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A Importancia de Candida dublinensis no Diagnostico

Laboratorial das Micoses Oportunistas *

The importance of Candida dublinensis in laboratorial diagnostic of
opportunistic mycosis

Sydney Hartz Alves ' ; Loiva T. Otonelli Oliveira >; Janio Moraes Santurio’

RESUMO- Candida dublinensis ¢ uma espécie recentemente descrita,
filogeneticamente relacionada com C.albicans e comumente associada a
episodios de candidiase oral em pacientes com SIDA. Neste artigo, revisamos
aspectos  importantes desta espécie como as caracteristicas clinicas e
epidemiologicas da micose bem como o0s principais aspectos fenotipicos e
genotipicos desta levedura. Os problemas de identificacdo, a suscetibilidade
aos antifingicos e os fatores de viruléncia sdo também abordados.

Unitermos: Candida dublinensis; micoses; SIDA

ABSTRACT- Candida dublinensis is a newly described specie that is closely
related phylogenetically to C.albicans and is commonly associated with oral
candidiasis in human immunodeficiency virus positive patients. In this paper

we review some important features like clinical and epidemiological aspects



of this mycosis, phenotypic and genotypic characteristics of this yeastlike
fungi. Problems related with identification, susceptibility to antifungal agents
and virulence factors, are also discussed.
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INTRODUCAO

Nas infecgdes fungicas dos pacientes imunocomprometidos, C.albicans
ainda € a espécie mais prevalente; entretanto, outras espécies tém emergido
destacando-se C.parapsilosis, C.tropicalis, C.krusei e C.lusitaniae "> em
percentuais que variam geograficamente °.

Em 1995, Sullivan et al ? | na Irlanda, estudando um grupo de
leveduras do género Candida com caracteristicas atipicas, descreveram uma
nova espécie, nomeada Candida dublinensis Desde entdo, esta espécie tem
sido relatada em diversos paises e, devido as peculiaridades que a envolvem,
como a filamentacdo em soro a 37°C, seu reconhecimento ¢ identificacao
merecem cuidadosa atencao, para diferenciacdo com C.albicans.

O objetivo do presente artigo ¢ revisar suscintamente, aspectos

clinicos, epidemiologicos e implicacdes terapéuticas das infecgdes causadas

por C.dublinensis.

ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS

A grande maioria das cepas de C.dublinensis tem sido isoladas de

lesdes da cavidade oral de pacientes com SIDA, especialmente aqueles



evidenciando episodios recorrentes da forma eritematosa ou atrofica de

10, 21 , . 1
1 ™ °. Também tem sido detectada como causa de candidiases

candidiase ora
oral em individuos HIV positivos, em imunocomprometidos nao infectados
pelo HIV e, mesmo em individuos saudaveis *. Estes dados sugerem que a
cavidade oral pode se constituir num nicho ecoldgico natural para
C.dublinensis. As infecgdes em individuos sadios e imunocompetentes sdao
raras, 0 que sugere que o sistema imune, em parceria com a microbiota
normal previna o supercrescimento de C.dublinensis '°. Assim, quando a
imunidade conferida pelas células T estiver reduzida, a habilidade de se
manter C.dublinensis em niveis  baixos fica diminuida, permitindo seu
crescimento ',

Além da boca, C.dublinensis tem sido isolada da vagina e fezes *°. Ha
um relato de candidemia em paciente recebendo quimioterapia antineoplésica
para thabdomiossarcoma e em dois outros, apos transplante de medula 6ssea
3 Além destes casos, ndo ha outras descricdes de C.dublinensis causando
infeccdes sistémicas, o que merece continua atengao.

Considerando que C.dublinensis € uma espécie recém caracterizada e
cuja identificacdo requer procedimentos nem sempre disponiveis em

laboratdrios clinicos, os dados epidemioldgicos disponiveis sao ainda muito

escassos. C.dublinensis ja foi isolada em paises como Argentina, Australia,



Bélgica, Canada, Franga, Finlandia, Alemanha, Grécia, Irlanda, Espanha,

Suica, reino Unido e Estados Unidos *°.

No Brasil, Milan et al '* em Sdo
Paulo relataram o primeiro caso e Alves et al 2 no Rio Grande do Sul,
referiram o isolamento de 3 casos de candidiase causados por C. dublinensis.

Na populacdo irlandesa, C.dublinensis foi isolada da boca de 27% de
individuos HIV positivos e de 32% de pacientes com SIDA e candidiase oral.
Da cavidade oral de individuos sadios foi isolada de 3% e, de individuos
sadios mas com quadro de candidiase oral, chegou a 14,6% ****. Segundo
estes autores, os isolamentos de C.dublinensis como a unica espécie causando
candidiase foi de 24,5% dos casos observando-se nos demais, isolamento
concomitante com C.albicans *>***°.

Nos Estados Unidos, Kirkpatrick et al '° estudando prospectivamente
63 pacientes com SIDA, observaram 32% de prevaléncia de C.dublinensis
mas, considerando os 5500 isolados obtidos, C.dublinensis representou
menos de 1%. Por outro lado, Jabra-Rizk et al * em 724 isolados produtores
de tubo germinativo, apenas 7 (0,96%)  foram identificados como
C.dublinensis. Em nossa experiéncia, entre 250 cultivos obtidos da orofaringe
de pacientes com SIDA, obtivemos o isolamento de 3 C.dublinensis,

representando 1,2% das espécies isoladas (dados ainda nao publicados). Desta

forma, as discrepancias entre os dados epidemiologicos de diferentes autores



pode ser explicada pela metodologia empregada para o primo-isolamento,
pois, a concomitancia com outras espécies de Candida ¢ frequente e,
caracteristicas  diferenciais ndo se observam nos meios de cultura
rotineiramente empregados para isolamento.

Odds et al ' revisaram 2589 cepas de uma cole¢io originalmente
identificadas como C.albicans, objetivando avaliar a frequéncia historica de
C.dublinensis. Cinquenta e trés amostras foram reidentificadas como
C.dublinensis, sendo a mais antiga isolada em 1957 e, identificada como
Candida stellatoidea . Também referem que 4 amostras de C.dublinensis
desta cole¢dao haviam sido isoladas de episddios de candidemias de pacientes
com doengas hematologicas.

Sullivan et al *® revisando as colecdes de leveduras do Centraal Bureau
voor Schimmelcultures (CBS) da Holanda, reidentificou uma cepa de
C.dublinensis 1isolada em 1952 e identificada como Candida stellatoidea.
Pinjon et al *' avaliando 110 amostras de uma colegio de leveduras isoladas
da cavidade oral de individuos sadios, observaram que 1,8% eram
C.dublinensis e que entre 79 isolados da boca de pacientes com SIDA, 16,5%

eram C.dublinensis.



CARACTERISTICAS FENOTIPICAS

C.dublinensis se desenvolve bem no agar Sabouraud dextrose a 30-
37°C, formando colonias branco-cremosas, similares as de C.albicans. Emite
tubo germinativo apos 2h de incubagdo em soro humano a 37°C sendo , por

23 .
. Em meios de cultura

1sto, muitas vezes 1identificada como C.albicans
empregados para a producao de clamidoconidios como o Corn meal agar ou
similar, a grande maioria dos isolados de C.dublinensis produz abundantes
clamidoconidios, formando pares ou trios nas extremidades das hifas **. Em
Candida albicans sao menos numerosos ¢ frequentemente ocorrem isolados
na extremidade de uma hifa ''. Todavia, este critério de diferenciagio ndo é
seguro devido a subjetividade na quantificagdo e também porque esta ndo ¢
uma caracteristica sempre presente em C.dublinensis %

A incapacidade de crescimento de C.dublinensis a 42 °C foi
inicialmente observada por Sullivan et al * e, posteriomente utilizada para
diferenciagdo com C.albicans, que se desenvolve bem nesta temperatura. A
seguir, Pinjon et al >'  observaram que a temperatura de 45°C era mais eficaz
na diferenciacdoo entre C.albicans e C.dublinensis, sendo sugerida como um

critério simples, de baixo custo, reprodutivel e facilmente aplicavel a um

grande numero de amostras, como teste de triagem.



O teste da temperatura requer provas complementares porque algumas
cepas de Candida stellatoidea tipo 1 também nao se desenvolvem a 42°C ou a
45°C. Assim, Pinjon et al *' propde que todas as cepas inibidas a 42-45°C
sejam estudadas em relagdo a assimilacdo da sacarose e/ou que sejam
sorotipadas. Candida stellatoidea tipo 1 ndo assimila sacarose e sdo do
sorotipo B , enquanto que C.dublinensis sao do sorotipo A e assimilam a
sacarose.

Com relagdo as provas de assimilacao, C.dublinensis assimila dextrose,
galactose, maltose, sacarose, manitol, sorbitol e glucosamina; sdo incapazes
de assimilar arabinose, xilose, ribose, sorbose, ramnose, celobiose, lactose,
melibiose, refinose, glicerol, inositol, lactato, gluconato e KNO3 BOA
assimilagdo da trealose ¢ variavel, crescem na presenga de ciclohexemide e
ndo hidrolizam a esculina *'"?%%%

Destas reagoes, a assimila¢ao da sacarose ¢ xilose sao as mais utilizadas
para a diferenciagdo de C.dublinensis com C.albicans e C.stellatoidea.
Atualmente, C.stellatoidea é considerada sindnimo de C.albicans; todavia,

para melhor caracterizacao de C.dublinensis, deve-se descartar a possibilidade

de ser C.stellatoidea, pois, ambas sdo inibidas pelas temperaturas de 42-45°C

25,26



No perfil enzimatico de C.dublinensis destaca-se sua incapacidade de
expressar atividade de 3-glicosidase, o que € evidenciado em todas as cepas de

4,22, 24

C.albicans . Por outro lado, C.dublinensis evidencia intensa atividade

de proteinase extracelular, se comparada com C.albicans **.

O estudo do bioquimismo de C.dublinensis permite a aplicagdo de
algumas propriedades em meios de cultura que permitam uma identificacao
preliminar desta espécie. O CHROMagar Candida ¢ um meio sélido contendo
substratos cromogénicos que permitem a diferenciacao das espécies com base
na coloragio das colonias '*'® . Assim, no Chromagar Candida , apos 48 h de
incubagao C.albicans evidencia colonias azul-esverdeadas enquanto que
C.dublinensis apresenta colonias coradas de verde escuro. A limitacdo do
Chromagar Candida ¢ sua utilidade apenas no primo-isolamento ou primeiro
repique porque C.dublinensis perde a capacidade de corar-se apods
sucessivos cultivos ou em cepas de cole¢do. A razdo desta instabilidade nao
esta clara mas admite-se que esteja relacionada com o switching fenotipico
10

Outro método de triagem baseado nas caracteristicas bioquimicas € o
agar Sabouraud acrescido de methyl blue 93 (Difco). Submetendo-se o

crescimento fingico a lampada de Wood , as colonias de C.dublinensis nao

fluorescem enquanto C.albicans apresenta intensa fluorescéncia. Esta



10

propriedade também ¢ perdida apds sucessivos sub-cultivos de C.albicans

1911 " Similarmente ao que ocorre com o CHROMagar Candida, cepas de

colegdo sdo instaveis quanto a esta propriedade ' "°.

Outra interessante caracteristica fenotipica de C.dublinensis ¢ a
coagregacdo. Observa-se nitida coagregagdo quando a uma suspensao de
C.dublinensis , cultivada a 37°C, agregar-se um cultivo de Fusobacterium
nucleatum. Como esse fenomeno também ocorre com C.albicans, mas nao
quando cultivada a 37°C, os autores sugerem que a coagregagdo possa se
constituir num teste rapido e simples para a identificacdo de C.dublinensis. A
nivel bioquimico, a coagregacdo ocorre porque o F.nucleatum apresenta uma
proteina receptora a um polissacarideo ou proteina termo-estavel de
C.dublinensis °. Considerando que a grande maioria dos laboratérios clinicos
de grande porte utiliza métodos automatizados para a identificacdo de
bactérias e leveduras, Pincus et al *° estudaram o comportamento de Candida
dublinensis frente aos substratos mais utilizados, obtendo-se resultados que
permitem a diferenciacdo com C.albicans de forma bastante satisfatoria. Gales
etal compararam a identificacdo de C.dublinensis através da inibicao a 42°C,

utilizacdo da xilose e a-methyl-D-glucoside, com os sistemas comerciais API

20C e Vitek YBC. Observaram que os sistemas comerciais sdo capazes de
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diferenciar C.albicans de C.dublinensis tao efetivamente quanto os testes de
temperatura e assimilacdo da xilose.
CARACTERISTICAS GENOTIPICAS

Os estudos genotipicos inicialmente desenvolvidos por Sullivan et al »
foram fundamentais para a definicdo de C.dublinensis como uma espécie
diferente de C.albicans e C.stellatoidea.

Quando um grupo de cepas identificadas como C.albicans , porque
evidenciavam tubo germinativo e clamidoconidios, foram tratadas com a
enzima de restricdo EcoRI e hibridizadas com a sonda 27A, o modelo de
fingerprint obtido evidenciava menor nimero de bandas do que normalmente

23,24

se observava em C.albicans . Quando o DNA gendmico ¢ digerido com

a enzima de restricdo Hinf I obtém-se polimorfismo (restriction fragment
length polymorphism) distinto de C.albicans ou de C.stellatoidea .

A andlise do polimorfismo amplificado randomicamente (RAPD)
utilizando um grande niimero de oligonucleotideos como primers resulta em

distintos perfis de C.dublinensis .

Ao se comparar os cariotipos de
C.albicans e C.dublinensis, ap0s eletroforese em campo pulsatil, observa-se
7 ou 8 bandas para C.albicans e 10 ou mais bandas para C.dublinensis ** .

A sequéncia de genes para TRNA tem se constituido numa técnica

basica para se estabelecer estudos filogenéticos entre microrganismos porque,
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além de altamente conservada em termos evolucionarios, estdo presentes em
nimero elevado de copias na maioria dos genomas de eucariotos. Com efeito,
comparando-se a sequéncia de genes para rRNA de C.dublinensis com a
sequéncia equivalente de C.albicans, observa-se 2,5% de divergéncia o que
¢ similar aos percentuais das divergéncias genéticas que individualmente

. : L : . 2324
diferenciam outras espécies de Candida entre si “

. Segundo os geneticistas
ha evidéncias para a separagao de espécies quando houver mais de 1% de

. N . . . 24
dlvergen01a entre dois microrganismos .

A RESISTENCIA DE C.dublinensis A ANTIFUNGICOS
Os primeiros estudos de suscetibilidade de C.dublinensis frente aos
antifngicos detectaram 4 cepas resistentes ao fluconazol, numa populacao

de 20 amostras

. Estes autores também observaram que a resisténcia ao
fluconazol nao se extendia aos demais azolicos nem a anfotericina B.
Ademais, constataram que a exposi¢ao sequencial de C.dublinensis sensiveis
ao fluconazol (CIM= 0,5ug/ml) a concentracdes crescentes deste triazolico,
determinava rapido desenvolvimento de resisténcia (CIM=64ug/ml) e ainda

que tal resisténcia era estdvel mesmo ap6s 10 sub-cultivos em meios isentos

de antifungicos.
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A facilidade de C.dublinensis desenvolver resisténcia ao fluconazol ¢
muito peculiar, pois, estudos similares realizados com C.albicans nao
observaram tal fendmeno mesmo apds 148 subcultivos em meio contendo
azblicos * .

Moran et al °  também observaram que a inducdo da resisténcia in
vitro ao fluconazol foi acompanhada de polimorfismos de DNA, indicando
que rearranjos genéticos podem ocorrer sob forte pressao seletiva, talvez tteis
ao fungo nas condi¢des adversas determinadas pelo antifingico. O mecanismo
de resisténcia através do efluxo também tem sido sugerido, contudo, ainda
nao comprovado .

Os estudos de Odds et al '’ em relacdo a suscetibilidade em cepas de
colecdes indicaram , através da comparacao das médias geométricas que
C.dublinensis ¢ mais sensivel a anfotericina B e 5-fluorocitosina do que
C.albicans, mas ¢ significativamente menos sensivel aos azélicos.

Considerando que C.dublinensis tem sido associada com episodios de
candidiase recorrente em pacientes HIV positivos, ha sugestdes de que sua
recente emergéncia como patdogeno humano possa ser o resultado de uma
selecdo apos prolongada utilizagdo de antifingicos. Todavia, varios estudos
tém revelado que a grande maioria dos isolados de C.dublinensis sdo

15,19,26

sensiveis aos antifingicos . Por outro lado, a comparacdo das médias
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geométricas das CIMs de C.dublinensis e C.albicans frente aos fluconazol,
itraconazol e cetoconazol, indicaram que C.dublinensis requer concentragdes

inibitorias mais elevadas do que C.albicans '°

. Este fato provavelmente
represente uma vantagem seletiva de C.dublinensis o que justificaria sua
recorréneia nas candidoses dos pacientes com SIDA '2° . Até o momento, a
resisténcia de C.dublinensis aos demais antifiingicos, ndo foi ainda relatada >
15,25
OS FATORES DE VIRULENCIA DE C.dublinensis

As investigacdes sobre os fatores de viruléncia em C.dublinensis sdo
escassas: no dimorfismo, a cinética de crescimento das hifas é mais lenta do
que em C.albicans ' o que pode contribuir para a aparente menor viruléncia
desta espécie *° . Por outro lado, possui os mesmos 7 genes SAP para
proteinases e, um estudo®® relatou que cepas de C.dublinensis apresentavam
maior atividade de proteinase do que cepas de C.albicans . Também tem
sido sugerido que C.dublinensis sao mais aderentes ao epitélio bucal do que
C.albicans '****°.

Outro fendmeno que pode contribuir para a viruléncia de C.dublinensis
¢ sua forte interacdo com o Fusobacterium nucleatum. Este anaerobio ¢

frequente na placa sub-gengival de lesdes periodontais, tendo importante

funcdo na colonizagdo, uma vez que tém a capacidade de coagregar
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leveduras como C.dublinensis °. Estudos nesta linha deverdo ser
incrementados, sobretudo em pacientes com SIDA, objetivando-se melhor

compreender a patogénese das candidiases neste grupo de pacientes.

CONSIDERACOES FINAIS

Diante das caracteristicas fenotipicas e o potencial para
desenvolvimento de resisténcia ao fluconazol, Candida dublinensis requer
identificacdo precoce. No momento, vivemos a expectativa dos estudos que se
delineiam tais como: desenvolvimento de meios de culura para rapida e facil
identificacdo, o papel de C.dublinensis na fisiopatologia das candiiases, o
potencial para resisténcia frente a outra drogas, outros fatores de viruléncia ,
além de estudos genéticos mais aprofundados. Por tudo isto, os laboratorios
de Micologia devem estar atentos a esta nova espécie que, do grande mundo
dos fungos, vem aumentar as dificuldades do diagnostico micoldgico nas ja

complexas relagdes entre fungos e os hospedeiros imunocomprometidos.
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Animais domésticos como reservatorios de espécies termofilas de Campylobacter *
Domestic animals as reservoirs of termophylic species of Campylobacter

Elisabeth Loshchagin Pizzolitto & Antonio Carlos Pizzolitto

Resumo

O isolamento de espécies termofilas de Campylobacter das fezes de cées e visceras
de frangos foi observado em caldo Brucella (DIFCO) enriquecido com sangue de
carneiro e mistura dos antiboticos (vancomicina, trimetoprin, polimixina B,
anfotericina e cefalotina-CEFAR), como proposto por Blazer et al. (1979). A
analise foi feita em 132 culturas de materiais biologicos de cdes, com 8,3% de
positividade e 212 de frangos com 62,2% de positividade. As espécies termofilas
isoladas foram classificadas como Campylobacter jejuni, biotipo 1 e C. lari. As
cepas de C. jejuni sdao sensiveis ao acido nalidixico (disco-30ug) e resistentes a
cefalotina (disco-30pg). O C. lari é resistente ao acido nalidixico e cefalotina
(discos de 30pg). Ambas espécies desenvolvem-se bem a 37 e 43°C, mas ndo a
25°C. As espécies termofilas de Campylobacter atuam como patdogenos entéricos.
Palavras-chave: espécies termofilas de Campylobacter, C. jejuni, C. lari,
gastrenteritis.

