E importante
mencionar que a base de conhecimento para utilizagdo dos plasmideos vem da
observacdao de um processo de recombinacao genética natural, como o que ocorre
em bactérias. Os plasmideos mais usados na tecnologia do DNA recombinante sao
aqueles que replicam em E. coli a informacao genética responsavel pela codificacao
de antigenos com aplicagédo vacinal, como sera discutido mais a frente, & realizada
a clonagem e propagacéao em linhagens de E. coli, um habitante inofensivo de nossa
microbiota intestinal. Utilizados como vetores de clonagem, estes plasmideos foram
otimizados com a remocéao de partes desnecessarias de plasmideos naturais de E.
coli, contendo agora somente as regides essenciais para a clonagem do DNA: uma
origem de replicacéo - estrutura que possibilita a replicacao do DNA plasmidial dentro
da célula inserida; um marcador que permite a selecdo — geralmente é um gene de
resisténcia a farmaco; uma regido a qual fragmentos de DNA exégenos podem ser
inseridos; Regido Promotora - projetado para recrutar maquinaria transcricional
de um determinado organismo ou grupo de organismos (LODISH, 2014; ADDGENE,
2017).

Além de obter uma classificacao funcional, por serem ferramentas utilizadas na
recombinacdo de DNA, os plasmideos também apresentam uma classificacdo de
acordo com sua aplicacéo em laboratorio. Os mais conhecidos dentre esses tipos séo:
os vetores de clonagem, responsaveis pelo aumento da quantidade de plasmideos;
e 0s vetores de expressdo, 0s quais sao responsaveis, além da clonagem, pela
expressao da proteina sintetizada a partir do gene alvo, ou pelo préprio estudo das
utilidades do gene em si. A diferenca estrutural entre esses dois tipos de vetores
consiste na presenga de uma regido promotora, nos vetores de expressao, permitindo
a transcrigéo e traducéo do gene nele inserido (ADDGENE, 2017).

Pela sua maneabilidade, os plasmideos sdo os vetores de exceléncia para a
clonagem de genes ou fragmentos de DNA especificos, apesar de também serem
usados na construcao de bibliotecas de genes, hoje em dia a clonagem tem interesses
multiplos no ambito da engenharia genética, tais como isolamento de um
gene particular, parte de um gene, ou regido de um genoma e producdo de um RNA
particular e proteinas moleculares em grandes quantidades (WATSON, 2015).

A tecnologia do DNA recombinante engloba a alteragéo genética de um material,
externo ao organismo, e a insercao deste material alterado no organismo para que
caracteristicas sejam obtidas em organismos vivos ou em seus produtos. Sendo
assim, essa tecnologia envolve a insercao de um fragmento de DNA a partir de uma
sequéncia genética desejada, através de um vetor apropriado (KHAN et al.,2016).

Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes 3 Capitulo 23



2 | MATERIAL E METODOS / METODOLOGIA

2.1 Material necessario

Agua ultra pura; Glicerol; DNA para transformacéo (vetor com ou sem inserto);
E. coliDH5a eletrocompetente; Meio liquido LB (Cloreto de sodio, extrato de levedura,
triptona ou peptona); Cubas de eletroporacao; Eletroporador (Gene Pulser Xcell);
Placas com meio LB e o antibiético apropriado para selecado dos transformantes, de
acordo com o vetor utilizado (Ampicilina, Canamicina e Clorofenicol) e outro qualquer
agente de selecéo, por exemplo: X-Gal, para os vetores que o possuem; Demais
instrumentos para pipetagem/banho de gelo; GET (25mM Tris-HCI pH 8,0; 10mM
EDTA; 50mM Glicose); Acetato de amoénia; Isopropanol; Etanol; TE (10mM Tris-HCI
pH 8,0; 0,1imM EDTA); Solugcao de lise (100uL de SDS 10%, 200uL de NaOH 1M,

700uL de H20 ultra pura autoclavada).

2.2 Método de preparo de células de E. coli eletrocompetentes.

O processo de inducdo de competéncia ao processo de eletroporacéo para
Escherichia coli se inicia através da inoculacdo de uma coldnia dessas bactérias
em 50mL de meio LB (Luria-Bertani) com 0,5% de NaCl, realizando o crescimento a
37°C e 200 rpm, overnight, em uma incubadora. No dia seguinte, & necessario separar
1mL de meio LB, antes de inocular, para ser utilizado como branco nas medidas de
densidade 6ptica a 600nm em espectofotébmetro. Logo apds, ocorre a transferéncia
de 2,5% da cultura crescida para 1L de meio LB (dividido em volumes de 500mL em
dois erlens de 2L), realizando a incubacédo a 37°C e 200rpm, até atingir DO 0,6 a
600nm. Apds esse processo, deve-se esfriar os frascos em gelos de 15 a 30 minutos
e centrifugar por 20 minutos a 4000 rpm em centrifuga refrigerada, removendo com
cuidado os sobrenadantes apés centrifugacado e ressuspender as células em 1L e
agua ultra pura estéril e gelada, realizando uma nova centrifugagao por 20 minutos
a 4000rpm e 4°C. Novamente deve-se descartar o sobrenadante e ressuspender as
células cuidadosamente em 10mL de glicerol 10% estéril e gelado, realizando uma nova
centrifugacao por 10 minutos a 4000rpm e 4°C. Por fim, deve-se descartar novamente
o sobrenadante e ressuspender as células cuidadosamente em 2 a 3mL de glicerol
10% gelado e estéril, fazendo com que as células permane¢gam bem concentradas,
aliquotar 40uL de células em microtubos de 500uL estéreis e gelados, mantendo-os
sempre em gelo, e estocar a -80°C.

2.2.1 Método de execugdo de transformacéo de E. coli por eletroporagéo.

O procedimento deve se iniciar com a esterilizacdo das cubetas com etanol e
deixa-las secando no fluxo laminar. Enquanto ocorre a secagem das cubetas, deve-
se manter microtubos contendo 40uL de E. coli DH5a eletrocompetente em banho de
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gelo. Assim que as cubetas estiverem secas também devem ser mantidas em banho
de gelo, sendo o restante do processo realizado dessa forma, em baixa temperatura.
Terminando esses preparos iniciais, deve-se pipetar 1 ou 0,5uL do DNA para
transformacao no microtubo contendo a bactéria eletrocompetente e homogeneizar o
material.

Apo6s ahomogeneizacgéo, o conteudo presente no microtubo deve sertransferido
para a cubeta (contendo aproximadamente 41L) e deve ser levado ao eletroporador,
em banho de gelo. Antes de colocar a cubeta no eletroporador é necessario verificar
se existe a presencga de bolhas na cultura liquida, realizar retirada das bolhas presentes
através de movimentos bruscos, e retirar o excesso de umidade presente nas placas
metalicas da cubeta. O pulso aplicado na cubeta deve ser ajustado entre 1800 e
2000V no eletroporador.