Summary: The isolation of the termophylic species of Campylobacter from feces
of dogs and of chickens was studied using Brucella broth (DIFCO) enriched with
sheep blood and suplemented with the antibiotics (vancomycin, trimethoprim,
polimyxin B, amphotericin and cephalothin-CEFAR), as proposed by Blazer et al.
(1979). The percent of Campylobacter species in the 132 biological materials of
dogs was 8.3% and 62.2% for 212 chickens. The termophylic species isolated were
classified as Campylobacter jejuni, biotype 1, and C. lari. The strains of C. jejuni
were sensitive to nalidixic acid (disk-30g) and resistant to cephalothin (disk-30g).
The C. lari is resistant to nalidixic acid, and cephalothin (disks of 30g). Both
species grew well at 37°C and 43°C, but not at 25°C.The Campylobacter
termophylic species proved to be enteric pathogens.

Key words: Thermophilic species of Campylobacter, C. jejuni, C. lari,
gastroenteritis.
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Introduc¢ao:Os membros do género Campylobacter sao patogénicos para homens e
animais[15]. Relacionados a processos infecciosos no homem sdo encontrados, o
Campylobacter fetus subsp. fetus, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli e
Campylobacter lari, os trés ultimos capazes de crescer a 43°C e por esta razao
denominados "espécies termofilas". A maior importancia desta espécies € a
associacdo com processos de gastrenterites em adultos e criangas, cuja freqii€ncia
conjunta de isolamento ¢ similar e, as vezes, maior que a de outros
enteropatogénicos [7, 8, 10, 14, 16]. Existem, entretanto varios aspectos,
relacionados com a epidemiologia da gastrenterite causada pelo Campylobacter,
como os animais domésticos, de criacao e¢ alimentos contaminados varidveis com o
grau de desenvolvimento dos paises, como fontes de contaminagao[2, 3, 4, 5, 8, 11,
13, 17].

O isolamento e identificacdo de Campylobacter nestas fontes, contribuirdo
como dados adicionais importantes para o melhor conhecimento da epidemiologia
e patogénese destas infecgdes[6, 9, 12, 18, 21]. Em nosso meio, os raros estudos
realizados sobre possiveis transmissores e/ou reservatorios como fonte de
contaminagdo de espécies termofilas de Campylobacter([4, 8, 10, 11, 20], estimulou
a realizacao desta pesquisa. O objetivo deste trabalho ¢ de o verificar a freqiiéncia
de isolamento das espécies termofilas de Campylobacter, a partir de materiais
biologicos de duas diferentes espécies de animais domésticos, utilizando esquema
simplificado de identificacdo por meio de provas “bioquimico-fisioldgicas™.
Materiais e Métodos:Nos periodos compreendidos entre margo de 1986 a margo
de 1988 e setembro a dezembro de 1997, foram examinadas bacteriologicamente
fezes de origem animal (cdes e frangos), num total de 344 amostras, para
isolamento de espécies termofilas de Campylobacter.

Considerou-se para os caes dois grupos, quanto a presenca ou auséncia de
sintomas gastrentestinais, respectivamente, 56 casos com diarréia e 76 do grupo
controle, subdivididos em duas faixas etarias: maiores € menores de 6 meses. As
fezes foram colhidas com auxilio de “swab” retal.

O material foi levado diretamente ao meio de isolamento, dgar Brucella ou
"Campy-BAP” (Brucella Broth-Difco-28,0g; agar-15,0g; agua destilada-1.000,0mL
e os suplementos: mistura "Campylofar"(vancomicina-1,0mg%; trimetoprin-
0,5mg%; polimixinaB-250UI%; anfotericinaB-0,2mg% e cafalotina-1,5mg%)-
CEFAR-10,0mL; sangue de carneiro desfibrinado-100,0mL), proposto por Blazer
et al., 1979 (2) e meio "Campy-Thio" (Meio tioglicolato sem indicador-1000,0mL;
agar-1,6g; suplementado com a mistura "Campylofar"-10,0mL, rolando o “swab”
sobre a superficie do meio numa area de 1,0cm’, e a seguir, com alca bacterioldgica
semeado em estrias para isolamento. As placas foram incubadas a 42-43°C com
leituras diarias até 72 horas, em microaerofilia (método da vela) que ¢ satisfatorio
para 0os microrganismos.

Dos frangos, as amostras foram retiradas diretamente da cloaca, antes da
lavagem final do animal ja sacrificado e, na fase de industrializagdo, imediatamente



anterior a evisceracao (descloacamento). O abate foi realizado em matadouro sob
inspecdo federal, foram pesquisados trés lotes de frangos da raca Hubberd em
numero de 63, 77 e 72 animais, respectivamente com 51, 52 e 50 dias de idade.
Seguiu-se 0 mesmo procedimento laboratorial, realizado com os materiais fecais de
caes, para o isolamento de Campylobacter dos frangos.

Apds o periodo de incubagdo as culturas foram examinadas para detectar
colonias com as caracteristicas: pequenas, mucodides, planas, ndo hemoliticas,
cinzas ou incolores, consideradas suspeitas para Campylobacter.

As colOnias, duas de cada tipo morfologico, foram selecionadas para as
provas de identificagdo presuntiva, como descritas a seguir: (1) utilizou-se a
coloragdo de Gram, modificada com a carbol-fucsina. Todas as amostras
apresentaram morfologia de bacilos Gram-negativos curvos ou espirilados, com
arranjos em ‘“‘asas de gaivota”’com tendéncias a formacdo de formas cocodides nas
culturas mais velhas. (2) provas da catalase (+) e da oxidase (+). As coldnias
suspeitas foram, presuntivamente, identificadas como Campylobacter sp.

A seguir foram repicadas para tubos com o meio “Campy-Thio”, incubados a

42-43°C por 48 horas e a partir dai, foram realizadas as provas bioquimico-
fisiologicas de confirmag¢do: hidrolise do hipurato, crescimento a 25, 37, 43°C e
sensibilidade ao 4cido nalidixico.
Resultados: Os resultados obtidos em relagdo a freqiiéncia de isolamento, em 344
amostras bioldgicas analisadas, com percentuais de positividade de 8,3 e 62,2,
respectivamente, para amostras de origem canina e avicola das espécies termofilas
de Campylobacter, estdo apresentados na tabela 1. Com relagdo a freqiiéncia de
isolamento de Campylobacter termofilos em animais inferiores, os dados globais
estdo apresentados nas tabelas II, III, IV.

Tabela | Frequéncia de isolamento deCampylobacter sp Tabela Il - FreqUéncia de isolamento de Campylobacter sp
termdfilos em 344 amostras de animais domésticos termofilos em caes, segundo os grupos estudados
Origem Numero de culturas Porcentagem Grupo Numero de culturas Porcentagem
Da de de
amostra Positivas Negativas Total positividade Positivas Negativas Total positividade
Canina 11 121 132 8,3 Diarréico 5 51 56 8,9
Avicola 132 80 212 62,2 Controle 6 70 76 7.9
Total 143 201 344 70,5 Total 11 121 132 8,3
Tabela Ill - Frequiéncia de isolamento de Campylobacter sp Tabela IV - Frequéncia de isolamento de Campylobacter sp
termdfilos em caes, segundo as faixas etarias Termofilos em frangos
Faixa Diarréico Controle Origemda Idade Numero de culturas Porcentagem
dias de
etaria Casos Positivos %Posit. Casos Positivos %Posit. amostra positivas negativastotal positividade
<6 meses 34 4 11,7 31 5 16,1 Avicola 51 53 10 63 84,1
>6meses 22 1 4,5 45 1 2,2 52 46 31 77 59,7
50 33 39 72 45,8
Total 56 5 8,9 76 6 7.9

Total 132 80 212 62,2




Na identificagdo, por espécie e biotipagem, as amostras bacterianas isoladas
apresentaram um comportamento frente as “provas bioquimico-fisioldgicas”, tabela
V, que permitiu caracteriza-las como Campylobacter jejuni, do biotipo I de Skirrow

e Benjamin e como C. lari.
Tabela V- Caracteristicas biotipicas das amostras termdfilas de Campylobacter isoladas.

Organismos Reac¢des Bioquimicas Desenvolvimento a Outros Testes

Oxidase Catalase H,S Hipurato 25°C 36°C 42°C Ac.Nalidixico Cefalotina

C. jejuni + + + + - + + S R
C. lari + + + - - + + R R

Legenda: H,S-Sulfeto em papel de acetato de chumbo; Hipurato- hidrélise do hipurato;
(-)ndo crescimento; (+)crescimento; R-resistente;S-Sensivel

Discussao: Em relagdo, ao biotipo encontrado, neste estudo, ¢ semelhante ao
relatado por Jaramillo (1983)[10], Figueroa et al. (1990) [6] que mostraram a
prevaléncia, do Campylobacter jejuni biotipo 1 em caes e em frangos as espécies C.
jejuni e C. lari. O biotipo 1 ¢ considerado o mais importante patdogeno entérico, de
acordo com, Gallardo et al. (1998)[7]. Os cdes e as aves sdo 0s principais
reservatorios, entre os animais domésticos, destas bactérias. Os animais,
experimentalmente infectados, também constituem-se em fonte de infeccdo em
laboratério. Evidéncias a esta sugestdo ¢ que, alguns sorotipos de Campylobacter
que causam doengas em humanos, tem sido isolados de animais Blaser et al.
(1983)[3], Biosafety in Microbiology (1998)[1]. A ocorréncia da doenca em
humanos associada a uma fonte canina de contaminagdo ¢ relatada por alguns
pesquisadores, com prevaléncia maior quando os animais sdo filhotes, caes vadios
ou de canil e inversamente quando comparadas a caes adultos criados em
residéncias, Fleming (1983)[5], Gruber et al. (1985)[8]. A responsabilidade dos
filhotes de cades como veiculadores de Campylobacter pode ser visto pela
freqiiéncia com que esses microrganismos sao isolados naqueles animais.

Neste trabalho, observou-se que para animais de faixas etarias, menores ou
maiores de 6 meses, encontrou-se valores respectivamente de 11,7 ¢ 4,5% nos
animais diarréicos ¢ de 16,1 e 2,2% nos animais sadios, valores ligeiramente
inferiores, mas concordantes com Gruber et al. (1985)[8], que encontraram
respectivamente 27,5; 5; 29,6 e 8,2%. Nair et al. 1985[13] em animais diarréicos
encontraram respectivamente 20,8 e 5,8%. Segundo Skirrow (1981)[17], ndo mais
de 5% dos casos de diarréia humana por Campylobacter estao associados a um
prévio contato com caes portadores dessa bactéria. Desconhece-se a participacao
destes animais como fronte de contamina¢do em nosso meio, mas a alta prevaléncia
do Campylobacter encontrado sugere, que eles constituem um importante
reservatorio destes microrganismos, especialmente em meios de baixo nivel socio-



econdmico, onde existe uma estreita convivéncia, principalmente de criangas, com
este tipo de animais.

As aves domésticas comercializadas como alimentos na sua maioria tem
espécies de Campylobacter em sua microbiota intestinal, Stern (1994)[19] sugere
que as aves podem ser uma fonte de infeccdo em humanos. Praticamente, todos os
estudos realizados no exterior tem demonstrado uma alta incidéncia de
Campylobacter, em galinhas vivas ou abatidas, adequadas para o consumo humano.
A freqliéncia de isolamento (62,2%), encontrada neste trabalho, ¢ concordante com
os apresentados pela literatura internacional e nacional, refor¢ando a importancia
destas aves como reservatorio destas bactérias e possivel fonte de contaminagao
para o homem.

Desta forma, a alimentagdo humana com produtos avicolas ou com seus

derivados ou até mesmo os ovos, podem constituir-se em importante fonte de
agente de gastrenterite humana Blaser et al. (1983)[3], Stern (1994)[19], como tem-
se verificado pela semelhanga em diversos paises dos biotipos de C.jejuni isolados
de humanos e aves Blazer et al. (1979)[2].
Conclusiao:A freqiiéncia de isolamento do C. jejuni nos caes foi de 7,9% para
animais sadios ¢ 8,9% para os diarreicos. Nas aves o percentual de microrganismos
isolados foi de 62,2%. A espécie mais isolada, em todas as oportunidades foi o C.
Jjejuni, biotipo 1, excessdo aos biotipos das amostras de aves quando isolou-se C.
lari.

Referéncias Bibliograficas:

1- Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories. In: FLEMING, D. O.;
RICHARDSON, J. H.; TULIS, J. J.; VESLEY, D. Laboratory Safety. Second Ed.. ASM
Press. Washington, D.C., 1998, p.293.

2- BLASER, M. J.; BERKOWITZ, I. D.; La FORCE, F. M.; CRAVENS, J. RELLER, L. B;
WANG, W. L. Campylobacter enteritis: clinical and epidemiological features. Ann.
Intern. Med., v. 91, p. 179-85, 1979.

3- BLASER, M. J.; TAYLOR, D. N.; FELDMAN, R. A. Epidemiology of Campylobacter jejuni
infections. Epidemiol. Rev., v. 5, p. 157-76, 1983.

4- FERREIRA, M. C. S.; RIBEIRO, V. L. S.; RICCIARDI, 1. D. Campylobacter dogs and human

enteritis. Vet. Rec., v. 105, p. 451, 1979.

5- FLEMING, M. P. Association of Campylobacter jejuni with enteritis in dogs and cats. Vet.
Rec., v. 113, p. 372-4, 1983.

6- FIGUEROA, G.; TRONCOSO, M.; GALENO, H.; SOTO, V.; TOLEDO, M. S. Biotypes,
serogroups and antibiotic susceptibility of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli in
Chile. J. Infect., v. 20, p.123-7, 1990.

7- GALLARDO, F.; GASCON, J.; RUIZ, J.; CORACHAN, M.; JIMENEZ DE ANTA M.;
VILA, J. Campylobacter jejuni as a cause of traveler’s diarrhea: clinical features and
antimicrobial susceptibility. J. Travel. Med., v. 5, p.23-6, 1998.

8- GRUBER, A.; MOS, E. N. do; DURIGON, E., L.; NORONHA, A. M. B. Prevaléncia de
Campylobacter jejuni e C. coli em fezes normais e diarréicas de caes de Sao Paulo. Rev.
Microbiol., v. 16, p. 287-9, 1985.



9- HARIHARAN, H.; WRIGHT, T.; LONG, J. R. Isolation and antimicrobial susceptibility of
Campylobacter coli and Campylobacter jejuni from slaughter hogs. Microbiologica, v.
13, p.1-6, 1990.

10- JARAMILLO, H. F. Espécies termofilas de Campylobacter: Aspectos bacteriolégicos,
epidemiolégicos e patogénicos. Sao Paulo, 1983. Tese de Doutorado, Escola Paulista de
Medicina/144p.

11- LEVI, A.; RICCIARDI, 1. D. Campylobacter fetus subsp. jejuni (C. jejuni): Isolamento e
caracterizagdo de amostras obtidas em galinhas, na cidade do Rio de Janeiro. Rev.
Microbiol., v. 13, p. 332-4, 1982.

12- NACHAMKIM, I. Campylobacter and Arcobacter. In. MURRAY, P. R.; BARON, E. J;
PFALLER, M. A.; TENOVER, F. C.; YOLKEN, R. H. Manual of Clinical
Microbiology. 7" edition. Washington. ASM PRESS. 1999. p. 716.

13- NAIR, G. B.; SARKAR, R. K.; CHOWDHURY, S.; PAL, S. C. Campylobacter infections in
domestic dogs. Vet. Rec., v. 116; p.237-8, 1985.

14- RICCIARDIL I. D.; FERREIRA, M. C. S. In: TRABULSI, L. R., ed. Microbiologia das

infeccoes intestinais. Sdo Paulo, Atheneu, 1981.

15- ROY, C. Infections caused by bacteria of the Campylobacter genus. Med. Clin., v. 94, p.
576-8, 1990.

16- SIMOR, A. E.; WILCOX, L. Enteritis associated with Campylobacter laridis. J. Clin.
Microbiol., v. 25, p. 10-2, 1987.

17- SKIRROW, M. B. Campylobacter enteritis in dogs and cats: a “new” zoonosis. Vet. Res.
Com., v. 5, p. 13-9, 1981.

18- SKIRROW, M. B.; BENJAMIN, J. Differentiation of enteropathogenic Campylobacter. J.
Clin. Path., v. 13, p. 1122, 1980.

19- STERN, N.J. Control of Campylobacter jejuni in poultry. Tektran-United States
Department of Agriculture, 1994

20- TRABULSI, L. R.; TOLEDO, M. R. F. CEBALLOS, S. O.; CANDEIAS, J. A. N.
Epidemiology of diarrhoeal diseases in South America. In: Tzipori S. ed. Infections
diarrhoeae in the young. 1982, p. 121-5.

21- ZOTS, R. B.; KLEIN, H.; GOEBEL, H. Serology and culture diagnosis of Campylobacter
Jjejuni infections. Med. Klin., v. 85, p. 463-6-1990



Tabela | FreqUiéncia de isolamento deCampylobacter sp
termdfilos em 344 amostras de animais domésticos

Origem Numero de culturas Porcentagem
Da de
amostra Positivas Negativas Total positividade
Canina 11 121 132 8,3
Avicola 132 80 212 62,2
Total 143 201 344 70,5

Tabela Il - Frequiéncia de isolamento de espécies
termdfilas de Campylobacter em caes, segundo os
grupos estudados

Grupo  Numero de culturas Porcentagem
Positivas Negativas Total dpeositividade

Diarréico 5 51 56 8,9

Controle 6 70 76 7,9

Total 11 121 132 8,3

Tabela Ill - Frequiéncia de isolamento de Campylobacter sp
termdfilos em caes, segundo as faixas etarias

Faixa Diarréico Controle

etaria Casos Positivos %Posit.  Casos Positivos %Posit.

<6 meses 34 4 11,7 31 5 16,1
>6 meses 22 1 4,5 45 1 2,2
Total 56 5 8,9 76 6 7.9

Tabela IV - Frequéncia de isolamento de Campylobacter sp
termdfilosem frangos

Origem da Idade Numero de culturas Porcentagem

dias de
amostra positivas negativas total positividade
Avicola 51 53 10 63 84,1

52 46 31 77 59,7

50 33 39 72 45,8

Total 132 80 212 62,2




Tabela V- Caracteristicas biotipicas das amostras
termofilas de Campylobacter isoladas.