ApoOs a eletroporacdo o material deve ser levado de volta ao fluxo laminar, em
banho de gelo, onde sera adicionado 1mL de meio LB a cubeta e depois seré transferido
0 meio liquido com as células eletroporadas para um novo microtubo, estéril. Dessa
forma, as células eletroporadas séo colocadas na incubadora a 200rpm e 37°C por
uma hora, no minimo, para que as células bacterianas possam produzir as proteinas
contidas no plasmideo e a sua selecdo em meio sélido possa ocorrer.

Sendo assim, apds o periodo de incubacédo, 100uL das células contidas no
microtubo devem ser plaqueadas em meio LB solido seletivo de acordo com aresisténcia
conferida pelo plasmideo, para crescimento apenas das bactérias transformadas. A
incubacao das placas deve ser mantida a 37°C por 16h em estufa.

E importante pontuar que a corrente elétrica gerada para ocorrer a abertura de
poros dentro das células bactériadas foi utilizada segundo o protocolo pré-estabelecido
do equipamento, Gene Pulser Xcell, o qual configurava os seguintes parametros:
1800V, 25uF, 200Q), utilizando uma cubeta de 0.1cm, um volume de células de 20uL e
um pulso de decadéncia exponencial. O meio LB utilizado foi feito a partir de cloreto
de sodio, extrato de levedura, triptona (Kasvi) e agar (apenas no meio sélido).

2.2.2 Inoculacdo das bactérias transformadas

ApOs o crescimento das bactérias em placas de meio LB sélido, uma colénia foi
retirada para que pudesse realizar seu crescimento em meio liquido. Para realizar a
transferéncia de uma col6nia isolada é necessario a utilizacdo de um fluxo laminar, de
tubos de ensaio de 10mL e palitos de dente autoclavados.

Sendo assim, foi executada a transferéncia de uma col6nia isolada, a partir da
utilizacao do palito de dente autoclavado para retirar a colénia do meio de cultura, para
o tubo de ensaio contendo 10mL de meio LB liquido e 10pL do antibiético especifico,
segundo o plasmideo utilizado, deixando o palito em contato com o meio. O tubo de
ensaio, entdo, € levado para a incubadora, onde deve ser mantido em uma rotacao de

200rpm e 37°C, overnight.
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2.2.3 Extracdo dos plasmideos replicados

Apbs o crescimento das bactérias em meio liquido, o contetdo presente no tubo
de ensaio € transferido para microtubos de 2mL e centrifugado por 5 minutos a
13000rpm.

Ao fim da centrifugacéo, o sobrenadante presente no microtubo foi retirado e o
conteudo ainda restante no tubo de ensaio foi transferido para o microtubo para uma
nova centrifugacdo, nos mesmos parametros. O processo € repetido até que todo o
volume contido no tubo de ensaio tenha sido transferido e centrifugado no microtubo,
realizando a retirada do sobrenadante.

Apé6s todas as centrifugacbes é adicionado 100uL de GET ao microtubo,
ressuspendendo o pellet com uma pipeta. Adiciona-se 300uL de solucdo de lise,
depois da ressuspensao, realizando a mistura do material por inverséao, gentiimente,
em temperatura ambiente e por no maximo 5 minutos. Em seguida é adicionado
300uL de acetato de aménia 7,5M, realizando uma mistura rapida e vigorosa por
inversdo. O material, entdo, é levado para centrifugacao a 13000rpm por 10 minutos,
transferindo-se o sobrenadante, ap0s a centrifugacédo, para um novo microtubo de
1,5mL. Sendo assim, deve-se adicionar 700L de isopropanol e deixar o material em
repouso no freezer durante, no minimo, 30 minutos.

ApOs o periodo de repouso, o material € novamente centrifugado a 13000rpm, a
4°C, por 10 minutos, ocorrendo a remoc¢ao do sobrenadante logo em seguida para
a adicao de 300pL de etanol 70% gelado, homogeneizacao gentil e nova centrifugacao
do material a 13000rpm, a 4°C, durante 3 a 4 minutos. Em seguida, retira-se o
sobrenadante e o tubo é colocado, aberto e na posicéo horizontal, na estufa, a 37°C,
durante 10 a 20 minutos para a secagem do pellet. Por fim, o material é ressuspendido
em 50uL de TE e é acrescentado 1uL de RNase a 10mg/mL (DNAse free) ao tubo
contendo o material a 37°C por 30 minutos.

2.2.4 Eletroforese

Ao fim do processo de extracdo do DNA dos plasmideos contidos nas células
bacterianas, foi realizado uma eletroforese do DNA desses plasmideos para verificar
a pureza do conteudo. Esse processo € importante pois caso haja alguma falha no
processo de extracdo, pode haver apresentacdo de outros contetdos além do DNA
dos plasmideos no produto final.

A eletroforese foi realizada a partir da preparacao de um gel de agarose (0,8%)
e de uma cuba para eletroforese, montada segundo o fabricante (Kasvi). O tampéao
tae, composto de 4,84g de Tris Base, 1,14mL de acido acético glacial, 2mL de EDTA
0,5M pH 8,0 e ddH20, foi utilizado na preparagéo do gel e na corrida. Os parametros
utilizados na corrida foram: 80V, por aproximadamente 1h. Foi utilizado o gel red
como corante no gel de agarose, em uma proporcao de 1:100.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apartir da execucao do método de eletroporacao nas bactérias eletrocompetentes
produzidas no laboratorio de Citotoxicidade do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento
de Medicamentos (NPDM), localizado na Universidade Federal do Ceara (UFC),
seguindo o protocolo padrao ja estabelecido dentro do laborat6rio, podemos afirmar que
a transformacéo das bactérias pelos plasmideos utilizados, os quais s&o considerados
variacoes de pET e pGEM, foi bem sucedida, assim como o processo de extracao pela
miniprep, como podemos observar na eletroforese realizada (Figura 1), sinalizando
um resultado positivo.

Figura 1: Da esquerda para a direita, considerando a primeira banda como o peso molecular:
pET28aGST-tev; pETDuet-1; pET28aSUMO; pETTEVplus; pETTEV; pMAL-c4X; pGEX-
4T1; pET7-GroES; pET-Blue2; pET3a; pET11d; pET29a; pcDNA3.1/Neo; pcDNA3.1/Hygro;
pcDNAS3.1/Hygro-myc; pcDNA3.1/Hygro-His6; pcDNA3-FLAG; pcDNA3-FLAG-GFP; pGEM-

mKO2.

Na manutencéo da saude e tratamento de doencas, existem varias formas da
tecnologia do DNA recombinante ser aplicada. A terapia génica pode ser utilizada
também em combinagcdo com a terapia medicamentosa e, segundo testes, pode
oferecer protecdo as células tronco hematopoiéticas da quimioterapia por agentes
alquilantes contra glioblastoma (KHAN et al., 2016).

Assim como descrito por Vilela (2007), o uso da tecnologia do DNA recombinante
para a producdo de anticorpos contra um antigeno especifico € totalmente possivel,
através da técnica de clonagem génica e manipulagcdo da expressao proteica em
E. coli. O procedimento de producéo é relativamente simples e menos oneroso do
gue aquele envolvido na obtencédo de proteinas recombinantes (DINIZ, 2010). A
aplicagao destatecnologia consiste basicamente em escolher uma imunoglobulina
e posteriormente empregar a metodologia para fundir o DNA codificante da regiao
variavel da cadeia pesada do anticorpo com o DNA codificante para a regido constante
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(SCALLON, 2006).

A tecnologia do DNA recombinante pode ser usada através de diferentes
estratégias, a depender do objetivo que se pretende alcancar. Na producao de vacinas
€ possivel realizar a producéo de proteinas recombinantes em sistemas heterdlogos,
com E. coli, manipulagao genética para a insercao de genes que codifiquem antigenos
e imunizac&o com plasmideos recombinantes (DINIZ, 2010).

A producdo de anticorpos monoclonais através da técnica também pode
ser realizada, em que serdo produzidos anticorpos cujos alvos serdo proteinas de
membranas e receptores de membranas (FILPULA, 2007). O uso terapéutico de
anticorpos monoclonais em pacientes com tumores solidos tem demonstrado uma
taxa maior de sucesso com o0s anticorpos especificos para o Fator de Crescimento
Endotelial Vascular (VEGF) e para o Receptor do Fator de Crescimento Endotelial
(EGFR) (SCOTT, 2012).

Outra aplicacéo desta tecnologia refere-se ao desenvolvimento de receptores
antigénicos quiméricos (CARs) expressos em células T. Esses receptores, compostos
por dominios anticorpo-ligante conectados com dominios que ativam as células
T, podem superar a tolerancia admitindo que células T respondam a antigenos de
superficie celular. Sendo assim, estudos realizados por Tey (2007), foram capazes de
verificar a reatividade de células apresentando esses tipos de receptores contra o
tumor, utilizando um CAR de CD30 para Doenca de Hodgkin refrataria, assim como
CAR direcionado a GD2, expresso no virus Epstein-Barr. A partir desses estudos foi
introduzida uma técnica de transplantacao de células T reativas a tumores por meio
da expressao de receptores antigénicos quiméricos contra o tumor, obtendo também
um gene indutor de apoptose para uma fung¢ao suicida casos essas células T venham
a gerar reatividade contra o hospedeiro (doenca do enxerto contra o hospedeiro) (TEY
et al., 2007; LAM et al., 2013).

Citocinas sao polipeptideos que regulam a resposta inflamatoria e a resposta
imune de um individuo, provendo sinais importantes de patologias na fisiologia de um
organismo. Elas fazem parte de um grupo de mediadores relevantes dentro de uma
rede complexa e coordenada que rege as repostas inflamatdrias, além de exercerem
acbes pleiotropicas, séo produzidas por uma grande quantidade de células e séo
capazes de realizar trabalhos terapéuticos no organismo (NAVARRO-GONZALEZ,
2008). Citocinas que estao relacionadas a ativacdo ou a proliferacédo das células
do sistema imune podem ser usadas como estratégia para induzir o aumento da
resposta desejada de uma vacina de DNA. Em estudos feitos por Diniz (2010),
desenvolveram uma terceira versao das vacinas de DNA para tumores induzidos por
HPV-16, coadministrada de plasmideos que expressam as citocinas IL-12 ou GM-
CSF em combinagcdo com os plasmideos que expressam a E7 ou E7TEGE5 de HPV-
16 fusionados a gD de HSV-1. Através desta abordagem, obteve- se resposta de
imunizacdo méaxima, ou seja, foi obtido um efeito protetor terapéutico de 100% nos

camundongos usados no experimento.
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Em uma revisdo feita por Baigent (2002), ele apresenta dados do uso de
Interleucina-2 recombinante humana (Proleucina®) no tratamento de Carcinoma
Metastatico Renal (CMR) e de Melanoma Metastatico (MM), em subgrupos de
pacientes de CMR e MM obteve-se, respectivamente, respostas completas e duraveis
de aproximadamente 7% e 6%, afirmando que estudos realizados dizem que pacientes
tratados coma Proleucina®viveram pormais de 10 anos apés o tratamento. A substéancia
nao possui efeito antitumoral, ao invés disso, acredita-se que ela estimula o sistema
imune a reconhecer as células tumorais como células “estrangeiras”. As células
tumorais frequentemente desenvolvem mecanismos para passarem despercebidas
pelo sistema imune, o qual confunde células sadias com células mutadas.

A utilizacdo de RNAs de pequena interferéncia (siRNA) também & capaz de
gerar receptores de células T (TCRs) de atividade antitumoral aumentada, através
da recombinacdo genética utilizando vetores genéticos. Essa maior atividade ocorre
pela eliminacéo ou reducéo de expressao de componentes enddgenos que ajudam
a diminuir o despareamento desses receptores, sem mencionar que genes de TCR
podem ser utilizados para redirecionar células T contra uma variedade de antigenos
antitumorais (KERSHAW; WESTWOOD; DARCY, 2013).

A partir de estudos realizados pelo grupo de pesquisadores de Kim (2006), foi
realizada a producéo de um peptideo rico em arginina que pode atuar como carreador
de siRNA. Segundo esse grupo de pesquisadores, o Fator de Crescimento Endotelial
Vascular (VEGF) pode ser inibido por esse siRNA desenvolvido. Para localizar
tumores ativos também desenvolveram um carreador de gene bioredutivel conjugado
com o peptideo NGR, o qual pode ser revelado por imagem e poderia ser utilizado
para direcionar plasmideos para o local do tumor, mas ainda existem duvidas se a
expressao ocorreria (KIM et al., 2006; SON et al., 2012; LAM et al., 2013).

Inumeros dados tém sido acumulados acerca de miRNAs, constantemente eles
estdo envolvidos em diferentes processos celulares de diferenciacao, proliferacao,
sobrevivéncia e morte programada. Desse modo, ndo € novidade que alteracdes
na expressao e na funcdo de miRNA estejam relacionadas ao desenvolvimento de
estados neoplasicos em um organismo. Genes classicos podem ser superexpressos ou
silenciados de acordo com seu papel no desenvolvimento do cancer e anormalidades
em suas expressdes e fungdes podem ser associadas como marcadores tumorais
(PASCULLL, 2015).

Diferentes niveis de expressao de miRNA podem ser encontrados em diferentes
tecidos sadios e em tecidos tumorais, como no caso de cancer de mama, colorretal,
glioblastoma, adenocarcinomas, entre outros (BERINDAN-NEAGOE et al., 2015).
Sobretudo, a literatura tem demonstrado que o fenétipo do cancer é caracterizado por
uma redugao geral de miRNA em relacéo a tecidos sadios, o que corrobora sobre o
papel do miRNA na manutencéo e diferenciacao celular e homeostasia do organismo
(PASCULLLI, 2015).