Reagbes Organismo

bioquimicas C. jejuni C. lari
Oxidase positiva positiva
Catalase positiva positiva

H>S em papel de
acetato de chumbo
Hidrolise do hipurato

positivo  positivo
positiva negativa

Provas de crescimento
25°C
36°C
42°C

nao crescenao cresce
cresce cresce
cresce cresce

Testes outros
Acido nalidixico
Cefalotina

sensivel resistente
resistenteresistente
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RESUMO

A Trichomoniase ¢ uma doenga que atinge milhdes de mulheres em
todo o mundo. O carcinoma cervical ¢ a segunda causa de cancer em
mulheres. Em virtude da frequente associacdo entre Trichomonas vaginalis
e cancer cervical, foi feito uma revisao bibliografica sobre o assunto a fim
de verificar se este parasita ¢ um fator causal ou oportunista de lesdes pré-
malignas. Diversos autores foram consultados, sendo que uma das
correntes acredita que em casos cronicos, este parasita poderia ser um dos
agentes etioldgicos de lesdes malignas. E em oposi¢do a esta idéia outros
pesquisadores acreditam que o tecido lesado favorega o crescimento do
parasita e que no diagndstico colpocitolégico, as alteracdes celulares
causadas por este parasita podem mimetizar lesdes pré-malignas, sendo
prudente solicitar a repeticdo do exame apos tratamento para uma melhor
avaliacao citologica.

Palavras chave: Trichomonas vaginalis, trichomoniase, associagdo, cancer cervical.



SUMMARY

The Trichomoniasis is a disease that reaches millions of women all over
the world. The cervical cancer is the second cancer’s cause in women. In
virtue of the frequent association between Trichomonas vaginalis and
cervical cancer, a bibliographical revision was did about the subject to
verify if this parasite is a casual factor or a opportunist factor of pre-malign
lesions. Some authors were consulted, and a part of then believe in
chronicles cases, this parasite could be one of the causal agents of malign
lesions. But other researchers, believe that the injured epithelium favors the
parasite’s growth and that in the colpocitology diagnosis, the cellular
alterations caused by this parasite can imitate pre-malign lesions, and is
careful to request a repetition of the exam after the treatment to a better
cytological evaluation.

Key words: Trichomonas vaginalis, trichomoniasis, association, cervical
cancer.



1-INTRODUCAO

A vaginite pelo Trichomonas vaginalis ¢ uma doenca
sexualmente transmissivel difundida pelo mundo, tanto nos paises
desenvolvidos como nos socio-economicamente desfavorecidos. A O. M.
S. (1995) estima que dos 333 milhdes de casos novos anuais de D.S.T
curaveis, cerca de 170 milhdes sdo de trichomoniase. Na maioria dos paises
industrializados a prevaléncia de trichomoniase tem diminuido. De maneira
geral, 50% das mulheres portadoras de Trichomonas vaginalis sao
assintomaticas e 30% dessas irdo desenvolver quadro clinico nos proximos
6 meses.’

No menacne, época de maior atividade sexual da mulher, e
portanto de maior exposi¢do a agentes sexualmente transmissiveis, ha
maior risco de infeccdo por Trichomonas vaginalis .'°

O Trichomonas vaginalis nao possui a forma cistica,

apresentando apenas a forma trofozoitica. Em condi¢des normais, o pH
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vaginal, encontra-se em torno de 3,8 a 4,5 ndo sendo propicio nesta faixa
de pH o desenvolvimento deste parasita. Entretanto, quando ocorre
diminui¢do da acidez com aumento do pH entorno de 5.5 a 5.8, facilita o
desenvolvimento do mesmo. Esta variagdo ocorre antes e durante o periodo
menstrual e gravidez, em funcao da diminui¢cdo dos lactobacilos produtores
de 4cido latico."”

A presenca deste protozoario causa as seguintes alteragdoes em
células do epitélio escamoso: edema nuclear de 1,5 a 2 vezes o tamanho
normal, picnose, cariorrexe, binucleacdo, excessiva eosinofilia
citoplasmatica, anfofilia, halo perinuclear bem definido, fundo sujo, e
aumento na quantidade de células parabasais'’.

O cancer cervical ¢ a segunda causa de cancer em mulheres no
mundo. Estima-se que a incidéncia em escala mundial seja, cerca de
500.000 casos por ano, sendo a patologia responsavel por 15% de todas as
neoplasias invasoras diagnosticadas em mulheres. '

Os fatores de risco para cancer cervical e seus precursores sao,
na grande maioria relacionados a atividade sexual. Estes fatores
epidemiologicos sdao conhecidos e incluem: idade precoce a primeira
relagdo sexual, historia de multiplos parceiros, multiparidade, fumo,
histéria de parceiro com doenga sexualmente transmissivel, fatores

imunolégicos e deficiéncia nutricional. (MONSONEGO, 1994)'*".



A associagdo entre as doengas malignas humanas e os distirbios
inflamatorios cronicos inclui a incidéncia aumentada em alguns tipos de
cancer. O estimulo cronico do crescimento induzido pelos fatores de
crescimento liberados pelas células pode ter um papel na carcinogénese
destas doengas. Outros fatores possiveis incluem o dano quimico ou
mutagdo induzida por radicais livres produzidos pelas células inflamatorias,
um agente oncogénico infeccioso ou outros fatores desconhecidos que
podem ter levado ao distarbio inflamatério cronico. '

Em estudos epidemiolodgicos foi retratado o aumento do risco
de cancer cervical em mulheres com Trichomonas vaginalis em relagdo as
diferen¢as de tamanho deste parasita, com incidéncia de parasitas de menor
tamanho em carcinoma in situ e invasivo e de maior tamanho em
displasias'?.

E mister ressalvar outrossim que, nesta ampla tematica
focalizaremos um assunto especifico que € a associagdo entre

trichomoniase e lesdes pré- malignas e malignas do trato genital feminino.



2 - MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada neste estudo parte de uma abordagem
interdisciplinar do fenomeno hora focalizado. Foi feito uma revisdo de
literatura nas seguintes disciplinas:

Parasitologia: focalizando a morfologia do parasita, habitat,
bioquimica, patogenicidade, incidéncia e transmissao.

Patologia: para maior compreencao entre as lesdes no epitélio
causada pelo parasita em relagdo a cronicidade, estado nutricional e
comportamento sexual.

Citologia: a presenca deste protozoario provoca alteragdes
celulares, por vezes muito acentuadas, evocando uma imagem pré-
cancerosa.

Periodo de pesquisa: Foram revisados artigos e periddicos

publicados em revistas especializadas, no periodo de 1952 a 1999.



Fonte de pesquisa: biblioteca do Instituto Evandro Chagas/Fundacao
Nacional de Saude, onde esta foi realizada via MEDLINE. Foi feito a
pesquisa ainda nas seguintes bibliotecas: Universidade Federal do Para
(UFPA) , Universidade Estadual do Pard (UEPA), Hospital Ofir Loyola e
Hospital Universitario Barros Barreto.

Idiomas pesquisadas: devido a caréncia de pesquisas
relacionando Trichomonas vaginalis e cancer cervical no Brasil, foi
necessario abranger outros idiomas, tais como: Inglés, Italiano, Espanhol,
Polonés, Servo- Croata e Alemao.

Artigos e revistas especializadas em Andlises Clinicas,

Ginecologia e Obstetricia e Doencas sexualmente transmissiveis.



3 - OBJETIVO

Verificar, através de revisdo bibliografica, se a presenga de
Trichomonas vaginalis em mulheres com lesdes pré-malignas e malignas
do trato genital feminino, ¢ um fator causal ou oportunista, visto que
pacientes em algumas das fases do cancer cérvico uterino tem uma maior

incidéncia de trichomoniase.



4 -RESULTADOS

REVISAO DE LITERATURA

WIELD e KEAN (1956), sugeriram em seus experimentos que
tecidos lesados podem funcionar como um importante fator de sobrevida
para o Trichomonas vaginalis.

Estudos histologicos da cérvix uterina, durante a cervicite
causada pelo parasita, demonstram que ele pode atacar diretamente o
epitélio escamoso e que este responde com exagerada vascularidade,
seguida de papilite, edema, erosdo de camadas superficiais € necrose. A
denominada “cérvix em morango” corresponde a observacao clinica da
marcada distingdo dos vasos sanguineos superficiais ¢ focos hemorragicos
cervicais como ¢ visto no material histoloégico. Parece, portanto, haver um
padrao vascular especifico no epitélio escamoso da cérvix durante a infe¢ao

. 4,5
por trichomonas. ™



Sua importancia estd no fato de apresentar manifestacoes
clinicas desconfortaveis e na possibilidade de promover ascensao de
patogenos para o trato genital superior e facilitar a infe¢ao pelo virus HIV,
HPV, HSV através das ulceragdes do epitélio inflamado. *

Clinicamente, a descarga vaginal ¢ homogénea e fétida. A
secrecao classica amarela esverdeada e com bolhas ¢ vista em apenas 12 a
34% dos pacientes.’

E importante lembrar que na interpretacdo da colpocitologia os
processos inflamatorios cronicos, em média superior a 6 meses, pelo
Trichomonas modificam o epitélio vaginal com formagdo de células
atipicas, que regridem ap6s tratamento. (KRIEGER et all,1988)

4.1 — Alteracdes celulares presente na trichomoniase

A associagdo entre o Trichomonas vaginalis e lesdes malignas
na cérvix uterina, tem sido estudada desde o inicio dos anos 50. Bechtold e
Reicher, sugeriram que este protozodrio pode ser responsavel pela inducao
de mudangas na mucosa cervical, denominado como displasia ou
carcinoma in situ.

O epitélio escamoso responde a injaria causada pela presenca
do protozoario através de atipias citologicas que sdao particularmente
notaveis neste caso. Algumas alteragdes no tamanho do nucleo (1,5 a 2

vezes do normal), binucleagdo, picnose e cariorrexe podem ser observados



y 57,8
em células escamosas.”™"”

Outros fendmenos associados a infestacao por trichomonas sao:
- Excessiva eosinofilia citoplasmatica de células escamosas;
- Halos perinucleares bem definidos;
- Excessiva citolise;
- Marcado incremento na quantidade de células parabasais em
mulheres jovens

sugerindo uma falsa atrofia.

- Aumento acentuado de leucocitos polimorfonucleares, no qual os
polimorfos rodeiam as células dando uma aparéncia de “bala de
canhdo”. Atraidos para o epitélio lesado pelo parasita através de
quimiotaxia (movimento direcional) e quimiocinética (movimento nao
direcional).’

Todas as anormalidades referidas sugerem diagnose de
infestagdo por Trichomonas vaginalis por um observador experiente,
porém, a identificacdo do parasito ¢ crucial para a emissdo de um
diagnéstico seguro.’

As alteragdes inflamatdrias acentuadas em esfregaco atrofico
podem mimetizar lesdes pré-cancerosa.'

4.2 - O Trichomonas vaginalis como fator causal de lesdes

pré-malignas e malignas
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Em virtude da frequente associacdo entre 7richomonas
vaginalis e cancer cervical, alguns autores acreditam que a trichomoniase
em casos cronicos, provoque lesdes pré-malignas e malignas na cérvix
uterina.

Estudo soro epidemiologico realizado em Singapura,
demonstrou uma associagdo significante do Trichomonas vaginalis ¢
cancer cervical, onde foram registrados uma maior prevaléncia de
anticorpos para este parasita no soro de pacientes com cancer cervical,
comparados com pacientes higidos de controle. Pois, o0 aumento maior do
numero de anticorpos reflete uma invasao ativa pelo parasita o qual pode
promover malignidade''.

O efeito citopatico do Trichomonas vaginalis ¢ mediado por
um contato fechado entre o parasita e a superficie epitelial, este contato
libera substancias, tais como, o fator de separagdo celular (FSC) e uma
variedade de proteinases, as quais sdo importantes na progressdo de
carcinomas celulares escamosos ¢ metastases.''

Algumas linhagens patogénicas de Trichomonas tem sido
responsabilizadas em induzir a imuno-supressao isto podera tornar possivel
a ativagao de virus carcinogénicos.

A associagdo entre Trichomonas vaginalis ¢ HPV deve ser

determinada desde que os riscos relativos com o carcinoma cervical sejam
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comparados. De qualquer forma o Trichomonas ¢, meramente, um
marcador subordinado da exposi¢cao do HPV, influenciado pela vida sexual
promiscua, os quais sdo os principais fatores epidemioldgicos encontrados.
Apo6s tudo isto uma estreita relagdo entre a infec¢do por Trichomonas
vaginalis e a presenga de Papilomavirus humanos tem sido registrados. '

Segundo MEISSEL, em uma série de 63.870 pacientes
examinados para investigar cancer, encontrou uma correlacdo entre a
presenga de Trichomonas e atipias celulares. Observou ainda que a
incidéncia de metaplasia escamosa, hiperplasia endocervical, displasia e
carcinoma in situ estavam significativamente aumentadas em pacientes
com Trichomonas vaginalis. Este aumento se observa somente em presenca
do parasita isolado.

O estudo do tamanho de Trichomonas vaginalis em pacientes
com displasia e carcinoma da cérvix uterina € em cem casos controles com
trocomoniases sO mostrou que os parasitas sdao de um didmetro
significativamente menor em carcinoma in situ (9,57 +/- 0,35 micrémetros)
e carcinoma invasivo (10,44 +/- 0,66 micrometros) que em displasias
(13,71 +/- 0,35 micrometros). A andlise da discrepancia mostrou que esta
diferenca ¢ significante. No grupo controle com parasita isolado o

diametro de Trichomonas vaginalis era duas vezes maior (21,46 +/- 0,66
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micrometros) em carcinoma que na displasia. Isto indica que as formas
pequenas de Trichomonas vaginalis sao mais patogénicos que as maiores €
poderia ser um dos agentes causais da transformacdo atipica do epitélio
escamoso da cérvix uterina.'”

O Trichomonas estd associado com a imunosupressao humana,
com a presenca de N-nitrosaminas na regido cervical, alta toxicidade nas
células cervicais, indugdo de epitélio atipico na cervix de ratos e promotor
de atividade e ou intensificar seus efeitos.'*

Os resultados de anélises combinadas e estudos
epidemiologicos sugerem uma relacao entre Trichomonas e neoplasias. O
risco do Trichomonas vaginalis para causar neoplasia pode variar de 2 a
4% dos casos dependendo da prevaléncia da infecgdo.'

4.3 - O Trichomonas vaginalis como agente oportunista em
lesdes pré-malignas e malignas

Segundo KOSS e WOLINSKA apud B.F. et all (1979)
expressam a opinido que nao exista uma relagdo causal direta de
Trichomoniase e lesdes malignas do colo uterino, todavia, € frequente esta
associagio. E légico pensar que o tecido lesado venha favorecer o
crescimento de Trichomonas vaginalis. Quanto a0 mecanismo, € sugestivo
pensar que a inflamagdo crdnica produzida pelo parasita provoca irritagao

cronica celular, em particular suscetivel a agentes oncogénicos. E certo
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que, apos o tratamento da inflamagdo por Trichomonas vaginalis as atipias
desaparecem.

Esta associacdo pode ser falsa, desde que a infeccdo por
Trichomonas esteja associada a outro patogeno, tal como o HPV, um
agente etiologico conhecido de neoplasia cervical.

O parasita por si s6, pode causar inflamacdo e infec¢do na
cérvix, provocando alteracdes nas celulas epiteliais, apresentando-se
irregulares, maiores, com nucleo hipercromaticos com caracteristicas
malignas encaminhando o diagnostico para carcinoma in situ
erroneamente.

TERZANO, MEZZADRA e ARRIGHI (1956) apud
LENCION, L.J. tem chamado aten¢do sobre a possibilidade de confundir
processos de discariose, comuns na trichomoniase, com sinais citologicos
de cancer cervical.

Segundo GRIMALDO, ¢ muito comum encontrarmos
displasia leve intimamente associadas a processos inflamatorios de
natureza e de intensidade variados. De qualquer maneira aconselhamos o
tratamento cuidadoso do paciente e a repeticdo do esfregaco alguns dias
depois de terminada a terapia.

E o mesmo autor afirma, que cuidados especiais deverdo ser

tomados com alteragdes de contorno nuclear, que também poderdo estar
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presentes em nucleos benignos, especialmente quando processos
inflamatorios e ou irritativos se encontrarem evidentes. Sao vistas, muito
frequentemente, em nucleo de células basais e para basais benignas, o que
podera conduzir a um erro diagndstico de carcinoma in situ. De fato, esta
foi uma das causas de alguns relatorios falso positivos de carcinoma in situ,
perpetrados a muitos anos nos primordios da citologia. A maioria desses
casos estava associado a marcantes infestacdes por Trichomonas.

Deve ser enfatizado que pacientes em algumas das fases de
cancer cérvico uterino, incluindo carcinoma in situ tem uma maior
incidéncia de infestacdo por trichomonas do que a populagdo normal, que
pode ser justificado pelo fato de que a injuria das lesdes pré-neoplasicas ou
neoplasicas, favorecem o crescimento do parasita tornando possivel que a
trichomoniase e lesdes pré-cancerosas possam coexistir.

O processo de carcinogénese do colo uterino ndo depende da
presenga ou auséncia de trichomonas, fato este demonstrado em estudos
detalhados ja realizados.>”*"

4.4 — Acao cancerigena da terapéutica usada na trichomoniase

Sobre a associagdo da terapéutica usada para o trichomoniase
com a neoplasia, o metronidazol, droga comumente usada para combater

esta infec¢do, ¢ um importante cancerigeno conhecido como causador de

cancer no pulmao e linfomas em ratos. Em pacientes com Trichomonas
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vaginalis uma dosagem de metronidazol foi encontrada induzindo a quebra
da molécula de DNA. Em uma pesquisa com 12628 mulheres foi
constatado um aumento em relatos de cancer tanto em morbidade quanto

. . 14
mortalidade em pessoas expostas ao metronidazol.
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5 - DISCUSSAO

O cancer cervical ¢ a segunda causa de doencas malignas em mulheres no
mundo, em torno de 15% de todas as neoplasias. Os fatores de riscos para
o cancer cervical e seus precursores sao na grande maioria relacionados a
atividade sexual.

Em virtude da frequente assossiagdo entre cancer cervical e
Trichomonas vaginalis, alguns autores acreditam que este parasita ¢ um
agente causador de uma simples inflamagdo, outros por sua vez, levantam a
possibilidade deste parasita ser um agente etiologico de lesdes pré-malignas
e possivel evolucao para cancer cervical.

Mediante esta problematica, observamos que alguns autores
concordam com a hipétese de que o Tricomonas vaginalis possa ser um
agente causador de cancer do colo uterino, tendo em vista ter detectado a

presenga de anticorpos, do parasita em questdao, no soro de pacientes com
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cancer cervical; como também fatores de separagdo celular ( FSC ), que
favorecem a evolucao do cancer; e a observagao de que algumas linhagens
com menor tamanho sdo mais patogénicas, induzindo a imunosupressao e
servir de porta de entrada para virus oncogénicos.

Porém, por outro lado grande maioria dos pesquisadores
acreditam ser o tecido com lesdes malignas um meio de crescimento que
favorece a infecg¢do por Trichomonas vaginalis; a intensa inflamacgdo no
epitélio vaginal com formacao de cé€lulas atipicas podem mimetizar lesdes
pré-malignas ; e que a droga utilizada para combater o parasita, o
metronidazol, em estudos experimentais em cobaias foi sugerido ser um
agente cancerigeno.

Frente a este confronto de idé€ias tao opostas, fica claro que ha
necessidade de maiores pesquisas para esclarecer melhor esta possivel

relagdo entre Trichomonas vaginalis € cancer cérvico-uterino.
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6 - CONCLUSAO

Diante dos dados obtidos por meio de revisdo bibliografica,
podemos evidenciar que a frequente coexisténcia de Trichomonas
vaginalis com as lesdes cervicais pré-malignas e malignas, tem causado
muitas especulagdes interessantes sobre uma possivel relacdo de causa ou
efeito, visto que, a detec¢do de anticorpos do parasita em pacientes
portadoras de cancer cervical ¢ elevada, o que vem a ser um indicio que as
lesdes podem ter sido provocada pelo parasita.

E por outro lado, foi observado que o tecido lesado pode
funcionar como um importante fator de sobrevida para o Trichomonas
vaginalis, favorecendo o crescimento deste parasita e consequentemente
sua elevada presenga em mulheres com cancer cervical.

Diante do exposto, consideramos que quando as alteragdes
celulares acentuadas, com a presenga deste parasita, evocam lesdes pré-
malignas, seria prudente sugerir um novo exame apds tratamento para

melhor avaliagdo citoldgica.
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Esta pesquisa ndo esgota qualquer questao. Muito pelo contrario.
Estudos futuros sdo necessarios para elucidar a epidemiologia do
Trichomonas vaginalis, a etiologia mais precisa € 0S mecanismos
moleculares envolvidos no desenvolvimento do cancer cervical em

mulheres HPV negativas.
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RESUMO:

INTRODUCAO E OBJETIVOS: Embora a citomorfologia ainda seja
importante no diagndstico das leucemias mieldide aguda (LMA), a
imunofenotipagem tém se tornado essencial no diagndstico e
acompanhamento destas neoplasias. Dentre estes métodos, citometria de
fluxo tem se destacado como metodologia moderna, apresentando-se
caracteristicamente como método de analise multiparamétrica e quantitativa
de células sanguineas normais e leucémicas. O objetivo deste trabalho foi de
realizar um estudo retrospectivo de imunofenotipagem em 38 casos de LMA.
METODOLOGIA: A Imunofenotipagem foi realizada em células blasticas por
citometria de fluxo com um painel de anticorpos monoclonais especifico para
leucemias agudas constituido de: CD13, CD33, CD34, CD45, CD14, CD7,
CD3, CD4, CD8, CD19, CD10, HLADR e IgM. Os parametros hematolégicos
foram obtidos em contadores hematoldgicos e a citomorfologia em distensdes
sanglineas e de medula éssea coradas pelo leishmann. Paralelamente
também foram obtidas informacgdes referentes aos doentes tais como, idade e
sexo bem como dados clinicos relacionados a doenca. RESULTADOS: Dos
38 individuos analisados, 23 casos eram do sexo masculino e 15 do sexo
feminino. Em relagédo a faixa etaria constatou-se um maior numero de casos
em adultos. Com relagédo a dados clinicos, observou-se que a hepatomegalia
e a esplenomegalia estiveram presentes na maioria dos casos com 87.5%, e
50% dos casos respectivamente. A imunofenotipagem demostrou um perfil
caracteristico de LMA com expressdo de CD13/CD33 em todos os casos, 0
CD34 na maioria dos casos. O CD14 foi reativo nas leucemias monociticas,
tendo sido também observado negatividade aos antigenos linféides como o
CD19, CD10 e CD3, com excecdo do CD7 que esteve presente em 5 casos.
Em relagdo a citomorfologia, observou-se uma correlacdo direta entre a
citomorfologia e a classificagcdo FAB, havendo um predominio do tipo mielo-
monocitica (LMA-M4) que correspondeu 41,7% dos casos. CONCLUSOES:
Estes dados demonstram a importancia da imunofenotipagem no diagnéstico
diferencial das LMA bem como no acompanhamento destas neoplasias.

Palavras Chaves: Imunofenotipagem; Leucemia Mieldide Aguda; Citometria de Fluxo



ABSTRACT:

INTRODUCTION AND OBJECTIVE: Although the cytomorphology and
cytochemistry are important in the diagnosis of the acute myeloid leukemia
(AML), the immunophenotyping has been turned essential in the diagnosis
and accompaniment of these neoplasie. The flow cytometry it's a modern
methodology, to presenting characteristically as method of multiparametric
analyzises and quantitative of normal or leukemic blood cells. The object of
this work was of accomplishing a retrospective study of immunophenotyping in
38 cases of AML. METHODOLOGY: The immunophenotyping was
accomplished by the flow cytometry with a panel of monoclonal antibodies
specific to acute leukemia as: CD13, CD33, CD34, CD45, CD14, CD7, CD3,
CD4, CD8, CD19, CD10, HLADR and IgM. The hematological parameters
was accomplished by hematologial analizer and the cytomorphology in blood
and bony morrou films stained by the leishmann. In parallel also they were
obtained information referents to the patients such as, age and sex as well as
clinical data related to the disease. RESULTS: The results showed that 23
patients ware male and 15 female. In relation to the age, a large number of
cases was verified in adults. The relation of the clinical data was observed that
the hepatomegaly and the esplenomegaly were respectively present in most
of the cases with 87.5%, and 50% of the cases. The immunophenotyping
showed a characteristic profile of AML with expression of CD13/CD33 in all
cases, the CD34 was presented in most of the cases and the CD14 was
reagent in all cases of the monocytic leukemia, having also been observed
absence to the lymphoid antigens as the CD19, CD10 and CD3, except the
CD7 that it was present in 5 cases. In relation to cytomorphology, a direct
correlation was observed between of the FAB classification and
immunophenotyping having a prevalence of the type mielo-monocitic (AML-
M4) that corresponded 41,7% of the cases. CONCLUSIONS: These data
demonstrate the importance of the immunophenotyping in the differential
diagnosis of AML as well as in the accompaniment of these neoplasies.

Key Word: Immunophenotyping; Acute Myeloid Leukemia; Flow Cytometry.



1) INTRODUCAO E OBJETIVOS:

Embora ainda hoje a classificacdo da leucemias agudas seja baseada
essencialmente na citomorfologia em distensbes sanguineas e de medula
O0ssea coradas com corantes hematologicos e em provas citoquimicas, novas
metodologias como a citogenética, a biologia molecular e principalmente a
imunofenotipagem tem sido largamente empregadas trazendo informacgdes
importantes para o diagnostico, progndstico e a terapéutica destas neoplasias
hematoldgicas ™.

A finalidade da classificacdo morfolégica € de separar as leucemias
mieldides das linféides, principalmente quando os blastos apresentarem
pouca ou nenhuma diferenciacao celular ',

O grupo FAB (French American British) classificou as leucemias
mieldides agudas (LMA) e linféides agudas (LLA) em subtipos de acordo com
as caracteristicas morfoldgicas em distensées de medula éssea e / ou de
sangue periférico corados por corantes hematologicos. Este grupo
estabeleceu critérios de classificagao baseado em scores quanto a relagao de
tamanho do nucleo, citoplasma, presenga de nucléolos, regularidade de
membrana nuclear, caracteristicas tintoriais do nucleo e citoplasma, bem
como a presencga de vacuolos, granulagdes intracitoplasmaticas e bastonetes
de Auer 9.

Aliada a morfologia, métodos citoquimicos tém contribuido para
caracterizar e diferenciar linhagens celulares leucémicas. Estas técnicas
partem do principio de que determinadas substancias intracitoplasmaticas
presentes em linhagens celulares distintas poderiam servir para a
caracterizacdo de células leucémicas, em particular, as formas mais
indiferenciadas. Desta forma, a coloragdo para mieloperoxidase (MPQO) e/ou
negro de sudan tem se mostrado uteis na caracterizagdo de células
leucémicas provenientes de leucemias agudas, sendo a sua positividade forte

indicativo de leucemia mieldide aguda (LMA) ©©.



A classificagdo FAB pretendeu dar uniformidade a nomenclatura das
leucemias agudas, estabelecendo padrées a serem sequidos, desde as
formas com blastos indiferenciados, até aqueles com elementos mais
maduros. Desta forma, a classificacdo das LMA foi definida em M1 até M6 e
asLLAemL1,L2eL3®9,

Em 1985 os mesmos autores atualizaram a classificacdo FAB e
acrescentaram a categoria M7 (megacarioblastica) aos ja seis grupos
conhecidos .

Em 1990 o mesmo grupo descreveu a LMA-MO, tao indiferenciada que
s6 é possivel caracteriza-la usando a imunofenotipagem como diagndstico ©.

Os critérios imunologicos por sua vez sdo baseados na expressao de
antigenos de diferenciagéo celular das distintas linhagens gragcas ao emprego
de anticorpos monoclonais (AcMo) que tem possibilitado caracterizar estas
células conforme a sua expressao antigénica. Além disso, sabendo-se que ao
longo da diferenciacao celular varias moléculas s&o perdidas ou adquiridas,
diversos pesquisadores tém demonstrado que as leucemias representam na
verdade um grupo heterogéneo de doencgas, permitindo desta forma, através
de painéis de AcMo a identificacdo com precisédo, qual a linhagem celular e
em que nivel de diferenciacédo se encontra o processo leucémico '),

Atualmente gracas ao emprego dos AcMo conjugados a fluorocromos
tém sido possivel a utilizacdo de métodos mais precisos de marcacido como a
citometria de fluxo que veio substituir com vantagem a microscopia de
fluorescéncia convencional (.

O estudo imunofenotipico das leucemias por citometria de fluxo esta
baseado na identificagdo de um ou mais antigenos na superficie ou
intracelular de células em suspensdo. Além da caracterizacdo quanto a
expressdo destes marcadores, a refragdo do feixe luminoso do raio laser
também fornece informacbes importantes quanto ao tamanho celular
(Forward Scater — FSC) e a complexidade ou granulosidade interna (Side
Scatter — SSC) @,



O uso sistematico da imunofenotipagem nas LMAs tem importancia
conjuntamente com a classificacdo FAB na identificacdo de células
leucémicas com ou sem diferenciacao celular. Desta forma, varios AcMo sao
utilizados na caracterizacdo destas leucemias, tais como o CD33, CD13 e o
CD14 além de anticorpos anti mieloperoxidase (anti — MPO) ¢,

A identificagdo imunologica de casos de LMA com blastos muito
imaturos é de grande valor no diagnéstico diferencial entre a LLA, do tipo L2
da classificacdo FAB com os subtipos MO / M1 das LMAs. Desta forma, o
CD13 e / ou CD33 e principalmente AcMo anti-MPO versos auséncia de
antigenos linféides sdo os elementos que melhor definem estes tipos de
leucemias agudas. Assim sendo, a maior contribuicdo destes AcMo
especificos para a linhagem mieldide tem sido no que se refere ao
diagnéstico da LMA-MO pois até recentemente estes casos eram tidos como
leucemias indiferenciadas e tratadas como LLA &9,

Além destes exemplos, AcMo direcionados a glicoproteinas
plaquetarias tornaram possivel o diagnostico das leucemias megacariocitarias
(M7) sem necessidade de recorrer a analises citoquimicas e / ou
ultraestrutural por microscopia eletrdnica *19.

Para a caracterizacdo dos demais subtipos FAB das LMAs a
imunofenotipagem € menos importante porém corrobora com os achados
morfolégicos e citoquimicos na definicdo de diagndstico (tabela 2). A
expressdo de pelo menos 2 antigenos mieldides como o CD33, CD13 ou
MPO caracteriza a linhagem mieldide sob ponto de vista imunolégico '),

Desta forma, os casos de LMA - M3 (promielocitica) s&o caracterizadas
pela expressdo de antigenos mieldides associados a auséncia de HLADR e
do CD34 (%™ A expressdo de antigenos monocitarios como o CD14 e CD15
mostram-se presentes na populagido monocitaria, caracterizando a leucemias
monociticas (M4 e M5). E finalmente, a eritroleucemia (M6 da classificagao
FAB) se caracteriza pela expressdo da glicoforina alfa na populagao

eritrocitaria destas leucemias (%1%,



O objetivo deste trabalho €& investigar um grupo de individuos
portadores de LMA baseado em critérios morfolégicos e de
imunofenotipagem, procurando também correlacionar estes dados com outros
parametros tais como a leucometria, contagem de plaquetas dosagem de
hemoglobina, e classificagdo morfolégica, bem como dados clinicos
relacionados a leucemias agudas tais como a hepatomegalia,

esplenomegalia, linfadenopatia, cloroma, anemia, etc.

2) CASUISTICA E METODOLOGIA:
2.1) CASUISTICA:

Foram analisados células blasticas provenientes de 38 portadores de
leucemia mieldide aguda antes de qualquer intervengao terapéutica.

A avaliagao clinica foi realizado pelo médico responsavel, levando-se
em conta a presenca sinais clinicos relacionados a doenca tais como:
linfadenopatia, hepatomegalia, esplenomegalia, hipertrofia gengival, tendo
sido também registrado dados laboratoriais frequentemente associados a
leucemias agudas tais como anemia, trombocitopenia, leucocitose e presenca
de células blasticas no sangue periférico.

Considerou-se linfadenopatia generalizada quando os linfonodos
mediam mais que 2cm de diametro e pertenciam a mais de uma cadeia
regional ndo contigua. A hepatomegalia foi determinada quando o figado
media mais que 3cm abaixo do rebordo costal direito. A esplenomegalia por
sua vez foi determinada quando o baco media mais que 3cm do rebordo
costal esquerdo.

A anemia foi determinada pela presenca de niveis de hemoglobina
menor que 13g/dl nos homens e 12g/dl nas mulheres, segundo as
recomendagdes da Organizagdo Mundial da Saude ® e a trombocitopenia

guando a contagem de plaquetas estava inferior a 150.000/mm?>.



2.2) METODOLOGIA:
A) Exames Hematologicos:

Para o diagnostico laboratorial das leucemias agudas seguiu-se o
critério de observacado da presenca de mais que 20% de células blasticas no
aspirado de medula éssea, cuja avaliagdo morfolégica seguiu os critérios da
classificacdo FAB ©¥.

O sangue periférico dos pacientes foi coletado em frascos do tipo
“vacutainer’ com EDTA potassico para hemograma rotineiro. A leucometria,
contagem de plaquetas e dosagem de hemoglobina foram determinadas em
analisador hematologico (Cell - Dyn 3000) e a contagem diferencial de

leucocitos em distensdes de sangue periférico apos coloragéo pelo leishmann.

B) Imunofenotipagem:

A imunofenotipagem foi realizada com um painel de AcMo marcados
com fluorocromos como o isotiocianato de fluorosceina (FICT) e / ou
phicoeritrina (PE), com especificidade para leucemias agudas conforme
mostra o quadro 2.

Para analise de sangue periférico, utilizou-se a mesma amostra colhida
para o hemograma. Quando o material analisado foi medula éssea, utilizou-se
para tal, aspirado de mielograma em seringa previamente heparinizada
(Liquemine-Roche).

A reagdo de imunofluorescéncia foi realizada em 100 microlitros (uL) de
suspensao de celular previamente homogeneizada, as quais foram incubadas
com 20 uL de AcMo especifico por 30 minutos ao abrigo da luz e a
temperatura ambiente. Apos este periodo, a suspensao foi homogeneizada e
acrescentada a mesma cerca de 2 mililitros (mL) de solug&o de lise (Lysing
Solution - Becton Dickinson), havendo nova incubagédo por mais 10 minutos
no escuro a temperatura ambiente. Apds este periodo, a suspensao celular foi
centrifugada por 5 minutos a 2.000 rotagdes por minutos (rpm), o

sobrenadante desprezado e o sedimento resuspenso em solugao salina



tamponada com fosfatos (PBS) e novamente centrifugado a 2.000 rpm por 5
minutos, sendo esta ultima etapa realizada mais 2 vezes consecutivas. Ao fim
deste periodo, o sedimento foi entdo ressuspenso em 1 mL de solugcdo de
formaldeido a 1% em PBS. Em todos os casos analisados, utilizou-se um
controle de autofluorescéncia inespecifica com um conjugado IgG duplamente
conjugado ao FICT e PE.

A anadlise foi realizada em um citbmetro de fluxo (Fluorescence
Activated Cell Analyser - Facs-can da Becton Dickinson, San-Jose, Ca, USA),
utilizando-se o programa lysys Il, com aquisicdo de 10.000 eventos, levando-
se em conta os parametros FSC e SSC em escala linear, bem como FL1 e
FL2 em escala logaritmica que detectam a fluorescéncia verde e laranja ou
seja a reagao antigeno anticorpo conjugado ao FICT e PE respectivamente.

As imunofenotipagens foram consideradas positivas quando ocorreram
mais que 20% de células blasticas positivas para a maioria dos AcMo. No
caso de marcadores de células progenitoras como o CD34 por ser muito
especifico a reacdo foi considerada positiva quando o numero de células
marcadas foi igual ou superior a 10%.

Os resultados foram fornecidos na forma de histogramas em
percentagens da populagcdo celular com reacédo positiva ou negativa e

intensidade de fluorescéncia, conforme nos mostra as figuras 2 e 3.

RESULTADOS:
A) Caracteristicas Gerais dos Pacientes:

Dos pacientes estudados, 23 (60,5%) eram do sexo masculino e 15
(39,5%) do sexo feminino. A idade do grupo analisado variou de 11 a 82 anos.
As faixas etarias mais acometidas pela doenca foi a do grupo com idade
superior a 50 anos com 18 casos (47,4%), seguido pela faixa etaria
compreendida entre 30 a 40 anos com 8 casos (21%). Os outros grupos de
outras faixas etarias estiveram presentes porém com um menor numero de

casos como individuos com idade inferior a 20 anos com 6 casos (15,85) dos
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casos e por ultimo, as faixas etarias compreendidas entre 20 a 30 anos € 41 a

50 anos, os quais constituiram de 3 casos 97,9%) cada um.

B) Aspectos Clinicos:

Sinais clinicos relacionados com a doenca estiveram presentes na
maioria dos casos. Destes, a hepatomegalia predominou no grupo analisado
com 24 casos (63,2%), seguida pela esplenomegalia e pela hipertrofia
gengival com 15 (39,5%) e 5 (13,2%) dos casos respectivamente,
independente da imunofenotipagem e classificacdo FAB, com excegédo da
hipertrofia gengival que mostrou-se mais freqlente nas leucemias

monociticas.

C) Dados Laboratoriais:

Na tabela 05 encontram-se resumidas os principais dados laboratoriais
dos pacientes estudados, tais como contagem de plaquetas, leucometria,
dosagem de hemoglobina e diferencial de leucécitos dos pacientes no
momento do diagndstico.

Vinte e sete individuos (71,1%) apresentaram leucocitose no momento
do diagnastico, cujas leucometrias variaram entre 14.000 a 299.000/mm3, 10
casos (26,3%) apresentaram leucometria dentro dos limites de normalidade
(5.000 a 10.000/mm®) e 1 casos (2,6%) apresentou-se leucopénico com
contagem de 900 leucécitos/mm?®.