O uso de injecdes peri-tumorais de miRNA no tratamento de camundongos
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com tumores de prOstatas apresentou bons resultados na reducdo do crescimento
tumoral em comparacéo ao grupo controle (ISCAIFE, 2016). Uma série de estudos
sobre ganho e perda de fungdo génica em combinacdo com a predicdo de alvo
demonstraram que alteracdes na expresséo de miRNAs podem afetar nao somente o
processo tumorigénico, mas também a sensibilidade celular as drogas. Desse modo,
0 uso da tecnologia do DNA recombinante para producéo de sequéncias génicas que
tenham como alvo miRNAs e os mecanismos que cercam os RNAs enddgenos podem
representar um vasto campo para o desenvolvimento de novas terapias contra o
cancer, como por exemplo, o anticorpo monoclonal Herceptin® representa o primeiro
medicamento alvo-especifico para pacientes com cancer de mama que possuem
mutacéo no gene HER-2 (BERINDAN-NEAGOE et al., 2015)

41 CONCLUSAO

O método de eletroporacéo € altamente eficaz, ja que a maioria das bactérias
foram capazes de ser transfectadas pelo processo, e de simples execucgao, dependendo
somente de treinamento nas técnicas para a realizacdo do método e um pouco de
conhecimento tebrico sobre 0 assunto para que seja executado de forma eficiente,
segundo o protocolo.

A partir dos experimentos realizados, foi capaz de entender que existem alguns
interferentes no processo de eletroporacéo, pois mesmo com o cuidado de realizar a
tirada de bolhas presentes no meio e enxugar as placas metélicas ainda assim pode
ocorrer uma falha no processo e a corrente ser conduzida pelo meio.

As regras de biosseguranca também podem ser consideradas um importante
parametro para a obtencdo de resultados positivos, pois quando ndo sédo bem
executadas podem acontecer acidentes ou ocorréncia de resultados inesperados
enquanto quando bem executadas geralmente o resultado esperado é alcancado.
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RESUMO: A Maytenus ilicifolia, popularmente
conhecidas como espinheira-santa ou cancrosa,
pertence a familia Celastraceae possuindo 55
géneros e 850 espécies espalhadas nas regides
tropicas e subtropicas do mundo. Diversas
atividades farmacoldgicas sao atribuidas a
planta como antiacido, antiespasmaédico,
antiinflamatorio e cicatrizante. Também é usada
no tratamento de Ulceras pépticas e gastrite
cronica. O objetivo deste trabalho foi analisar
0 uso da Espinheira Santa (Maytenus ilicifolia)
no tratamento de pacientes com problemas
gastrointestinais. Este estudo constitui-se de
uma revisao bibliogréfica, fundamentada em
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dados gerados pela literatura cientifica, no
qual se realizou uma consulta nas bases de
dados Lilacs, Scielo e PUBMED utilizando
artigos originais e de revisdo de 2003 até a
data presente, nos idiomas portugués e inglés.
Estudosiniciais revelaram que Maytenus ilicifolia
contém compostos bioativos que mostraram
potente acdo antitumoral e antileucémica em
doses muito baixas. Entretanto, seu uso mais
popular € no tratamento de Ulceras, indigestao,
gastrites crbnicas e, dispepsia, pois observou-
se que extratos hexano e etilacetato de
Maytenus ilicifolia promovem um aumento do
volume gastrico e do pH no estdmago, além
da acado anti-ulcerogénica e antiinflamatoria.
Foi observado que o extrato de folhas de
Maytenus ilicifolia reduz a secrecao acida na
mucosa gastrica de ras, com efeito semelhante
ao medicamento cimetidina. A partir da analise
dos dados, pode-se observar que a Maytenus
ilicifolia é capaz de ajudar no tratamento de
pacientes com problemas gastrointestinais
devido ao seu efeito gastroprotetor como forma
de melhorar a terapéutica do paciente.

PALAVRAS-CHAVE:
problemas gastrointestinais; anti

Maytenus licifolia;

ulcerogénica.

ABSTRACT: The Maytenus ilicifolia, popularly
known as espinheira-santa or cancrosa, it
belongs to the family Celastraceae possessing
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55 goods and 850 dispersed species in the tropical areas and subtropicas of the world.
Several pharmacological activities are attributed to the plantas antacid, antiespasmédico,
anti-inflammatory and cicatrizant. It is also used in the treatment of ulcers pépticas
and chronic gastritis. The objective of this work was to analyze Espinheira Santa use
(Maytenus ilicifolia) in the patients’ treatment with gastrointestinal problems. This study
is constituted of a bibliographical revision, based in data generated by the scientific
literature, in which took place a consultation in the bases of data Lilacs, Scielo and
PUBMED, using original papers and bibliographical revisions of 2003 to the present
date, in the Portuguese and English languages. Initial studies revealed that they
contain composed bioativos that showed potent action antitumor and anti-leukemic in
very low doses. However, its more popular use is in the treatment of ulcers, indigestion,
chronic gastritis and, dyspepsia, because it was observed that extracts hexano and
ethyl acetate of Maytenus ilicifolia promote an increase of the gastric volume and of the
pH in the stomach, they presented action anti-ulcerogenic and anti-inflammatory. It was
observed that the extract of leaves of Maytenus ilicifolia reduces the acid secretion in
the gastric mucous membrane of frogs, with effect similar to the medicine cimetidina.
Starting from the analysis of the data, it can be observed that the Maytenus ilicifolia
is capable to help in the patients’ treatment with gastrointestinal problems due to its
gastroprotector effect as form of improving the patient’s therapeutics.

KEYWORDS: Maytenus ilicifolia; gastrointestinal problems; anti-ulcerogenic.

11 INTRODUCAO

A Maytenus ilicifolia, popularmente conhecidas como espinheira-santa ou
cancrosa, pertence a familia Celastraceae possuindo 55 géneros e 850 espécies
espalhadas nas regides tropicas e subtrdpicas do mundo. No Brasil € encontrada no
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Diversas atividades farmacolégicas sao
atribuidas a planta como antiacido, antiespasmaodico, antiinflamatorio e cicatrizante.
Também é usada no tratamento de Ulceras pépticas e gastrite cronica. O seu valor
terapéutico é atribuido principalmente aos polifendis (flavondides e taninos) e
triterpenos (CALOU, et al., 2014). A Ulcera péptica € uma doenca crbnica, resultante
de um desequilibrio entre fatores protetores e agressores da mucosa gastrica. Pode
ser causada por multifatores, como por exemplo, fatores genéticos e alcool, mas
esta associado ao uso indiscriminado de AINES e identificacao da Helicobacter pylori
(RUIZ-NARVAEZ, et al., 2018). Estudos apontam que o uso de plantas podem ser
utilizadas para prevencéo e tratamento de doencas gastricas. Entdo, o objetivo deste
trabalho foi analisar 0 uso da Espinheira Santa (Maytenus ilicifolia) no tratamento de
pacientes com problemas gastrointestinais.
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2| METODOLOGIA