A anemia, determinada pela dosagem de hemoglobina foi observada
em 30 casos (78.9%) e a plaquetopenia em 24 casos (63,1), as quais foram
mais acentuadas nos casos de leucemia promielocitica, que apresentaram
fendmenos hemorragicos mais evidentes na ocasido do diagndstico (tabela
05).
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D) Imunofenotipagem e Classificagao FAB:

A imunofenotipagem demonstrou um perfil imunofenotipico
caracteristico de leucemia mieldide aguda, com a expressdao de antigenos
mieldides (CD13/CD33) e todos os casos analisados. A expressdo do
marcador para células progenitoras (CD34) mostrou-se presente na maioria
dos casos, caracterizando a presenca de precursores mieléides com pouca ou
nenhuma diferenciagdo celular (CD34+/CD13+/CD33+), estando este perfil
mais presente nas LMA do tipo M1 e M2 da classificacao FAB.

Os casos de leucemias promielociticas apresentaram um perfil
imunofenotipico caracteristico com expressdo de CD13 e CD33, sendo
negativo ao CD34 e ao HLADR.

Nas leucemias monociticas, observou-se a expressao de antigenos
relacionados a esta linhagem (CD14), concomitante com a expressado de
marcadores mieldides (CD13/CD33), sugerindo uma diferenciagdo monocitica
as quais se identificaram com os subtipos morfolégicos M4 e M5 da
classificagcao FAB.

A eritroleucemia, teve o seu componente eritrocitario caracterizado
unicamente através da citomorfologia, visto que ndo dispomos no momento
de AcMo especifico para antigenos desta linhagem celular.

Marcadores linféides empregados neste estudo, tais como o CD10,
CD3, CD8, CD19 e slgM estiveram ausentes em todos os casos analisados,
havendo reatividade ao CD7 e ao CD4 em alguns casos. O CD7 é uma
glicoproteina de peso molecular de 40 Kda e representa antigeno de
membrana associado a células T. Nestas células, sua expressao precede o
rearranjo dos genes do receptor de células T (TCR), mostrando que pode ser
um antigeno presente em células progenitoras. Embora sua fungdo como
molécula de adesdo ainda ndo esteja bem esclarecida, acredita-se que ela
desempenhe um papel importante na adesao e ativagao das células T. Alguns
autores entretanto acreditam que a expressao deste antigeno em células

progenitoras estaria relacionada na mediagao da migracdo destas células da
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medula Ossea ao timo. Recentemente este antigeno foi identificado em
células progenitoras que podem dar origem a outras linhagens celulares,
podendo desta forma ser observada em algumas LMA muito imaturas, fato

este constatado neste trabalho (719,

DISCUSSAO:

O diagndstico e a classificagdo das leucemias agudas estdo
classicamente baseados em critérios morfoloégicos e citoquimicos.
Atualmente, a imunofenotipagem tem sido introduzida na rotina laboratorial
visando uma melhor preciséo diagndstica 192,

A investigagao inicial fundamenta-se nos critérios citomorfologicos
associados as reagbes citoquimicas classicas: MPO, Negro de Sudan,
Reacdo do Acido Periddico de Schiff e Coloracdes para Esterases. Os
linfoblastos normalmente ndo exibem granulos citoplasmaticos na coloragéo
de Romanovsky e ndo apresentam reatividade a enzima mieloperoxidase
(MPO) quer na reacgao citoquimica ou na imunofenotipagem com AcMo anti
MPO, apresentando também reagdo negativa ao Negro de Sudan (.

A LMA foi inicialmente classificada em 9 subgrupos (tabela 2), sendo
importante destacar a inclusdo dos subtipos MO e M7 cuja imunofenotipagem
cumpre um papel fundamental. O subtipo FAB-MO ndo apresenta a enzima
MPO detectavel pela citoquimica convencional, ndo expressa antigenos
linféides, mas sdo geralmente CD13/CD33 positivos além de expressarem
MPO intracitoplasmatica detectada pela imunofenotipagem. A leucemia
megacariocitaria (FAB-M7) por sua vez, ndo possui critério morfolégico bem
definido (embora as vezes apresentem projecdes citoplasmaticas), sendo
identificavel através de antigenos especificos como as glicoproteinas
plaquetarias (CD41,CD42 e CD61) (1019,

As formas mielomonociticas € monociticas tém padrao imunofenotipico
proprio com reatividade a antigenos mondécitos relacionados como o CD14 e

CD11, correlacionado-se com a citomorfologia (classificagdo FAB), fato este
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observado neste trabalho, onde o CD14 foi fortemente positivo na populacao
monocitica na analise pela citometria de fluxo "%,

O HLADR por sua vez mostra-se presente na maioria dos casos de
LMA, com excegédo das leucemias promielociticas, fato este constatado neste
estudo.

A respeito da correlagdo antigénica com a citomorfologia, observou-se
uma correlagédo direta da classificagdo FAB e a imunofenotipagem em todas
as leucemias estudadas, corroborando-se estes achados com os dados da
literatura os quais relacionam diretamente a imunofenotipagem das LMA com
a classificagcdo morfolégica (1%,

Finalmente é importante ressaltar a importancia da expressao aberrante
de antigenos linféides (CD19, CD2 e CD7) em blastos mieldides em alguns
casos de LMA, havendo relatos da correlacdo destes achados com
anormalidades citogenéticas especificas tais como a expressdo do CD19 em
LMA-M2 com translocagcao 8-21 1(8,21) e o CD2 que pode se expressar na
LMA-M4 com eosinofilia (M4/Eo) que apresentam a inversdao do cromossomo
16 (cfinv 16) ("1%')  Neste estudo entretanto constatou-se a apenas a
expressao anormal do CD7 em cinco casos, 0os quais também expressavam
fortemente o CD34, caracterizando portanto leucemias muito imaturas.

Em relagdo aos dados laboratoriais, observou-se que a plaquetopenia,
associada a leucocitose as custas de blastos e a anemia estiveram presentes
na maioria dos casos, confirmando a famosa triade leucémica das leucemias

agudas (anemia; fendmenos hemorragicos e tendéncia a infecgdes) %),
CONCLUSOES:

1) O emprego sistematico de anticorpos monoclonais tem sido util no
diagnodstico diferencial deste grupo de leucemias agudas, em particular nos

subgrupos com pouca ou nenhuma diferenciacao celular.
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2) A expresséo de antigenos mieldides como o CD33 e CD13 associados na
maioria dos casos ao CD34 caracterizou imunofenotipicamente a presenca de

precursores mieldides muito imaturos.

3) O subtipo morfolégico mielomonocitico foi o mais frequentemente
observado, os quais se correlacionaram com a imunofenotipagem com forte

expressao do CD14 na populagdo monocitaria.

4) Dados laboratoriais como plaquetopenia, baixo niveis de hemoglobina e
leucocitose com elevada contagem de elementos imaturos no sangue

periférico estiveram presentes na maioria dos casos.

5) Dados clinicos relacionados a leucemias tais como hepatoesplenomegalia

estiveram presentes na maioria dos casos.
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Tabela 01:
Classificacdo FAB* das leucemias Agudas

19

Leucemia Linféide Aguda (LLA)

L1 Leucemia linféide de blastos pequenos e homogéneos.

L2 Leucemia linféide de blastos de tamanho variavel e heterogéneos.

L3 Leucemia linféide de blastos grandes com citoplasma vacuolados.
Leucemia Mieléide Aguda (LMA)

MO |Leucemia Aguda Inclassificada (AcMo anti MPO+)

M1 |Leucemia miel6ide de blastos indiferenciados

M2 |Leucemia mieldide tipica de blastos diferenciados (pmc e mb)

M3 |Leucemia promielocitica hipergranular.

M3v |Leucemia promielocitica hipogranular.

M4 | Leucemia mielo-monocitica.

M5a |Leucemia monoblastica.

M5b |Leucemia monocitica (promondcitos e monoblastos)

M6 | Eritroleucemia

M7 | Leucemia megacarioblastica

OBS: (FAB*) Grupo Cooperativo French, American, British para Estudo das

Leucemias Agudas

) (5-8

anti MPO (anticorpo monoclonal anti-mieloperoxidase ).

:pmc (pré-mieldcitos); mb ( mieloblastos ); AcMo



Tabela 2:
Caracteristicas imunolégicas de alguns subtipos de LMA

Antigenos Classificagdo FAB (*)
MO (M1 | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 | M7
MPO + + + + + +/- | +/-| -
CD13 +- | + + + + | - | -] -
CD33 +/- + + + + +/- | +/-| -
CD34 + | | | - | | | |+
CD11 H- | - | - | | -
CD14 - - - - + + - -
CD15 +/- | /- | +/- - + + | +/-| -
CD41 } } } B B } B +
CD42 ) ) ) B B ) B +
CD61 A e A N
GlicoforinaA | = | =~ | ~ | | ~ | | T -
HLADR +/- +/- | +/- - + + | +/-]| +/-

OBS: (*) FAB (Grupo Cooperativo French, American,
British para Estudo das Leucemias Agudas) ©®.

Baseado em : RAEBEL, C.B.; CASTILLO COFINO, R.
BRICHS L.F.; PERET, P.P.; VIVES CORRONS, J.L. &
CASAS, S.W. in Hematologia Clinica, cap 19, pag: 303-
319, Editora Mosby / Doyma Libros, 1994 ('),
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QUADRO 01:
Anticorpos Monoclonais Empregados Neste Estudo

ANTICORPOS MONOCLONAIS

ESPECIFICIDADE

CD3/CD19 (Becton & Dickinson)
CD3/CD4 (Becton & Dickinson)
CD3/CD8 (Becton & Dickinson)
CD45/CD14 (Becton & Dickinson)
CD34 (Becton & Dickinson)
CD13 (Becton & Dickinson)
CD33 (Becton & Dickinson)
CD10 (Becton & Dickinson)
CD7 (Becton & Dickinson)
HLADR (Becton & Dickinson)
IgM (Cecon / Policlonal)

Linfocitos T e B

Linfocitos T helper

Linfocitos T supressor/citotoxico

Antigeno Leucocitario Comum / Mondcitos
Células Progenitoras

Granuldcitos e Precursores

Precursores Granulociticos

Antigeno Comum das Leucemias Linféides Agudas
Linfécitos T e Precursores

Antigeno de histocompatibilidade de classe Il
Imunoglobulina do tipo IgM

Gama 1/Gama 2 (Becton & Dickinson)

Controle de marcacao inespecifica

OBS: Anticorpos Conjugados a Fluorocromos.
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TABELA 03:
Aspectos Gerais da Populagcao Estudada
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CASOS N° | IDADE |SEXO| FAB. [ESPLE.| HEPAT. | LINF. |HIP. GEN.
1 62 anos M M4 + - - +
2 57 anos M M4 + + - +
3 47 anos F M4 - + - -
4 70 anos M M4 + + - -
5 38 anos M M4 + + - -
6 53 anos M M4 + + - -
7 82 anos M M4 - + - -
8 08 anos M M1 - + + -
9* 17 anos M M3v - + - -
10 19 anos M M2 + + - -
11 42 anos F M1 - + - +
12 45 anos M M1 - + - -
13 76 anos M M1 - + - -
14 36 anos F M1 - - - -
15 60 anos M M2 + + - -
16 30 anos F M1 + + - -
17 36 anos F M4 - + - +
18 30 anos F M4 + + - -
19 28 anos F M2 + + - -
20 11 anos F M2 + + - -
21 13 anos F M1 - - - -
22 26 anos M M4 - + - +
23 29 anos M M1 + + - -
24 54 anos M M2 - + - -
25* 12 anos M M3v - - - -
26 62 anos M M4 + + - -
27** 67 anos F M1 + + - -
28 73 anos M M1 - - - -
29 73 anos F M1 - + - -
30 68 anos M M5b - - - -
31 56 anos M M4 - - - -
32%** 59 anos M M2 - - - -
33** 38 anos F M4 - - - -
34* 36 anos M M3 - - - -
35 66 anos F M6 - - - -
36 36 anos F M4 - - - -
37 68 anos M M4 - - - -
38 42 anos F M6 + - - -

OBS: ESPLE. (Esplenomegalia); HEPAT. (Hepatomegalia); LINF.
(Linfadenopatia); HIP. GEN. (Hipertrofia Gengival); (*) Fendmenos

Hemorragicos; (**) Cloroma; (***) Dor Ossea; M (Sexo masculino); F (Sexo
feminino); FAB (Grupo Cooperativo French, American, British para Estudo
das Leucemias Agudas) ©®.
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TABELA 04:
Perfil Imunolégico e Classificagdo FAB das Leucemias Estudadas
CASOS IMUNOFENOTIPAGEM
N° FAB |CD34 |CD13/CD33 |[CD14 |CD45 CD3 |CD7 (CD4 |CD8 [CD19 |igM |CD10 | HLADR
1 M4 + + + + - - - - - - - +
2 w4 - + + + - - +* - - - - +
3 M4 - + + + - - - - - - - +
4 V4 - + + + - - - - - - - -
5 M4 - + + + - - - - - - - +
6 w4 - + + + - + - - - - - +
7 M4 - + + + - - +* - - - - +
8 M2 | - + - S e T T R -
9 M3v| - + - S e T e N N R -
10 M2 |+ + - S e T T R -
11 M1 |+ + - S e T e N N R +
12 M1 + + - + - + - - - - - +
13 M4 - + + + - - - - - - - +
14 M1 + + - + - + - - - - - +
15 M4 |+ + + + | - o+ | -] - ] - i +
16 M1 |+ + ] + | -] - I ] i i +
17 V4 + + + + - - - - - - - -
18 M2 |+ + ] + | -] - I ] i i +
19 M2 | + + ; + | -] - N ] i i +
20 M2 |+ + - S e T T R +
21 M2 | - + - S e T e N N R -
22 w4 - + + + - - - - - - - +
23 M2 | - + - S e T e N N R -
24 M2 + + - + - - - - - - - -
25 M3v| - + - + | - | - - - - - - -
26 M4 - + + + - - - - - - - +
27 M1 + + - + - + - - - - - +
28 M1 |+ + ; + | -] - N ] i i +
29 M1 |+ + ] + | -] - I ] i i +
30 Msb | - + + + | -] - I ] i i +
31 V4 + + + + - - - - - - . +
32 M2 | + + ; + | -] - N ] i i +
33 V4 + + + + - - - - - - . +
34 M3 | - + - + | -] - - | - - - - -
35 | M6 | + + - L N N N N N N -
36 M4 |+ + + + | -] - I ] i i +
37 M4 + + + + - - - - - - - -
38 M6 | + + ; + | -] - N ] i i +

Obs: ( * ) CD3-/CD4+; FAB (Grupo Cooperativo French, American, British para Estudo
das Leucemias Agudas) ©?.
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TABELA 05:
Dados Laboratoriais das Leucemias Estudadas

CASOS | Idade | Sexo | Leucometria | FAB Plaquetas Hb Blastos
N° (/ mm?) (x10 mm?®) | (g/dl) | (%) SP
1 62anos M 53.400 M4 12,0 10,7 76
2 57anos M 100.000 M4 12,0 7,1 80
3 47anos F 8.100 M4 24,0 13,3 30
4 70anos M 100.000 M4 8,8 9,8 90
5 38anos M 19.700 M4 350,0 57 85
6 53anos M 14.000 M4 263,0 9,8 36
7 82anos M 46.000 M4 87,0 7,8 86
8 08anos M 14.000 M1 220,0 8,0 76
9 17anos M 100.000 M3v 100,0 8,0 90*
10 19anos M 120.000 M2 160,0 10,8 92
11 42anos F 8.200 M1 270,0 8,5 30
12 45anos M 28.000 M1 450,0 11,4 90
13 76 anos M 75.000 M4 120,0 8,9 80
14 36 anos F 5.700 M1 20,0 9,5 54
15 60 anos M 18.900 M4 27,0 10,0 61
16 30 anos F 18.300 M1 44,0 8,8 65
17 36anos F 23.000 M4 76,0 8,9 70
18 30 anos F 61.000 M2 53,0 9,2 90
19 28 anos F 83.800 M2 89,0 10,5 80
20 11anos F 8.000 M2 NR NR 80
21 13 anos F 10.000 M1 NR NR 60
22 26anos M 10.000 V4 NR NR 68
23 29 anos M 8.100 M1 24,0 13,3 10
24 54 anos M 120.000 M2 NR NR 30
25 12 anos M 45.000 M3v 20,0 7,1 80*
26 62 anos M 35.000 M4 NR NR 67
27 67anos F 6.900 M1 8,0 10,0 50
28 73 anos M 178.000 M1 91,0 8,1 62
29 73 anos F 75.700 M1 112,0 5,8 71
30 68 anos M 54.900 M5b 138,0 11,1 60**
31 56 anos M 15.300 M4 58,0 9,5 90
32 59 anos M 40.300 M2 40,0 11,6 80
33 38 anos F 299.000 M4 161,0 12,8 78
34 36 anos M 7.700 M3 474,0 12,2 44*
35 66 anos F 900 M6 16,0 7,5 83***
36 36 anos F 113.000 M4 50,0 8,5 65
37 68 anos M 50.000 M4 NR NR 70
38 42 anos F 9.500 M6 13,0 7,6 63***

OBS: NR ( Nao Realizado ), FAB (Grupo Cooperativo French, American, British
para Estudo das Leucemias Agudas) ©¥; (*) Pro-mieldcitos; (**) Monoblastos e Pro-
monaocitos; (***) Presenga de precursores eritroides., M (Sexo masculino); F (Sexo
feminino).
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Figura 02: Representacéo grafica de um caso de LMA pela citometria de fluxo.

A) Histograma representativo dos parametros SSC x FSC
(Granulosidade X Tamanho) da populagao analisada (em vermelho).
B) Representagdo grafica de histogramas de intensidade de
fluorescéncia de marcadores mieldides (CD13) e de células

progenitoras (CD34), caracterizando um fendtipo de LMA muito
imatura.
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Figura 03: Representacao Grafica de um Caso de LMA.
A) Histograma representativo dos parametros SSC x

FSC (Granulosidade x Tamanho) da populag¢ao analisada
(em vermelho); B) Representacdo dos graficos do tipo
‘Dot Plot” para caracterizacdo de dupla marcacao
(CD45+ / CD14-); C) Células mieldides muito imaturas
(CD34+/CD13+); D) Antigeno cALLA negativo (CD10-).
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DERMATOFITOSE: &IOLOGIA E PATOGENIA

DERMATOPHYTOSIS: &IOLOGY AND PATHOGENESIS

Paulo Murillo Neufeld "?

Resumo: Os dermatofitos sao fungos com capacidade de digerir os tecidos queratinizados
(pele, pélos e wunhas). Trés géneros principais (Microsporum, Trichophyton e
Epidermophyton) compdem o grupo dos dermatoéfitos. Estados anamorficos e teleomorficos
sao descritos para alguns membros desses fungos. De acordo com seu habitat natural, esses
organismos podem ser divididos em antropofilicos, zoofilicos e geofilicos. A dermatofitose
¢ de carater contagioso e a transmissdo da enfermidade ¢ mediada por esporos cuja
formagdo depende da fonte de infeccdo. A infectividade e a patogenicidade dos

dermatofitos € caracterizada pela producao de artroconidios.

Palavras Chaves: Dermatofitos, patogenicidade, dermatofitose

Summary: The dermatophytes have the ability to invade keratinized tissue (skin, hair, and
nails). Three genera (Microsporum, Trichophyton, and Epidermophyton) compound the
dermatophytes group. Anamorphic and teleomorphic states are described to this fungous.
On the basis of primary habitats association, they may be grouped as anthropophilic,
zoophilic and geophilic. The dermatophytosis is a communicable disease and its
transmission is mediated by spore formed according to infection sourse. The infectivity and

the pathogenicity of dermatophytes is characterized by arthroconidia production.

Key Words: Dermatophytes, pathogenicity, dermatophytosis
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Os dermatoéfitos sdo um grupo de fungos altamente especializados que, através de
um longo processo evolutivo, tornaram-se capazes de invadir e colonizar os tecidos
queratinizados do organismo animal (Ajello,1974).

O processo patoldgico desencadeado por esses microrganismos € genericamente
denominado de dermatofitose (Roberts & al., 1984). A infeccdo estd normalmente restrita
as estruturas cornificadas superficiais como o estrato corneo da epiderme, os pélos e as
unhas (Matsumoto e Ajello, 1987). Ocasionalmente, a derme e o tecido subcutaneo podem
ser envolvidos (West e Kwong-Chung, 1980).

O termo dermat6fito ndo corresponde a uma classificagdo taxondmica mas, sim a
uma designag¢do sob a qual estdo agrupados fungos cujas caracteristicas morfologicas,
fisiologicas e antigénicas os relacionam entre si (Esteves & al.,1977).

De acordo com Emmons (1934), trés géneros principais (Microsporum,
Trichophyton e Epidermophyton), diferenciados através de seus aspectos morfoldgicos,
compdem o grupo dos dermatofitos. Em 1957, Georg e Camp redefiniram, a partir de
estudos bioquimicos e nutricionais, as espécies aceitas na classificagdo de Emmons e, em
1987, Matsumoto e Ajello qualificaram e listaram as espécies de dermatofitos e fungos
relacionados atualmente consideradas validas (Tabela 1) .

Segundo Ajello (1962), até 1960, a taxonomia desse grupo era feita exclusivamente
com base em seu estado assexuado (imperfeito ou anamorfico). Contudo, um esquema
taxonomico apoiado na forma perfeita ou teleomorfica desses organismos tornou-se
possivel, a partir da descri¢do do ciclo sexuado do fungo Trichophyton ajelloi, por Dawson

e Gentles (1959).



Tabela 1. Dermatoéfitos e fungos relacionados atualmente considerados validos (Segundo

Matsumoto e Ajello, 1987)

Géneros e espécies anamorficos

Epidermophyton Sabouraud, 1907

E. floccosum (Harz) Langeron & Milochevitch, 1930

E. stockdaleae Prochacki & Engelhard-Zasada, 1974
Microsporum Gruby, 1843

M. amazonicum Moraes, Borelli & Feo, 1967
Microsporum anamorfo de Arthroderma cookiellum (de
Clercq) Weitzman, McGinnis, Padhye & Ajello, 1985

M. boullardii Dominik & Majchrowitz, 1965

M. canis (Bodin) Bodin, 1902 var. canis

M. cookei Ajello, 1959

M. equinum (Delacroix & Bodin) Gueguen, 1904

M. ferrugineum Ota, 1921

M. fulvum Uriburu, 1909

M. gallinae (Megnin) Grigorakis, 1928

M. nanun Fuentes, 1956

M. persicolor (Sabouraud) Guiart & Grigorakis, 1928
M. praecox Rivalier, 1954

M. racemosum Borelli, 1965

M. ripariae Hubalek & Rush-Munro, 1973

M. vanbreuseghemii Fridman &

Brinkman, 1962

Georg, Ajello,

Trichophyton Malmsten, 1845

T. ajelloi (Vanbreuseghemii) Ajello, 1968

T. concentricum Blanchard, 1895

T. equinum (Matruchot & Dassonville) Gedoelst, 1902
T. flavescens Padhye & Carmichael, 1971

T. georgiae Varsavsky & Ajello, 1964

T. gloriae Ajello, 1967

T. gourvilli Catanet, 1933

T. longifusum (Florian & Galgoczy) Ajello, 1968

T. mariatii Tapia de Fossaert, Mizrachi, Padhye & Ajello,
1980

T. megnini Blanchard, 1896

T. mentagrophytes (Robin) Blanchard, 1896

T. phaseoliforme Borelli & Feo, 1966

T. rubrum (Castellani) Sabouraud, 1911

T. schoenleinii (Lebert) Langeron & Milochevitch, 1930
T. simii (Pinoy) Stockdale, Mackenzie & Austwick, 1965
T. soudanense Joyeux, 1912

T. terrestre Durie & Frey, 1957

T. vanbreuseghemii Rious, Tarry & Tuminer, 1964

T. tonsurans Malmsten, 1845

T. verrucosum Bodin, 1902

T. violaceum Bodin, 1902

Originalmente, a maioria dos dermatdfitos foi descrita como Hyphomycdes

(Matsumoto e Ajello, 1987). Porém, com a descoberta de seu estado sexuado (perfeito ou



teleomorfico), esses fungos passaram a ser classificados na familia Arthrodermataceae
(ordem Onygynales, subdivisdo Ascomycotina), que acomoda os géneros Arthroderma e
Nannizzia cujos correspondentes assexuados ou anamorficos sdo, respectivamente, 0s
géneros Trichophyton e Microsporum (Currah, 1985; Leclerc & al., 1994). A Tabela 2
relaciona os estados teleomorficos e anamorficos dos dermatofitos.

Takashio (1979) e McGinnis & al. (1980), através de estudos morfologicos e
moleculares, tém demonstrado a artificialidade da distin¢ao entre Arthroderma e Nannizzia.
A idéia de que esses dois teleomorfos formam um Unico género ¢ sustentada por Weitzman
& al. (1986) e Kawasaki & al. (1992) que propdem a unido de ambos os taxa em torno do
género Arthroderma. A pesar do relacionamento filogenético do Epidermophyton ser ainda
desconhecido, devido a ndo descricdo de seu estado perfeito, Kawasaki & al. (1992)
afirmam que estudos futuros poderdo demonstrar a proximidade desse fungo com o género
Arthroderma.

Segundo Matsumoto e Ajello (1987), todos os teleomorfos conhecidos das espécies
de Trichophyton e Microsporum sdo h&erotalicos, ou seja, apresentam caracteristicas de
sexualidade masculina e feminina separadas nos individuos. A exce¢do fica por conta do
Trichophyton geogiae cujo o teleomorfo (Arthrodrema cifferii) ¢ homotalico, isto &,
“hermafrodita”. Assim, para que ocorra cruzamento, hd nescessidade de dois tipos
conjugantes complementares (“mating types”), convencionalmente designados como “+” e
“2” ou “A” e “a” (Takashio, 1979).

A distribuicdo geografica dos dermatofitos nao ocorre de maneira uniforme (Ajello,
1974; Blank & al., 1974). De modo geral, esses fungos sdo cosmopolitas (Georg, 1960;
Otcenasek, 1978). Entr&anto, d&erminadas espécies sdao regionalmente limitadas ou

endémicas (Philpot, 1977, 1978).



Tabela 2. Teleomorfos e anamorfos dos dermatofitos e fungos relacionados (Segundo

Matsumoto e Ajello, 1987)

Teleomorfos

Anamorfos

Arthroderma Currey ex Berkeley emend. Weitzman,

McGinnis, Padhye & Ajello, 1986
A. benhamiae Ajello & Cheng, 1967
A. borellii (Moraes, Padhye & Ajello) Padhye, Weitzman,

McGinnis & Ajello, 1986

A. caj&ani (Ajello) Ajello, Weitzman, McGinnis &
Padhye, 1986

A. ciferrii Varsavsky & Ajello, 1964

A. cookiellum (de Clercq) Weitzman, McGinnis, Padhye &

Ajello, 1986

A. corniculatum (Takashio & de Vroey) Weitzman,
McGinnis, Padhye & Ajello, 1986

A. flavenscens Padhye & Carmaechel, 1971

A. fulvum (Stockdale) Weitzman, McGinnis, Padhye &
Ajello, 1986

A. gertleri Bohme, 1967

A. gloriae Ajello, 1967

A. grubyi (Georg, Ajello, Fridman & Brinkman) Ajello,

Weitzman, McGinnis & Padhye, 1986

A. gypseum (Nannizzi) Weitzman, McGinnis, Padhye &
Ajello, 1986

A. incurvatum (Stockdale) Weitzman,McGinnis, Padhye &
Ajello, 1986

A. insingulare Padhye & Carmichael, 1972

A. lenticularum Pore, Tsao & Plunk&t, 1965

A. obtusum (Dawson & Gentles) Weitzman, McGinnis,
Padhye & Ajello, 1986

Microporum Guby, 1843
Trichophyton Malmsten, 1845

T. mentagrophytes

M. amazonicum

M. cookei

T. georgiae

Microsporum anamorfo de A. cookiellum

M. boullardii

T. flavescens

M. fulvum

T. vanbreuseghemii

T. gloriae

M. vanbreuseghemii

M. gypseum

M. gypseum

T. terrestre

T. terrestre

M. nanum



Tabela 2. Continuagdo

Teleomorfos Anamorfos

A. otae (Hasegawa & Usui) McGinnis. Padhye & Ajello, | M. canis var. canis

1986 M. canis var. distortum
A. persicolor (Stockdale) Weitzman, McGinnis, Padhye & | M. persicolor

Ajello, 1986
A. quadrifidum Dawson & Gentles, 1961 T. terrestre

A. simii Stockdale, Mackenzie & Austwick, 1965 T. simii

A. racemosum (Rush-Munro, Smith & Borelli) Weitzman, | M. racemosum
McGinnis, Padhye & Ajello, 1986
A. unicatum Dawson & Gentles, 1961 T. agjelloi

A. vanbreuseghemii Takashio, 1973 T. mentagrophytes

De acordo com o habitat natural (Tabela 3), esses organismos podem ser divididos
em antropofilicos, quando adaptados a queratina dos seres humanos; zoofilicos, quando
adaptados a queratina dos animais; e geofilicos, quando se desenvolvem as expensas da
queratina encontrada no solo (Dvorak e Otcenasek, 1964; Gonzalez-Cabo e¢ Barcena-
Asensio, 1996). Membros dos grupos antropofilico e zoofilico podem, sob certas
condigoes, infectar outros hospedeiros além daqueles para os quais estdo adaptados (Kaplan
& al., 1958; Georg, 1960). Porém, estes tém dificuldades em sobreviver e proliferar como
saprobios de solo (Grin e Ozegovic, 1963). Alguns individuos do grupo geofilico nao sdo
capazes de invadir os tecidos queratinizados do homem e dos animais. As espécieis
geofilicas que ndo tem habilidade de parasitar os organismos vivos ndo sdo patogénicas e,
portanto, conceitualmente nao sdo consideradas dermatofitos. Essas espécies devem ser
simplesmente reconhecidas como membros geofilicos dos géneros Microsporum e

Trichophyton (Matsumoto e Ajello, 1987). Os fatores que controlam a diferenciagdo dos



dermatoéfitos em antropofilicos, zoofilicos e geofilicos ndo estdo ainda bem estabelecidos

(Ajello, 1974).

Tabela 3. Epidemiologia e Ecologia dos Dermatofitos e fungos relacionados (Segundo

Matsumoto e Ajello,1987)

Dermatofitos
Antropofilicos Zoofilicos Geofilicos Geofilicos
ndo patogénicos
Cosmopolitas
E. floccosum M. canis var. canis M. cookei Microsporum anamorfo
de A. cookiellum
M. audouinii M. equinum M. gypseum T. ajello
T. mentagrophytes M. gallinae M. fulvum T. terrestre
var. interdigitales
T. rubrum T. equinum M. nanum

T. tonsurans

T. violaceum

M. ferrugineum

T. concentricum

T. gourvilli

T. megninii
T. schoenleinii
T. soudanense

T. yaoundei

T. mentagrophytes

var. mentagrophytes

T. verrucosum

Limitados

M. canis var. distortum

T. mentagrophytes

var. erinacei

T. mentagrophytes

var. quinckeanum

M. persicolor

M. praecox

M. racemosum

M. vanbreuseghmii
T. phaseoliforme
T. simii

T. vanbreuseghemii

E. stockdaleae

M. amazonicum

M. boullardii

M. magellanicum
M. ripariae

T. falvenscens

T. georgiae

T. gloriae

T. longifusum




As formas perfeitas de quase todos os dermatéfitos sao descritas, todavia, a maioria
dos teleomorfos das espécies antropofilicas e zoofilicas sdo ainda desconhecidas
(Matsumoto e Ajello, 1987). As espécies antropofilicas tém demonstrado uma tendéncia a
perder a capacidade de ser reproduzir sexuadamente (Tanaka & al/, 1992). Provalvelmente,
este fato tem condicionado a inexisténcia de fase sexuada entre esses fungos (Takashio,
1979).

O habitat dos dermatofitos tem papel significativo na epidemiologia das infecg¢des
humana e animal (Georg, 1960). A distingdo das espécies em antropofilicas, zoofilicas e
geofilicas ¢ importante para d&erminacao da fonte de infecgao (Ajello, 1960). Com poucas
excegdes, a exposi¢cdo ao solo contaminado e o contato dir&o ou indir&o com individuos
infectados sdo os modos de transmissao das dermatofitoses (Kaplan & a/,1958; Ajello,
1962). Dessa maneira, fomites que contenham residuos infectados de pele, pélos e unhas
funcionam como importantes fontes de infec¢ao (Lopez-Martinez, 1986).

A transmissao da enfermidade ¢ mediada por esporos ou propagulos cuja formagao
depende da fonte de infeccdo (Emyanitoff e Hashimoto, 1979). Assim sendo, a partir de
fontes saprobias, tais como o solo, a doenga ¢ transmitida aos individuos através dos macro
e microconidios e, a partir de fontes humana e animal, através dos artroconidios (Wright &
al., 1984; Fujita e Matsuyama, 1987).

E importante reconhecer que nenhum conidio saprobio ¢ formado sob condigdes de
parasitismo. Macro e micrococonidios podem ser produzidos em pélos despreendidos, mas,
ndo em pélos vivos. Aparentemente, o mecanismo que controla a conidiogénese saprobia €
suprimido quando o dermatoéfito infecta os tecidos. O fungo parece ativar um sistema
alternativo de producdo de conidios que lhe permite sobreviver e se reproduzir sob as

condicdes adversas do parasitismo. Neste estado, somente artroconidios sdo formados. Por



sua vez, quando o microrganismo se encontra em vida livre, artroconidios dificilmente sdo
produzidos (Barrera, 1983, 1986; Hashimoto & al.1984).

Apesar dos macro e microconidios estarem relacionados a sobrevivéncia e
propagacdo dos dermat6fitos na natureza, os elementos patogé€nicos mais importantes na
transmissdo da infec¢do sdo os artroconidios, frequentemente associados a situagdes de
expoliagdo (Fujita e Matsuyama ,1987).

Dos muitos fungos produtores de micose, somente os dermat6fitos mostram uma
evolucdo no sentido de uma existéncia parasitica. As espécies antropofilicas e zoofilicas
provavelmente evoluiram a partir de amostras geofilicas que se associaram aos tecidos
queratinizados dos organismos vivos (Dvorak e Otcenasek, 1964). Segundo Rippon (1982),
a historia filogenética desses fungos, respeitadas as diversas fontes, inclui: evolugdo de
fungos especializados do solo com habilidade queratinolitica; associagdo com faneros
animais e capacidade de produzir infecgdes transitorias; adaptacdo ao crescimento em
zonas queratinizadas vivas; acomodacdo e equilibrio ao hospedeiro; desenvolvimento de
métodos especializados de reproducao e disseminagdo de um hospedeiro para o outro; ¢
adaptacdo a um hospedeiro animal especifico, aumentando a capacidade de sobrevivéncia e
disseminagdo e a cronicidade da infec¢ao.

O estrato corneo ¢ estéril ao nascimento, todavia, logo ¢ colonizado pelos
microrganismos de sua microbiota natural. Os dermat6fitos ndo fazem parte da microbiota,
mas, podem invadir e colonizar a pele (Clayton e Midgley, 1989; Tsuboi & al., 1994). Os
tecidos queratinizados podem funcionar como um ambiente favoravel ao desenvolvimento
desses fungos. De acordo com Tsuboi & al. (1994), diversos fatores estdo envolvidos nesse
processo: as c€lulas do estrato corneo estdo mortas e distantes dos mecanismos de defesa; o

estrato corneo ¢ bem hidratado pelas glandulas sudoriparas e pela perda transepidermal de
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agua; a temperatura da pele ¢ mais baixa do que a temperatura corporal; o pH da pele esta
em torno de 5.5 a 6.7; a pele ¢ um o6rgdo dir&amente exposto ao ar atmosférico; e certos
sitios anatomicos como o couro cabeludo, o espago interdigital, a regido crural e a por¢ao
distal das unhas aumentam a colonizagdo e o crescimento dos dermatofitos. Contudo, sao
fatores impedientes a sobrevivéncia desses fungos sobre o organismo: a presenca das
células de Langehan; a fagocitose dos queratindcitos; as propriedades inibitérias do suor e
dos lipidios e didéxido de carbono da superficie da pele; e a caracteristica proliferativa da
epiderme.

Consideravel progresso tem sido feito no estudo dos fatores que contribuem para a
patogenicidade dos fungos (Ogawa & al., 1992). A patogenicidade ¢ genericamente
definida como a capacidade de um microrganismo em causar doenga, que podera ou nao
ocorrer, dependendo do resultado da interacdo entre o agente &ioldgico e o hospedeiro
(Smith, 1977; Ghannoum e Abu-Elteen, 1990). Dentre os varios fatores envolvidos na
patogenicidade e viruléncia microbiana, a aderéncia aos tecidos vivos; a variabilidade
fenotipica; e a produg@o de toxinas e enzimas estdo entre os mais frequentemente listados
(Kwong-Chung & al., 1992; Gar&h-Jones, 1994).

A infectividade e a patogenicidade dos dermatofitos € caracterizada pela produgao
de artroconidios (Rashid & al., 1993). A aderéncia aos queratinocitos da pele e a
germinacao artroconidial parecem ser cruciais para o estabelecimentos da infec¢do. Quando
ocorrem falhas no processo de aderéncia, a germinagdo ndo ¢ observada e o propagulo
infectante ¢ liberado junto com o material de descamagdo normal da epiderme. A
germinacdo dos artroconidios deve ser considerada como um fator de importancia

patogénica na dermatofitose (Tsuboi & al., 1994).
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Aljabre & al. (1992) afirmam que os artroconidios requerem alta umidade e
substancias indutoras para a germinacdo. A camada superficial da pele contém uma
variedade de agentes quimicos derivados do suor, das glandulas sebaceas e do proprio
processo de queratinizagdo. Existem ainda muitos md&abolitos produzidos por bactérias a
partir de lipidios e proteinas cutaneas que também sdo estimulantes da germinacao.

Para o desenvolvimento de uma infec¢do ativa na pele intacta, o conidio germinante
deve pen&rar na camada de queratina, estabelecendo o sitio de parasitismo. Usualmente, a
hifa emergente ¢ capaz de uma pen&ragdo tanto mecanica quanto enzimatica. (Hay & al.,
1988). Alguns dermatofitos produzem estruturas especializadas para favorecer a invasao
(English, 1968; Kanbe e Tanaka, 1982). Varias enzimas extracelulares como proteases,
lipases, fosfatases, nucleases e glicosidases sdo também produzidas com esse fim (Calvo &
al., 1986).