Este estudo constitui-se de uma revisdo bibliografica, fundamentada em dados
gerados pela literatura cientifica, no qual realizou-se uma consulta nas bases de dados
Lilacs, Scielo e PUBMED, utilizando artigos originais e de revisao de 2003 até a data
presente, nos idiomas portugués e inglés. Os artigos foram selecionados para esta
pesquisa de acordo com os critérios: abordagem sobre a atividade anti-ulcerogénica de
Maytenus ilicifolia, publicagdo dos ultimos 15 anos e disponibilidade do texto completo.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos iniciais revelaram que Maytenus ilicifolia contém compostos bioativos
que mostraram potente acéo antitumoral e antileucémica em doses muito baixas.
Entretanto, seu uso mais popular é no tratamento de Ulceras, indigestao, gastrites
cronicas e, dispepsia, pois observou-se que extratos hexano e etilacetato de Maytenus
ilicifolia, promovem um aumento do volume gastrico e do pH no estbmago, além de
apresentar acao anti-ulcerogénica e antiinflamatéria (TABACH & OLIVEIRA, 2003).
Foi observado que o extrato de folhas de Maytenus ilicifolia reduz a secrecao acida na
mucosa gastrica de ras, com efeito semelhante ao medicamento cimetidina (FERREIRA,
et al., 2004). Outros estudos mostram que a planta atua na recomposicao da flora
intestinal e inibicdo de bactérias patogénicas, como laxante, para eliminar toxinas
através dos rins e pele e para regular a producéo do acido cloridrico do estbmago
(JESUS & CUNHA, 2012).

Varios flavondides foram identificados em extratos de Maytenus ilicifolia sendo a
estes atribuidos atividade anti-ulcerogénica pela inibicao da secrecao acida gastrica
tanto in vivo quanto in vitro. Baggio e colaboradores observaram em seu estudo com
a fracéo rica em flavonoéides extraida das folhas de Maytenus ilicifolia uma efetividade
na protecdo contra ulceras agudas e cronicas por inibicao da secrecao acida gastrica.
Nas lesdes agudas induzidas por etanol foi observada uma redugdo significativa com
o tratamento prévio dos animais com o extrato rico em flavondides, no entanto nao foi
observada nenhuma alteracdo nos mecanismos citoprotetores. J& nos animais com
lesdes induzidas por indometacina, farmaco que inibe a producéao de prostaglandinas
- responsavel pela integridade da mucosa gastrica através da inibicao da secrecéo
acida e estimulacéo da secre¢ao de bicarbonato - houve uma protecao significativa da
mucosa dos animais pré-tratados com a fragdo rica em flavondides, indicando assim
acao dos flavonodides da planta no sistema ciclooxigenase-prostaglandina (BAGGIO,
et al., 2007).

Alguns triterpenos relatados em literaturas foram identificados em extratos de
Maytenus ilicifolia, onde sao sugeridos como substancias responsaveis pela terapia
de enfermidades gastrintestinais, como € o caso do friedelan-3-ol e o friedelan-
3-on, destacados no tratamento da ulcera gastrica. Eles foram caracterizados de
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extratos obtidos com etilacetato através de cromatografia gasosa de alta resolugéo e
espectrometria de massas (CALOU et al., 2014).

Em processos de cura de feridas, queimaduras e inflamagdes, os taninos
ajudam na recuperacao, formando uma camada protetora sobre a mucosa ou a pele,
protegendo e favorecendo a recuperacao natural do organismo. No caso na Maytenus
ilicifolia, junto dos Oleos essenciais, 0s taninos, principalmente a epigalocatequina séo
responsaveis por parte dos efeitos gastroprotetores (SANTOS-OLIVEIRA et al, 2009).

Em seu estudo, Tabach e colaboradores observaram que o uso prolongado da
planta nao causou genotoxicidade e nem teratogenicidade, sendo essa planta uma
importante alternativa para o tratamento de Ulceras gastricas devido sua alta seguranca
e eficacia observadas em diversos estudos (TABACH et al., 2017).

41 CONCLUSAO

Diante da analise dos conteudos pesquisados nas bases de dados informadas,
pode-se observar que a Maytenus ilicifolia € capaz de ajudar no tratamento de pacientes
com problemas gastrointestinais devido as suas propriedades antiinflamatéria e
antiulcerogénica - efeito gastroprotetor - como forma de melhorar a terapéutica do
paciente.
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CAPITULO 25

UTILIZACAO DE NEUROPROTETORES FAVORECE
A SOBREVIDA DOS MOTONEURONIOS DA MEDULA
ESPINAL NA ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA
(ELA) — UMA REVISAO SISTEMATICA E METANALISE

Thais Costa Porto Marinho
Centro Universitario IBMR, Rio de Janeiro, RJ

Angélica Dutra de Oliveira
Centro Universitario IBMR, Rio de Janeiro, RJ

RESUMO: A Esclerose Lateral Amiotréfica
(ELA) € uma doenca neurodegenerativa fatal
caracterizada pelo acometimento do neurénio
motor superior e inferior, tronco encefalico
e medula espinal, causando
muscular progressiva e atrofia. E uma doenca
multifatorial, caracterizada pela mutacéo
na enzima Cu/Zn superdxido dismutase-1
(SOD1). As causas mais provaveis para
surgimento e desenvolvimento da doenca se
implicam na excitotoxicidade do glutamato,
no entanto, estratégias neuroprotetoras e
neurorregenerativas, surgiram como uma
forma de tratamento promissora na tentativa
de reducdo da progressao da degeneracao
neural. O delineamento metodoldgico seguiu o
modelo PRISMA. Foram utilizadas as bases de
dados: PUBMED, Lilacs, Scielo, Science Direct
e Bireme, sem filtro de data inicial até julho de
2018. Para quantificar os efeitos do tratamento
foi utilizado o tamanho do efeito (g), corrigido
pelo viés (g de Hedge) com IC de 95%. As
metanalises foram aplicadas usando o modelo
de efeito fixo a partir da heterogeneidade
dos tamanhos de efeito. Os neuroprotetores

fraqueza
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utilizados por Tollosa (2011), Crossio (2012)
(2012)
concentracdo do glutamato, diminuindo o

e Lee apresentaram reducdo na
processo inflamatoério e reduzindo os niveis de
agentes oxidantes. Nesse contexto, foi avaliado
os niveis de THA, NF-KB e TNF para avaliar
a possivel neuroprotecdo. A mensuragao do
THA demonstrou efeito -5,67. Em relagdo ao %
NF-KB, 0 mesmo mostrou um efeito 119,19 (p<
0,0001). Por ultimo, a avaliacdo dos niveis de
TNF apresentou um efeito 176,78 (p< 0,0001).
A analise estatistica dos dados demonstrou
que houve reducdo nos niveis extracelulares
de TNF e na ativacdo NF-KB, sugerindo que
a utilizacdo dos neuroprotetores minimizou
a morte neuronal. Sendo assim, sugere-se
que a utilizacdo de neuroprotetores na ELA
promove maior sobrevida dos motoneurdnios
da medula espinal, possibilitando a redugéo do
processo inflamatério e da neurodegeneragao.
No entanto, esses neuroprotetores agem em
diferentes vias, assim a utilizacdo de dois ou
mais neuroprotetores em conjunto poderia
repercutir em resultados diferentes.

PALAVRAS-CHAVES: Esclerose  Lateral
Amiotrofica, ELA, Doenca do neurdnio Motor,
Neuroinflamacéo, Excitotoxicidade.

ABSTRACT: Amyotrophic Lateral Sclerosis
(ALS) is a fatal neurodegenerative disease
characterized by the death of upper and lower
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motor neurons, brainstem and spinal cord, causing a progressive muscle weakness and
atrophy. Its cause is multifactorial characterized by to a mutation in the Cu/Zn-superoxide
dismutase gene (SOD1). The most likely causes for the onset and development of the
disease imply excitotoxicity in the presence of glutamate, however, the neuroprotective
and neurodegenerative strategies emerged as a promising form of treatment in an
attempt to reduce the progression of neural degeneration. The methodological lineation
was performed according to the declaration of the PRISMA, based on articles searched
in the databases: Pubmed, Lilacs, Scielo, Science Direct and Bireme. The search was
limited to English language publications, having no filter from the initial date until July
2018. To quantify the effects of the treatment, the effect size (g), corrected for bias (g
of Hedge) with 95% CI was used. The Meta-analyzes were used using the fixed effect
model of the heterogeneity of effect sizes. The neuroprotectors were used by Tollosa
(2011), Crossio (2012) and Lee (2012), in reducing glutamate, decreasing the action
process and levels of oxidizing agents. In this context, levels of THA, NF-KB and TNF
have been published to assess neuroprotection. A THA measurement showed an effect
-5,67. Regarding %NF-KB, it had a 119.19 (p <0.0001) effect. Finally, an evaluation
of TNF levels showed an effect 176,78 (p <0.0001). A statistical analysis of the data
was restricted in the extracellular domains of TNF and NF-KB, suggesting that the use
of neuroprotectors minimized neuronal death. Therefore, they suggest that the use of
neuroprotectors in ALS promotes a greater survival of the spinal cord motoneurons,
allowing a reduction of the process of combat to neurodegeneration. However,
neuroprotectors act in different ways, as the use of two or more neuroprotectors
together could have repercussions on different results.

KEYWORDS: Amyotrophic Lateral Sclerosis, ALS, Motoneurons diseases,
Neuroinflammation, Excitotoxicity.

11 INTRODUGCAO

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) é uma doenca neurodegenerativa fatal
caracterizada pelo acometimento dos neurdnios motores superiores (NMS) e inferiores
(NMI), tronco encefalico e medula espinal, sendo de rapida progressao [1,14,15].

A idade média do aparecimento da doenca ocorre entre 50 e 65 anos, além de
possuir um tempo curto de sobrevida, cerca de 3-5 anos. Aproximadamente 5 - 8% dos
casos de ELA sao familiares, e cerca de 20% ocorre devido a uma mutacado no gene
da superdxido dismutase Cobre/Zinco (SOD1) [12,18].

Possui perfil multifatorial e de etiologia desconhecida, com variedade genética
e fatores ambientais. As causas mais provaveis para o desenvolvimento da doenca
implicam a excitotoxicidade na presenca do glutamato, estresse oxidativo, alteracéao
na fungdo mitocondrial e neuroinflamacéo [15].

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do sistema nervoso central
(SNC), possuindo grande importancia na cognigcéo, transporte rapido no impulso
nervoso, memoria, movimentacao, sensacéo, além de ser crucial para a plasticidade
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singptica. Os neurdnios do SNC possuem dois tipos de receptores de glutamato: os
ionotropicos e 0 metabotropicos. Os ionotropicos séo divididos em trés grupos: N-metil-
D-aspartato (NMDA), amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato e Kainato (AMPA/
KA) e os metabotropicos sdo do grupo mGluR, que podem ser mGluR1, mGIuR3 e
mGIluR5 [4,19,20].

A definicao de ionotropico se da devido a ativacao desses receptores através de
ions, ou seja, 0 aumento da concentracao de ions especificos modulara positivamente
a ativacao dos receptores MNDA e AMPA/ KA através do Ca*?e Na*respectivamente.
Ambos se agregam no mesmo complexo proteico transmembranar, dessa forma, a
neurotransmissao mediada pelos receptores iGLURs sao rapidas. [19,20].

No entanto, a ativacdo dos receptores metabotrdpico ocorre por meio de uma
proteina G que ao ser fosforilada desencadeara uma cascata de reacées intracelulares,
possibilitando a ativagdo de canais iénicos localizados na superficie da membrana
plasmatica do neurbnio pds sinapticos, sendo considerada uma neurotransmisséao
mais lenta [19,20].

Segundo Ruggiero e col (2011), os receptores NMDA ficam localizados na
membrana pos sinaptica das sinapses excitatorias e possuem maior permeabilidade
ao Ca*? do que os receptores AMPA e KA. Essa maior permeabilidade ao Ca*?*faz com
gue ele contribua diretamente com mecanismos neurotoxicos.

Na familia dos receptores L-Glu o mais estudado € o NMDA. Em estudos prévios,
receptores L-Glu estéo envolvidos no mecanismo de excitotoxicidade e degeneracéo
neural e isto foi reforcado quando utilizaram injecdo de NMDA intravitrea como um
modelo de lesao in Vivo, estimulando a degeneracdo de células da retina de ratos.
Sendo assim, 0 aumento da concentragcdo do glutamato pode exercer em algumas
situacbes efeitos neurotdxicos que podem induzir a degeneracdo neural. Segundo
Sungyoub e col (2012), a excitotoxicidade causada pelo aumento dos niveis do
glutamato tem se mostrado significativamente importante para a degeneracdo dos
neurdnios motores nesta patologia [13,16,17,19,23,25].

Esta hipotese é sustentada pelo aumento da concentracdo de glutamato
encontrado no fluido cérebro espinal em pacientes com ELA [7]. Isso ocorre devido a
uma diminuicdo da recaptacao do glutamato pelas células da Glia e por transportadores
préprios (GLT-1) presentes nas células neuronais pré-sinapticas e da medula espinal.
A ineficiéncia na recaptacao resulta em uma excessiva concentracdo de glutamato
na fenda sinaptica, ocasionando uma hiperestimulacao dos receptores de glutamato.
Promovendo a elevacéo nos niveis de Na* e Ca?*, podendo promover morte neuronal
(Figura 1) [7,25].
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Figura 1: llustragéo da transmissao glutamatérgica e ativagéo dos receptores NMDA, AMPA/
KA e mGIuR através dos ions Na*?e Ca*2. Apos o estimulo excitatorio, as células da glia e
transportadores proprios do neurdnio pré-sinaptico realizam a recaptacao do glutamato.

Dessa forma, a morte neuronal ocasionada pela excitotoxicidade promove um
quadro neuroinflamatoério. Em contrapartida, as células da Glia quando lesadas, liberam
citocinas pro-inflamatorias, dentre elas interleucina seis (IL-6), interleucina 183 (IL-18,)
fator de necrose tumoral (TNF), interferon gama (IFN-y), Ciclooxigenase 2 (COX2),
prostaglandina (PGE2) e espécie reativa de oxigénio (ROS) [1,5,11,15,18,25].