As enzimas proteoliticas, notadamente queratinases, colagenases e elastases, sdo as
mais comumente implicadas na patogenia das dermatofitoses (Apodaca e McKerrow, 1989;
Tsuboi & al., 1989). Algumas dessas enzimas estdo envolvidas na facilitacdo da pen&racao
do tubo germinativo ou da hifa nos tecidos queratinizados; na tomada de nutrientes para o
crescimento fingico; e na produ¢do de uma resposta imune local (Calvo & al., 1985;
Skorepova e Hauck, 1987). A habilidade dos dermat6fitos em elaborar essas enzimas
hidroliticas in vivo ¢ também um importante fator de viruléncia (Isenberg, 1988).

Tsuboi & al. (1994) propdem os seguintes eventos na invasao e na colonizagdo do
estrato corneo: aderéncia dos artroconidios aos queratinocitos; germinacdo do
artroconidios; pen&ragdo do tubo germinativo no estrato coérneo; e finalmente formagao de
novos artroconidios. Na pen&rag¢do do estrato corneo, o tubo germinativo cresce transversal

e longitudinalmente, se ramificando em todos os sentidos. De acordo com Aljabre (1993),
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seis horas apos a adesdo, inicia-se a germinagdo, e s&e dias depois de comegado o
processo, ha producdo dos artroconidios, compl&ando o ciclo parasitario. A erosao
superficial e a pen&racdo radial representam a expressao morfologica da queratinolise
(Filipello-Marchisio & al., 1994).

Segundo Kunert (1992), a compl&a hidrdlise da queratina somente ¢ conseguida
apos a clivagem das ligagdes dissulf&o que representam a principal fonte de resisténcia
dessa escleroproteina. As queratinases sao incapazes de dissolver a queratina por si sO, para
tanto, ha necessidade de haver uma sulfélise prévia das pontes de enxofre que desnaturam a
queratina e estimulam a atividade queratinolitica do fungo (Kunert, 1972).

A hidrolise da queratina por enzimas proteoliticas € um aspecto conspicuo na
patogénia das dermatofitoses. Entr&anto, de acordo com os estudos de Tanaka & a/ (1992),
algumas proteinases extracelulares purificadas de espécies de Trichophyton e
Microsporium sao ativas apenas em pH neutro ou alcalino. Tendo a pele um pH
fracamente 4cido em sua superficie, hd duvidas se as queratinases trabalham como fatores
de viruléncia.

As variagdes individuais e locais dos ambientes cutaneos podem modular a
patogenicidade dos elementos fungicos depositados sobre a epiderme (Baudraz-Rossel& e
Frenk, 1990). A producdo de enzimas extracelulares ¢ dependente dos substratos acessiveis
in vivo para o crescimento do dermatdfito (Brasch, Martins e Christophers, 1991),
consequentemente, a agressividade do fungo sobre as estruturas queratinizadas podera ser
maior ou menor, conforme o suprimento nutricional encontrado (Baudraz-Rossel& e Frenk,
1990; Brasch, Martins e Christophers, 1991).

A formacdo de enzimas ¢ a habilidade de causar inflamacao cutdnea contribuem

para espalhamento do fungo (Brasch e Zaldura, 1994). Como o dermatofito, em geral, ndo ¢
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capaz de sobreviver a uma reacao inflamatoria, tende constantemente a se afastar da regido
inflamada, fixando-se no tecido normal adjacente (Jungerman e Schwartzerman, 1977).

Os dermatofitos ndo invadem as estruturas subepidermais, porém, produzem
respostas inflamatdrias definidas e reacdes imunes mediadas por células em todos os
individuos normais (Tanaka & al., 1992). A doenca ¢ desencadeada a partir da elaboracao e
secrecao de substancias toxicas ou alergénicas que se difundem pela epiderme, atingido a
derme vascularizada que € potencialmente capaz de responder a agressdao dos materiais
irritantes, por meio de uma resposta inflamatoria (Jungerman e Schwartzerman, 1977). A
resposta a infec¢ao ¢ extremamente variavel e ird depender da interagdo de diversos fatores
envolvidos (Tanaka & al., 1992). Os processos inflamatorios e imunoldgicos produzidos
nas areas vivas proximas ao sitio infeccioso sao incidentais e refl&em a perda ou o baixo
grau de adaptagdo entre o hospedeiro e o fungo (Rippon, 1982).

Diferentes tipos de defesa orgénica estdo implicados nas dermatofitoses. Durante a
doenga aguda, infiltrados neutrofilicos se desenvolvem na epiderme. Nos processos
cronicos, infiltrados dérmicos de células mononucleares e algumas células linfoides
epidérmicas sdo comuns e estdo relacionados a resposta imune celular (Tanaka & al.,
1992). Apesar de controverso, anticorpos circulantes e outros elementos humorais tém sido
dd&ectados no soro de animais e homens infectados (Grappel & al., 1974; Calderon, Hay e
Shennan, 1987).

Em resumo, a historia natural das dermatofitoses € inicialmente a mesma, ndo
importando a espécie envolvida. A colonizacdo comega na camada queratinizada da pele e
o resultado final da infeccdo ird depender do hospedeiro, da espécie fungica e do sitio

infeccioso (Blank e Mann, 1975). Entr&anto, a severidade da doenca esta basicamente
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relacionada a capacidade enzimatica dos dermatoéfitos (Kashkin e Voevodin, 1976; Das e

Banerjee, 1977).
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EFEITOS DE CHITOSAN E NARINGENINA SOBRE LIPiDEOS NO
SORO DE COELHOS COM HIPERLIPIDEMIA INDUZIDA POR
TRITON.

Effects of chistosan and naringenin on lipids serum in hyperlipidemic rabbits
induced by Triton

Lopes’, R. M .; Oliveira’, T. T.; Nagem?, T. J.; .; Pinto®, A. S.; Camini’, N. A. Ledo’, M. A.

RESUMO: Chitosan, uma substancia natural derivada da quitina, juntamente
com naringenina, uma flavanona, foram testadas em coelhos hiperlipidemicos
induzidos por Triton WR 1339. Para tanto elas foram administradas, via
intraperitoneal, na dose de 30mg/Kg de peso corporal, vinte horas apds a
administracao do Triton. Decorridos vinte e quatro horas da administragcao das
drogas, foram coletadas amostras de sangue, centrifugadas e dosados
colesterol, HDL-colesterol e ftriacilglicerois. Os resultados mostraram que
chitosan associado a naringenina mostrou maior percentagem de reducao para
colesterol e triacilglicerois enquanto que para HDL-colesterol chitosan foi mais
efetivo.

SUMMARY: Chitosan, a derived natural coumpound from quitin together with
naringenin, a flavanone, were tested in hyperpipidemics rabbits induced by
Triton WR 1339. They were administered by intraperitoneal route in the dosis
of 30mg/Kg of corporal weight, twenty hours after the administration of Triton.
Elapsed twenty-four hours after drug’s administration, the blood were analyzed.
Results evidence that chitosan + naringenin present the largest percentual of
reduction of cholesterol and triacilglicerols while the best results for cholesterol-

HDL have been obtained with chitosan.
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INTRODUCAO

Triton WR 1339 conhecido como tyloxapol, um detergente ndo anionico
de estrutura polimérica da SIGMA, tem sido utilizado por diversos
pesquisadores para induzir hiperlipidemia em animais experimentais (Mathur
et al., 1964; Siddiqui et al., 1996; Sharma, 1979; Choi et al., 1991).

Dados recentes mostram que mistura de flavondides kaempferitrina,
isoladamente, mostraram acao hipotensiva em sistema cardiovascular de
coelhos e ratos com hipertensédo induzida. A kaempferitrina na dose de 290
ug/Kg diminuiu a pressao sanguinea em 32% e a frequéncia cardiaca em 29%
em coelhos, ja a mistura de flavonoides diminuiu a pressédo em 41% e a
frequéncia cardiaca em 33% na dose de 20 ug/Kg. A alta atividade da mistura
de flavondides pode ser atribuida a seu efeito sinérgico (Gohar et al., 1997).

Agullo et al., 1997, relatam a agao de flavondides nas etapas iniciais da
acgao insulinica no figado e musculo de ratas in vivo. A insulina tem um papel
central na regulagcdo da glicemia e atua de maneira coordenada no
metabolismo lipidico e protéico. Atua a nivel celular através de seu receptor
transmembrana que tem uma atividade de tirosina quinase. Levando-se em
conta que a dieta fornecida a coelhos tem em torno de 80% de carboidratos,
esta acdo torna-se muito importante.

Em coelhos, a fermentacdo de carboidratos no ceco produz &acidos
volateis, tais como acido acético, acido propidnico, que sao fontes de energia
para o metabolismo dos constituintes do intestino grosso (Cheeke , 1995).

Sfakianos et al., 1997, relatam que genisteina, quando administrada na
dieta de ratas ovariotectomizados, um modelo experimental utilizado para
estudos de osteoporose pdés-menopausa, previne a perda de constituintes do
tecido 6sseo.

A acédo antiinflamatéria de flavondides foi demonstrada por Lee et al.,
1982, e Lanni e Backer , 1985, que mostraram os efeitos de diversos
flavondides, dentre eles a naringenina, como inbidores da fosfolipase A, na
concentragdo de 10* M, alterando o metabolismo do acido araquidénico e

inibindo a ciclooxigenase e a lipoxigenase.



Le Houx et al., 1993, relatam que chitosan, um produto natural derivado
de quitina (2-amino-2-deoxy-B-D-glicose), funciona como uma resina trocadora
de anions e pode se ligar a anions hidrofébicos de acidos biliares em um pH
similar aquele encontrado no trato intestinal. Esta substancia mostrou
propriedades hipocolesterolémicas em ratos alimentados com uma dieta rica
em colesterol. Possuindo glicose em sua estrutura, se assemelha a outros
carboidratos do tipo "goma guar", que é formada por polimeros de B-D-
manopiranosila e cadeias laterais simples de a-D-(1-4) galactopiranosila (Leite,
1993). A capacidade de "goma guar" em reduzir os lipideos séricos tem sido
relatada por Ide et al., 1991 e Evans et al., 1992 em animais, e, em humanos
por Turner et al., 1996, Tuomilehto et al., 1989, Spiller et al., 1991. A maioria
dos estudos em humanos apresenta redugcédo de 10 a 15% em colesterol-LDL
nos tratamentos de até trés meses (Smith e Holm, 1982, Todo et al., 1990).

Levando-se em conta os diversos mecanismos e efeitos atribuidos aos
flavondides, particularmente aqueles relacionados com os niveis de glicose e
de lipideos, foi proposto o presente trabalho para verificar a influéncia da
naringenina isolada e associada ao chitosan, sobre os niveis de lipideos em

coelhos hiperlipidémicos.

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho, foram utilizados coelhos albinos, adultos, machos, da
raca Nova Zelandia, com peso médio (2500 + 200 g), que receberam racao
comercial SOCIL, fornecida na propor¢do de 170g/dia, e agua a vontade
durante todo o experimento. Estes animais foram provenientes do Setor de
Cunicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa.
Os animais permaneceram 5 dias para adaptagcdo em gaiolas apropriadas, em
area especial, com ventilagdo adequada. Para a realizacdo do experimento,
foram constituidos 5 grupos, contendo cada um 6 animais, que receberam os

seguintes tratamentos:

Grupo 1 Racao

Grupo 2 Racado + Triton

Grupo 3 Racgao + Triton + Chitosan

Grupo 4 Racao + Triton + Naringenina

Grupo 5 Racgao + Triton + Chitosan + Naringenina




Para a indugao da hiperlipidemia, foi administrado Triton WR 1339, via
intraperitoneal, na dose de 300 mg/Kg de peso corporal, utilizando como
veiculo NaCl 0,9%. Ap6s 20 horas da administracao do Triton, foram fornecidos
aos coelhos, via intraperitoneal, naringenina, na dose de 5 mg/Kg de peso
corporal e chitosan, na dose de 30 mg/Kg de peso corporal Para estes
compostos, também foi utilizado como veiculo o NaCl 0,9%. Decorridos 24
horas destas administracbes, procedeu-se a coleta de amostras de sangue,
que foram centrifugadas a 7100 x G por 15 minutos para obteng¢ao do soro. As
dosagens sorologicas utilizando-se Kits Laborlab foram feitas para colesterol e
triacilglicerois seguindo o método de Henry, 1982, e para colesterol HDL o
método de Lima et al, 1985. Para as quantificagbes utilizou-se

espectrofotbmetro da marca Hitachi.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios dos lipideos em soro de coelhos encontram-se
registrados nos Quadros I, Il e lll, expressos em mg/dL, com suas respectivas
percentagens de variagao.

Quadro 1 — Valores médios de colesterol (+erro-padréo) de soro de coelhos
com hiperlipidemia induzida por Triton, e suas percentagens de variagao.

Grupos Colesterol %de
Variacao

1-Racgao 39,42 + 1,94

2-Ragao + Triton 248,50 + 3,56 A

3-Racao + Triton + Chitosan 117,62 £ 2,41 Ba | -52,67

4-Racéo + Triton + Naringenina 85,47 + 2,28 Bb | -65,61

5-Ragéo + Triton + Chitosan +  Naringenina 66,51 + 2,19 Bc | -73,24

Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)
A difere de B pelo teste de Dunnett (P<0,05).

De acordo com os resultados obtidos no Quadro |, pode-se observar que
o Triton induziu a hiperlipidemia em coelhos, elevando os niveis de colesterol
em cerca de 6,3 vezes (Grupos 1 e 2). Os resultados indicam claramente que
em relacdo aos niveis de colesterol, todos os tratamentos provocaram uma
reducao significativa, mas chitosan associado a naringenina apresentou a
maior percentagem de reducdo, mostrando um efeito sinérgico entre estes
compostos.




Quadro Il — Valores médios de colesterol- HDL (terro-padrédo) de soro de

coelhos com hiperlipidemia
percentagens de variagao.

induzida por

Triton e suas

respectivas

Grupos Colesterol-HDL % de
Variagao

1-Racéo 30,60 £1,73

2-Ragao + Triton 98,51+ 1,66 A

3-Ragéao + Triton + Chitosan 95,49 +2,46 Aa | - 3,07

4-Racéo + Triton + Naringenina 68,67 + 1,59 B¢ | -30,29

5-Racgao + Triton + Chitosan + Naringenina 84,69 +242Bb |-14,03

Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)
A difere de B pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Os resultados do Quadro Il, mostram que o Triton elevou acima de 3
vezes, os niveis de colesterol-HDL ( Grupos 1 e 2). Sua analise indica que o
Grupo 3 ( chitosan) apresentou o melhor nivel de colesterol-HDL pelo Teste de
Tukey, apesar da redugdo nao ser significativa em relagdo ao Grupo 2, mas
representa valores mais de duas vezes superiores ao Grupo 1. Isto € uma
vantagem pois esta lipoproteina é a responsavel pelo transporte do colesterol
dos tecidos periféricos para o figado onde é metabolizado.

Quadro Il — Valores médios de triacilglicerois (+erro-padrédo) de soro de
coelhos com hiperlipidemia induzida por Triton, e suas respectivas
percentagens de variagao.

Grupos Triacilglicerois % de
Variagao

1-Racgao 100,54 + 0,92

2-Ragao + Triton 581,96 £ 9,52 A

3-Ragéo + Triton + Chitosan 262,52 + 4,26 Ba | -54,89

4-Racao + Triton + Naringenina 206,64 + 3,38 Bb | -64,49

5-Ragéo + Triton + Chitosan + Naringenina 166,32 + 2,27 Bc | -71,42

Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)
A difere de B pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Os resultados do Quadro Ill, mostram que todos os tratamentos foram
significativos em relagéo aos niveis de triacilglicerdis. Dentre eles, destaca-se o
chitosan + naringenina que apresentou maior percentagem de redugao
(71,42%), observando seu efeito de sinérgico .

Trabalhos realizados com catequina, prunina e 5-O-glicosil hesperetina,
administrados via intraperitoneal, apresentaram para triacilglicerdis na dose de
20 mg/Kg de peso corporal, reducédo de 20% para a catequina, prunina e a 5-
O-glicosil hesperetina. Na dose de 10 mg/Kg de peso corporal, ndo houve




efeito para triacilgliceréis, embora para colesterol total tenha ocorrido uma
reducéo significativa (Choi et al., 1991).

Quercetina e Taxifolina administrados via oral (misturados a ragéo) em
ratos também apresentaram efeitos hipolipidémicos, inclusive com efeito de
excregao observado devido ao aumento de colesterol e acidos biliares nas
fezes (Itaya et al., 1992). Ja a pulicarina reduziu significativamente os niveis de
colesterol de soro sanguineo (Sagitinoya et al., 1992).

Le Houx et al., 1993, mostraram o efeito de chitosan sobre a redugao da
atividade enzimatica da HMG-CoA redutase em figado de ratos, como um
possivel mecanismo de acdo destas substancias e Koehrle et al., 1986,
mostraram que flavondides inibem a enzima deiodinase iodotironina que
converte T, em T3, 0 metabdlito mais ativo dos horménios da tiredide. Este
horménio na lipdlise do tecido adiposo inibe a fosfodiesterase, que assim
aumenta os niveis intracelulares de AMP¢ . Este por sua vez, ativa a proteina
quinase C, que atua sobre a lipase, ativando-a, e desta forma, aumenta a
atividade hidrolitica dos triacilglicerdis.

Em conclusdo, pode-se afirmar que naringenina, chitosan e sua
associagao, foram eficazes no controle do metabolismo lipidico. Estes efeitos
hipolipidémicos podem estar associados a inibicdo, pelo chitosan, da HMG-
CoA redutase, com consequente reducao da biosssintese de colesterol e pela
acdes dos flavondides, como a naringenina, que aumenta a excrecao de
colesterol e acidos biliares pelas fezes de animais experimentais. O chitosan é
também capaz de exercer uma acgao sequestradora de sais biliares ao nivel do
tubo gastrointestinal, levando, consequentemente, a uma redugdo desses
acidos e de outros lipideos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1-Agullo, G.; Gamet-Payrastre, L.; Maneti, S.; Viala, C.; Rémésy, C.; Chap,
H.; Payrastre, B. Relationship between flavonoids structure and inhibition of
phosphatidylinositol 3-kinase: A comparissson with tyrosinase and protein
kinase c inhibition. Biochemical pharmacology. 53: 1649-1657, 1997.

2-Cheeke, P. R. Alimentacion y nutricion del conejo. Editora Acribia, S.A. ., pp.
429, 1995.

3-Choi, J. S.; Yokosawa, T.; Oura, H. Antihyperlipidemic effect of flavonoids
from Prunus davidiana. J. Natural Products, 54: 1, 218-224, 1991.

4-Evans, A. J.; Hood, R. L.; Oakemfull, D. G.; Sidhu, G. S. Relationship
between structure and function of dietary fiber: a comparative study of the
effects of three galactomannans on cholesterol metabolism in rat. Br. J. Nutr.
68: 217-229,1992.

5-Gohar, A. A. ; Elmazar, M. A.; Isolation of hypotensive flavonoids from
chemopodium species growing in Egypt. Phytoterapy Research 11. 564-567,
1997.



6-Henry, J.B. - Diagndsticos clinicos e conduta terapéutica por exames
laboratoriais. 16% Ed., |: 226-228, 1982.