A sintese desses mediadores pré-inflamatérios e outros mecanismos de
sinalizagao celular presentes na ELA induz a ativagédo do NF-KB. O NF-KB é um fator
de transcricdo nuclear que pode ser ativado através de estresse oxidativo e aumento
dos niveis de Ca*? intracelular, além de estar envolvido na resposta imune inata e
adaptativa [4]. Quando esse fator ndo esta ativado ele se encontra no citoplasma
ligado a uma proteina inibitéria IKB. Esse complexo IKB impede a translocacéo do NF-
KB para o nucleo aonde este sera fosforilado e ativado [5,7].

Inumeros fatores levam a fosforilagdo do IKB, o que é importante para a
sua degradacdo. Dessa forma, depois de fosforilada IKB recebe a adicdo de uma
ubiquitina, sendo enderecada para a degradacgao via proteassoma e resultando na
ativacao do NF-KB. No entanto, para controlar essa ativagao, o NF-KB possui um
inibidor fisiolégico o IKBa. O IKBa se juntara a p50 impedindo que ela esteja livre e se
associe ao NF-KB e consequentemente, translocada para o nucleo [5,7].

Estudos recentes apresentam diversos neuroprotetores, dentre eles o Cape, Bay -
11-7082, Receptor antagonista AMPA/KA [CNQX], Grelina, Antocianina, GFAP-IkBaAA
e GFAP-IkBaAA/SOD1G93A. Estes possuem mecanismos de acédo diferenciados na
contencao daneurodegeneracao e nadiminuicdo do processoinflamatério. Alguns agem
inibindo a ativacdo do NF-KB, na ativacdo microglial e consequentemente, promove
a diminuicao da liberacdo de mediadores pro-inflamatérios. Outros, competirdao pelo
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mesmo sitio de ligagdo do glutamato, reduzindo o estresse oxidativo e ROS [1,10,15,
21].

Neste trabalho abordamos a acdo dos neuroprotetores interferindo na
excitotoxicidade promovida pelo glutamato e correlacionando com um melhor
prognéstico da ELA. Desta forma, analisamos a efetividade dos neuroprotetores na
contencdo da degeneracado neuronal e a sua possivel eficacia no aumento da sobrevida
dos neurénios motores.

2| METODOLOGIA

A revisdo sistematica foi desenvolvida de acordo com a declara¢do do PRISMA,
com base em artigos pesquisados nos bancos de dados do Pubmed, Lilacs, Scielo,
Science Direct e Bireme. As buscas foram realizadas na lingua inglesa, sem filtro
para data inicial e até julho de 2018. As palavras chaves utilizadas para a realizacéo
da pesquisa foram ELA, Esclerose Lateral amiotréfica, doenca do sistema imune,
desordem imune e neuroinflamacao.

ApOs a elaboracéo das palavras chaves, a busca nas bases de dados apresentou
um total de 1.297 artigos, onde ap06s a analise dos titulos e resumos foram selecionados
100 artigos para a leitura dos artigos integra. ApOs a aplicacéo dos critérios de inclusao,
6 artigos que contemplaram os critérios de elegibilidade, conforme demonstrado na
figura 2.

Dados utilizados na anélise estatistica foram passados para o software Stata
Intercooled 9.2. Os dados foram combinados, e realizamos metanalise com modelo
de efeitos fixos. Para quantificar os efeitos do tratamento foi utilizado o tamanho do
efeito (g), corrigido pelo viés (g de Hedge), com intervalo de confianca (IC) de 95%.
Foram realizados testes de heterogeneidade e viés de publicacdo ap6s analise, e 0s
valores de p <0,0001 e p < 0,05 foram considerados indicativos de heterogeneidade
dos tamanhos de efeito.
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A Metanalise foi realizada para cada indicador presente nos estudos, respeitando

as avaliagdes e de acordo com a disponibilidade de indicadores, visto a existéncia
de lacunas em determinados indicadores. Das analises metanaliticas realizadas

verificam-se todos os valores de P com significancia estatistica (Tabela 1).

Neste estudo, foram observados efeitos dos neuroprotetores na contencao

da neurodegenderacdo no grupo controle e experimental, e a correlagdo com a

porcentagem do numero de neurdnios motores da medula espinal de ratos.

. Paciente Controle Efeito
Indicador Estudos — — M 95%-IC p-valor
Média | +DP | Média | +DP | Geral
Tolosa, 2011 11,6 0,95 13 1,1 -5,67 | [-2,16; -0,64]
THA <0,0001
Lee, 2012 6,65 | 0,515 | 15,76 | 1,25 [-9,79; -8,43]
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[243,57;

Tolosa, 2011 | 376,3 | 31,55 | 1105 | 28,39 | 119,19
% NF-KB 288,03] <0,0001
Crosio, 2012 | 1058 | 6.7 | 358 | 9.2 [57.12; 82,88]
Tolosa, 2011 | 1108.,6 | 139,15| 200 |14345|176,78| [803:91:
1.013,29]
TNE 61 <0,0001
Lee, 2012 | 1652 | 41,05 | 17.8 | 575 168,55

Tabela 1: Andlise descritiva de cada indicador presente nos estudos.

Na auséncia de neuroprotecdo, observamos uma redugcdo do numero de
neurénios motores da medula espinal. O grafico 1 mostra o tamanho de efeito dos
estudos do Tolosa e col e Lee e col, onde comparamos o tamanho de efeito dos grupos
com a presenca de um indutor da degeneragcao threohydroxyaspartate (THA) e na
auséncia de neuroprotecédo. O THA é um inibidor da recaptagao de glutamato, ou seja,
ele inibe o transportador de glutamato induzindo um quadro de excitotoxicidade [15].

A partir da analise do gréafico 1, observamos um efeito geral de — 5,67 indicando
que o grupo com auséncia de neuroprotecdo e com a utilizacdo do THA foi favorecido,
ou seja, na auséncia de neuroprotecdo e com a inducéo da degeneracéo observa-se
uma reducéo do numero de motoneurénios na medula espinal.

Tollosa, 2011 ——

Lee, 2012 HlH

_1.40 [-2.16, -0.64]

-9.11 [-9.79, -8.43]

Efeito -

567 [6.17, -5.16]
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Gréfico 1: Forest Plot com Numero de Neurdnio Motor. Analisando o efeito da redugéo do
Numero de Neur6nio motor da medula espinal, foi observado um efeito negativo -5,67 indicando
uma diferenca significante entre pacientes e controles.

No entanto, na presenca de neuroprotecdo, observamos uma reducao da
ativacado de NF-KB o que promove uma diminui¢do da ativagéo astrocitaria e reducéo
da liberagéo de glutamato. Com a diminuic&o da concentra¢do de glutamato na fenda
sinaptica, modulara negativamente os seus receptores localizados nos neurénios
motores, reduzindo o influxo de Ca*?e Na*, minimizando o efeito da hiperestimulacéo
e da sua excitotoxicidade (figura 2).

No gréfico 2, apresentamos o tamanho de efeito do estudo do Tollosa e col e
Crosio e col, observamos o tamanho de efeito dos grupos com auséncia e presenca
de neuroprotecédo. A partir dessa analise, demonstramos um efeito geral de 119,19,
indicando que o grupo com a presenca de neuroprotecao foi favorecido em relagéo ao
grupo com auséncia de neuroprotecao.
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Tollosa, 2011

Crosio, 2012 HilH

——1265.80 [243 57, 288.03]

70.00 [ 57.12, 82.88]

Efeito -

119.19 [108.04, 130.33]
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Gréfico 2: Forest Plot para a porcentagem de NF-KB. Analisando os efeito de cada estudo, o
efeito geral foi igual a 119,19 indicando uma diferenca significante entre pacientes e controles.

Além da reducéo da ativacdo de NF-KB, observamos também uma redu¢éo dos

niveis extracelulares de TNF. Essa reducéo promove uma diminuicéo da ativacao de

NF-KB, o que ira refletir na reducéo da ativacao astrocitaria, na liberacao de glutamato

e consequentemente, uma diminuic&o da ativagcdo microglial (figura 3).

Neuroprotetores

Motoneurénios

Astrécitos l
]

T 1Glutamato | ——— T [1Ca+2

Neuroprotetores A // +l

== L1 TAtivagao NF-KB

$ Estresse
+ Ativagao Oxidativo

/\Microglial |

Neuroprotetores \
+
—— I Microglia

~ Morte l

Figura 3: Inibicdo da ativacdo do NF-KB, ativacao Microglial e hiperestimulacdo dos receptores
de glutamato na presenca de neuroprotecéo (Tolosa e col, 2011; Lee e col, 2012; Crosio e col,

2012).

O grafico 3, mostra uma reducdo dos niveis extracelulares de TNF, onde

analisamos os estudos do Tollosa e col e Lee e col e comparamos o tamanho de

efeito entre os grupo. A partir dessa analise, observamos um efeito geral de 176,78

indicando que o grupo com a presenca de neuroprotecao foi favorecido em relacéo ao

grupo com auséncia de neuroprotecao.
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Tollosa, 2011 —=—908.60 [803.91, 1013.29]
Lee, 2012 - 147.40 [126.42, 168.38]
Efeito . 176.78 [156.21, 197.35]
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Grafico 3: Forest Plot do indicador de TNF. Analisando os efeitos de cada estudo e o efeito
geral foi de 176,78 indicando uma diferenca significante entre pacientes e controles.

Dessa forma, podemos concluir, a partir dos dados acima, que na presenca de
neuroprotecao o processo degenerativo € atenuado devido a reducao de fatores proé-
inflamatoérios que induzem o aumento da concentracdo de glutamato e favorecem
o0 quadro neuroinflamatério. Assim, por meio de estratégias neuroprotetoras e
neurorregenerativas € possivel promover uma sobrevida aos motoneurénios da
medula espinal nessa patologia.

4 | DISCUSSAO

O conhecimento sobre a patogénese da ELA tem sido obtido, na maioria das
vezes, a partir de modelos animais com a forma familiar, e este conhecimento tem
permitido desenvolver modelos celulares in vitro para a forma esporadica e estudar as
propriedades de sobrevivéncia destas células, sua interacdo com outros tipos celulares
e a suscetibilidade em condicbes ambientais, que s&o alguns dos fatores envolvidos
na patogénese da doenca [2,9].

As doencas neurodegenerativas agudas e crbnicas possuem a caracteristica
comum de perda de neurbnios por mecanismos originados pela sobreativacdo dos
receptores de glutamato, o qual ocorre por uma excessiva excita¢ao sinaptica mediada
por este aminoéacido, ao que chamamaos excitotocicidade. Por esse motivo, é importante
sabermos 0s mecanismos de receptacao do glutamato por neurénios ou células gliais,
determinando o tempo que o neurotransmissor estara disponivel na sinapse [6, 8].

A expresséo alterada dos transportadores de glutamato na ELA é talvez um dos
melhores exemplos estudados ligando neuropatologia a disfun¢cédo do transportador
glutamatérgico. Em uma série de estudos descobriu-se um aumento nos niveis de
glutamato no liquido cefalorraquidiano, uma diminuicéo na atividade de transporte, e
niveis diminuidos de receptores recaptadores de glutamato em pacientes com ELA,
em comparagdo com um controle ou populacdo de referéncia com individuos que
morreram de doencas nao neuroldgicas [22].

Varias hip6teses foram cogitadas sobre a geracao possivel desta doenca as mais
citadas sao: excitotoxicidade mediada por receptores AMPA, e toxicidade causada por
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ganho de fungdo de SOD1 mutado, o que eleva a geracéo de espécies reativas de
oxigénio [6].

Para muitas doengas do sistema nervoso associadas com expressao alterada
do transportador de glutamato, a atividade (e em alguns casos os niveis de proteina)
foi medida em tecidos periféricos, evidenciando que muitos destes transportadores
Na* dependente ndo s&o exclusivos do sistema nervoso. Na verdade, a atividade do
transporte Na* dependente é mais baixa em plaquetas de pacientes com ELA e os
niveis de glutamato no plasma sé&o mais elevados [22].

Em nosso estudo, Tolosa e Lee, demonstram que a utilizacdo de THA promoveu
a inibicdo da recaptacéo do glutamato pelas células da glia e por transportadores
proprios presentes nas células neuronais pré-sinapticas e da medula espinal. Essa
inibicdo resulta em uma excessiva concentracdo de glutamato na fenda sinaptica,
ocasionando uma hiperestimulagcéo de seus receptores promovendo um aumento do
influxo de Na*e Ca**levando a morte neuronal.

No entanto, quando utilizado a neuroprotecdo, a andlise estatistica dos dados
demonstrou que houve redugéo nos niveis extracelulares de TNF e na ativagcao NF-KB,
sugerindo que a utilizacado dos neuroprotetores reduziu ativacao microglial, astrocitaria
€ minimizou o impacto neuronal.

Devido a importancia da excitotoxicidade glutamatérgica como fator importante
no desenvolvimento da ELA e a inexisténcia de farmacos eficientes para o tratamento,
considera-se fundamental o estudo de drogas que possam reverter esta toxicidade,
através da modulacédo da transmissdo de glutamato. Aléem disso, lesdo causada
por estresse oxidativo parece ser fator patogénico comum nas diversas doencas
neurologicas [24].

Sendo assim, sugere-se que a utilizacdo dos neuroprotetores na ELA teria um
papel importante em promover uma maior sobrevida dos motoneurénios da medula
espinal, possibilitando a reducdo do processo inflamatério, do estresse oxidativo
e da neurodegeneracdo. No entanto, esses neuroprotetores possuem diferentes
mecanismos de acao, assim a utilizacdo de dois ou mais neuroprotetores em conjunto
poderia repercutir em resultados diferentes na contencédo da neurodegeneracao.
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