7-lde, T.; Moriuchi, H.; Nihimoto, K. Hypolipidemic effect of guar gum and its
enzyme hidrolysate in rats fed higly saturated fat diets. Ann. Nutr. Metab. 35:
34-44,1991

8-ltaya, S.; lgarashi, K. Effects of Taxifolin on the Serum Cholesterol level in
rats. Biosc. Biotech. Biochem. 56 :9, 1942-1494, 1992.

9- Koehrle, J.; Aufmkolk, M. D.; Matthias, S.; Klaus, l.; Cody. V.; Hesch, R.
D. lodothyronine deiodinase is inhibited by plant flavonoids. Plant flavonoids in
Biology and Medicine: Biochemical, Pharmacological and Structure-Activity
Relationships. Alan R. Liss. Inc. pp. 359-371, 1986,

10-Lanni, C.; Becker, E. L.. Inhibition of neutrophil phospholipase A, by p-
bromphenylacyl bromide, nordihydroguaiaretic acid 5,8,11,14 eicosatetrayenoic
acid and quercetin. Int. Archs. Allergy Appl. Immun 76: 214,1985.

11-Lee, T. P.; Matteliano, M. L.; Middleton, J. R. E.; Effect of quercetin on
human polymorphonuclear leukocyte lysossomal enzyme release and phospolip
metabolism. Life Sci. 31: 2765- 2768, 1982.

12- Le Houx, J. G.; Grodin, F. Some effects of chitosan on liver function in the
rat. Endocrinology, Mar 1432:3, 1078-84, 1993.

13-Leite, J. I. A. Mecanismo de Ag¢do de Goma Guar sobre o metabolismo de
colesterol. Tese MS, UFMG, pp.124, 1993.

14- Lima, A. O ; Soares, J.B; Greco, J.B; Gallizi, J; & Cangado J.R.
Métodos de Laboratério Aplicado a Técnicas e Interpretagdo. 6° Ed.,
Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, 1985.

15-Mathur, K. S.; Singhal, S. S.; Sharma, R. D. Effect of Bengal gram on
Experimentally induced high levels of cholesterol in tissues and serum in Albino
Rats. J. Nutrition 84: 201-204, 1964.

16-Sagitinoya, G. V.; Eshfakoya, K. A.; Olimov, V. Flavonoid Pulicarpin from
Pulicaria salvifolia and its hypolipidemic activity. Chemical of Natural
compounds. 128: 286-288, 1992.

17-Sfakianos, J.; Coward, L.; Kirk, M.; Barnes, S. Intestinal uptake and biliary
excretion of the isoflavone genistein in rats. American Society for Nutritional
Sciences, 1260-1268, 1997.

18-Sharma, R. D. Effect of various isoflavones on lipid levels in triton treated
rats. Atherosclerosis, 33 : 371-375, 1979.



19-Siddiqui, M. T.; Siddiqui, M. Hypolipidemic principles of Cicer arietinum:
Biochanin A and Formonetin. Lipids, 11: 3, 1975, 1996.

20-Smith, U.; Holm, G. Effect of a modified guar gum preparation of glucose
and lipid levels in diabetics and health volunteers. Atherosclerosis, 45: 1-10,
1982.

21-Spiller, G. A.; Farquar, J. W.; Gates, J. E.; Nichols, S. F. Guar gum and
plasma cholesterol. Effect of guar gum and oat fiber source on plasma
lipoprotein and cholesterol in hypercholesterolemics adults. Atherosclerosis and
Thrombosis, 11: 1204-1208,1991.

22-Todd, P. A.; Benfield, P.; Goa, K. L. Guar gum: a review of its
pharmacological properties and use as a dietary adjunct in
hypercholesterolaemia. Drugs 39: 917-926,1990.

23-Tuomilehto, J.; Silvasti, M.; Manninem, V.; Uusitupa, M.; Aro, A. Guar
gum and gemfibrozil na effective combination in the treatment of
hypercholesterolemia. Atherosclerosis, 76: 71-77,1989.

24-Turner, P. R.; Tuomilehto, J.;L Haponem, P.; La Ville, A. E.; Shaika, M.;
Lewis, B. Metabolic studies on the hypolipidemic effect of guar gum.
Atherosclerosis, 81: 145-150,1996.



Ouro Preto, 21 de marcgo de 2000

A

Editoria da Revista Brasileira de Analises Clinicas
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas

Rua Vicente Licinio, 95 - Tijuca

20270-340

Rio de Janeiro

Prezados Senhores,

Tenho a satisfagcdo de submeter a apreciacdo desta conceituada Revista o
artigo “Efeitos de Chitosan e Naringenina sobre lipideos no soro de coelhos
com hiperlipidemia induzida por Triton” , para fins de publicagao.

Sem mais para o momento apresento-lhe, minhas,

Cordiais Saudacdes,

Professor Tanus Jorge Nagem
Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas
Da Universidade Federal de Ouro Preto
Campus Morro do Cruzeiro
35400-000- Ouro Preto Minas Gerais



Lipides Totais 1

ESTIMATIVA DOS LIPIDES TOTAIS NO SORO BASEADA
NAS DETERMINACOES DE COLESTEROL E/OU
TRIGLICERIDES.

Daniela S. Gruberl; Adriana Pinho—Pintoz; Maria Cristina Guerraz; Marcelo
Kikutiz; Aguinaldo José Nasciment03; Marileia Scartezini4; Vania M.
Alcantara® e Geraldo Picheth®

1. Farmacéutica-Bioquimica - monitora da Disciplina de Bioquimica Clinica da
UFPR.
2. Farmacéuticos-Bioquimicos do setor de Bioquimica do Laboratorio
Frischmann Aisengart.
3 . Professor Dr. da Disciplina de Bioquimica do Departamento de Bioquimica -
UFPR
4. Professores da Disciplina de Bioquimica Clinica do Departamento de
Patologia Médica da Universidade Federal do Parana (UFPR).

enderego para correspondéncia:
Prof. Geraldo Picheth
Disciplina de Bioquimica Clinica
Departamento de Patologia Médica
Universidade Federal do Parana
Rua Prefeito Lothario Meissner, 3400
Jardim Botanico
80210-170 — Curitiba — PR
contato:
fone/fax: 0-xx-41-335-6773
e-mail: gpicheth@zaz.com.br

Palavras-Chave:
Estimativa dos lipides totais; reacdo da sulfofosfovanilina
colesterol; triglicérides

TOTAL SERUM LIPIDS ESTIMATED BY TOTAL CHOLESTEROL
AND/OR TRIGLYCERIDES
Key Words
Total serum lipids estimation, Sulfophosphovanillin reaction;

Cholesterol; Triglycerides




Lipides Totais 2

RESUMO

A concentragdo dos lipides séricos esta diretamente relacionada aos niveis
de colesterol, triglicérides e fosfolipides na amostra. Estudamos através de
analise de regressdao, equacgdes que possibilitem estimar os lipides totais através
das concentragdes séricas de colesterol e/ou triglicérides e desta forma substituir
a determinagdo quimica pela sulfofosfovanilina, que apresenta elevada
variabilidade analitica e utiliza reagentes corrosivos. Com amostras de soro de
112 individuos (51,2% do sexo feminino), duas equagdes para estimar os lipides
totais séricos foram obtidas: lipides totais (mg/dL) = 1,145 x triglicérides + 452
(r* = 0,866) e lipides totais (mg/dL) = 1,0 x (colesterol total + triglicérides) +
287 (r* = 0,876). Quando os valores dos lipides totais quantificados pela
sulfofosfovanilina foram comparados aqueles estimados pelas equacdes acima,
utilizando como elementos preditores os triglicérides ou a soma destes com o
colesterol total, nao foram observadas diferencas significativas pelo teste “t” (p
> 0,99) em ambos os casos. O erro na preditibilidade dos lipides totais presente
nas equagdes apresentadas, ‘’e menor que a imprecisao da determinacao quimica
pela sulfofosfovanilina. A utilizacdo de um elemento preditor (triglicérides) ou
dois (colesterol + triglicérides) mostrou resultados semelhantes no presente

estudo.

Palavras-Chave:
Estimativa dos lipides totais;
reacao da sulfofosfovanilina
colesterol;
triglicérides
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SUMMARY

The total serum lipids concentration is highly correlated with the level of
cholesterol, triglycerides and phospholipides in the sample. With aid of
regression analysis we obtained equations that allowed estimation of the total
serum lipids. We intended the substituition of the sulfophosphovanillin reaction,
that have high analytical variability, by the use of cholesterol and/or
triglycerides serum levels as predictors . Sample of 112 individuals (51,2% -
female) was used and the following equations were obtained: total lipids
(mg/dL) = 1,145 x triglycerides + 452 (r* = 0,866) and total lipids (mg/dL) = 1,0
x (total cholesterol + triglycerides) + 287 (r* = 0,876). When the estimated
values for total lipids were compared by “t” test with those obtained by
sulfophosphovanillin reaction no significative difference was observed using
both, triglycerides or the sum of triglycerides with cholesterol (p> 0,99). The
experimental error for the total lipids estimation is lower than the error
preconized for the sulfophosphovanillin method. The use of one predictor
(triglycerides) ou two (cholesterol + triglycerides) showed similar results in the

present study.

Key Words
Total serum lipids estimation,
Sulfophosphovanillin reaction;
Cholesterol;

Triglycerides
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1. INTRODUCAO

Os lipides biologicos sao compostos heterogéneos que apresentam
em comum sua insolubilidade em égua.7 Estes compostos, soliveis em solventes
organicos apolares, estdo presentes no sangue como agregados moleculares
associados a proteinas, chamados lipoproteinas, formas estas soliveis neste
meio essencialmente aquoso.

No soro humano os principais lipides sdo o colesterol (esterificado e
livre), os triglicérides, os fosfolipides, os &cidos graxos, os glicolipides
(cerebrosideos), os alcoois de cadeia longa, os carotenodides, os hormonios

9,10 A
Sendo que os trés

esterdides, e as vitaminas lipossoluveis (A, D e E).
primeiros representam a quase totalidade dos lipides séricos em termos de
concentragao.

Vérios procedimentos analiticos foram desenvolvidos para
quantificar os lipides séricos. Os primeiros métodos baseavam-se na extracao
dos lipides da amostra biologica com solventes organicos apolares, seguindo-se
de secagem e pesagem do material extraido (métodos gravimétricos).
Posteriormente foram introduzidas metodologias com titulagdo, colorimetria ou

turbidimetria realizadas sobre o extrato organico obtido da amostra. Todas estas

metodologias exigiam multiplas etapas, o que as tornava trabalhosas e muito
.. o 6
susceptiveis a erros analiticos.
Em 1937, Chabrol e Charonnat descreveram uma reagdo dos lipides
com acido sulftrico, acido ortofosforico e vanilina, a qual em 1962 foi

modificada e popularizada para quantificacao dos lipides séricos, como a reagao
da sulfofosfovanilina por Zoellner e Kirsch.> Esta metodologia que sofreu

modificacdes ao longo dos anos, rapidamente se tornou o método de escolha

para os laboratorios clinicos, op¢ao que persiste na atualidade, pela simplicidade

~ 4
de execucao.
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Todos os métodos para a quantificagdo dos lipides totais
apresentam dois problemas: inespecificidade e elevado coeficiente de variacao
analitica (CVa; baixa reprodutibilidade). A dificuldade com a especificidade
ocorre, além do processo analitico, pela propria definigdo de lipide ser baseada
na solubilidade, o que permite compostos quimicos de estruturas muito variadas
serem abrigados na mesma denominagdo. A reagdo da sulfofosfovanilina
empregada pela maioria dos laboratérios clinicos, quantifica substancias que
apresentam duplas ligacdes na molécula, independente se o composto ¢
classificado como lipide ou n3o. Em quantidades equivalentes compostos
poliinsaturados produzem menos coloracdo que compostos monosaturados,
presumivelmente devido a degradacdo dos primeiros a fragmentos menores no
meio sulfurico da reacdo. Compostos saturados simplesmente nao produzem cor.
1,6,10

Com o desenvolvimento tecnologico, que possibilitou quantificar
com confiabilidade os componentes lipidicos do soro isoladamente, como o
colesterol e os triglicérides, a determinacdo dos lipides totais tornou-se sem
utilidade clinica. Borel e colaboradores afirmam que esta determinagdo deveria
ser suprimida da lista de exames laboratoriais por ndo trazer informagdes sobre a
natureza da hiperlipidemia e pela baixa sensibilidade.”  Esta afirmacao ¢
corroborada por outros autores e pelo fato deste ensaio ndo ser citado na
literatura internacional a mais de duas décadas."”

Nao obstante aos problemas metodolégicos envolvidos na
quantificagcdo dos lipides totais e a obsolescéncia deste parametro na formacao
do diagnostico, esta determinagdo ainda € solicitada em nosso meio.

Propomos, neste presente trabalho, um método para estimar os lipides
totais através das concentragdes de colesterol total e/ou triglicérides.. Desta
forma, esperamos oferecer resultados de quantificacdo dos lipides totais, por
estimativa, sem a necessidade de realizar a determinacdo quimica, enquanto

persistem as solicitacdes clinicas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 AMOSTRA
Foram utilizados soros de 112 individuos, 51,2% do sexo feminino,
com idade média de 49,9 anos (variando de 9 a 85 anos) escolhidos ao acaso da

rotina.

2.2. METODOS

As determinagdes de colesterol total e triglicérides foram realizadas
em sistema de quimica seca (Johnson & Johnson, Vitros 550 e 250) com
calibracdes e controles realizadas segundo as recomendagdes do fabricante. As
determinagdes de lipides totais foram realizadas pelo método da
sulfofosfovanilina como descrito por Bauer.'

As andlises de regressdao e correlacdo, bem como o teste “t” para

amostras ndo pareadas, foram os testes estatisticos utilizados.
3. RESULTADOS e DISCUSSAO

Inicialmente foram estudadas as correlagdes entre os lipides totais e
as determinagdes de colesterol total e triglicérides. Outra variavel adicionada a
analise foi a soma do valores de colesterol com os triglicérides. Estes dados

encontram-se na tabela O1.

Tabela 01. CORRELACAO ENTRE OS LiPIDES TOTAIS E OS NIVEIS DE
COLESTEROL , TRIGLICERIDES E COLESTEROL +
TRIGLICERIDES (COLTG)

variaveis Colesterol total Triglicérides COLTG
Lipides totais r=10,683 r=20,931 r=0,936
p=0.000 p=0.00 p=0.00

COLTG = colesterol total + triglicérides; r = coeficiente de correlacdo; p = probabilidade
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A elevada correlacdo observada, entre os lipides totais € os demais
parametros era esperada, uma vez que o colesterol e os triglicérides compdem
juntamente com os fosfolipides, os lipides quantitativamente importantes do
SOTO0. Com base na andlise dos coeficientes de correlacdo (r), foram
selecionados os triglicérides e a soma destes com o colesterol (COLTG) para os

estudos de regressao, ambos com r > 0,93.

A andlise de regressao dos lipides totais com os triglicérides e com

0 COLTG estao ilustradas nas figuras 01 e 02.

INTRODUZIR FIG. 01 e 02

Fig. 01. ANALISE DE REGRESSAO: LIPIDES TOTAIS vs. TRIGLICERIDES
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Os dados obtidos nas retas de regressdao, permite estabelecer para
valores em mg/dL, as equacgdes : lipides totais = 1,145 x triglicérides + 452 e
lipides totais = 1,0 x (colesterol + triglicérides) + 287, como formas de estimar
os lipides totais utilizando, respectivamente, os niveis séricos dos triglicérides
ou a soma dos niveis séricos de colesterol e triglicérides (COLTG).

Na analise de regressio entre duas variaveis, o valor 1-r* representa
a variacdo ao acaso, a variabilidade que nao ¢ devida a variacdo concomitante
das duas variaveis estudadas. Os valores de 1-r* podem ser calculados para os
dados das figuras 1 e 2, respectivamente como 0,124 ¢ 0,134. Portanto temos
uma taxa de incerteza que varia entre 12 e 13%, perfeitamente aceitavel devido a
natureza do trabalho.

O erro inerente as equacdes propostas nao ¢ um Obice a utilizacao
deste processo. A quantificagdo dos lipides totais pelo método da
sulfofosfovanilina, apresenta elevada variabilidade analitica (CVa), sendo que
valores de 18 a 30% estdo documentados.® Estudos da variabilidade analitica
desenvolvidos durante este projeto, mostraram para o método utilizado valores
de CVa de cerca de 15%.

Os estudos da comparagao entre os resultados dos lipides totais pelo
método da sulfofosfovanilina com os obtidos pela estimativa com as equagdes

propostas na analise de regressdo, encontram-se na tabela 02.
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Tabela 02. TESTE “t” PARA A DETERMINACAO DOS LIPIDES TOTAIS
QUANTIFICADOS PELA SULFOFOSFOVANILINA
COMPARADOS AOS PROCESSOS DE ESTIMATIVA PELOS
NIVEIS DE TRIGLICERIDES E PELA SOMA DESTES COM O

COLESTEROL (COLTG)
tratamentos média dp t p
sulfofosfovanilina (controle) 1009,9 610,2  --- -
estimativa com triglicérides 1010,2  568,1 0,012 0,990
estimativa com COLTG 1009.9 571.4 0,004 0,996

numero de amostras = 112; dp = desvio padrao; t = teste “t” de Student e p =
probabilidade
Estes resultados mostram nao haver diferenca significativa a nivel

de 5% entre a medicdo analitica e os resultados obtidos pelas equacdes
propostas.

CHEEK et al., 1969 estudaram a determinagdo de lipides totais
através dos seus componentes majoritarios € descreveram as equacoes: lipidios
totais = 1,5037 x colesterol + triglicérides + fosfolipides e lipides totais = 1,53 x
colesterol + 1,13 x triglicérides + 0,607 x fosfolipides + 74,5.

Estas equagoes, no entanto diferem das obtidas neste trabalho, pela presenca dos
fosfolipides e por terem sido comparadas com procedimentos extrativos ou
turbidimétricos e nao pela reacao da sulfofosfovanilina.’

E possivel supor que procedimentos que estimem os lipides totais
que congreguem os trés componentes lipidicos principais apresentem resultados
melhores em relagdo a preditibilidade do que aqueles que contenham apenas um
ou dois destes elementos.™ No entanto a determina¢do dos fosfolipides nao ¢
realizada de forma rotineira em nossos laboratorios e a sua introducao na nossa
proposta, resultaria na perda da praticidade. Também cabe ressaltar que neste
estudo, a estimativa baseada apenas nos niveis dos triglicérides ndo mostrou
diferenca quando comparada com a soma dos triglicérides e colesterol, utilizada
a muito tempo de forma empirica em alguns laboratorios.

Em resumo, nossos dados mostram que € possivel estimar os

lipides totais séricos utilizando os niveis de triglicérides e/ou a soma dos niveis
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séricos de colesterol e triglicérides. O erro gerado na previsibilidade dos valores
de lipides totais pelas equagdes propostas € menor que a imprecisao analitica

inerente a metodologia da sulfofosfovanilina.
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TRIGLYCERIDES

Key Words
TOTAL SERUM LIPIDS ESTIMATION
SULFOPHOSPHOVANILLIN REACTION

Estimativa dos lipides totais do soro

Reac¢do da sulfofosfovanilina

TOTAL SERUM LIPIDS ESTIMATED BY CHOLESTEROL AND/OR
TRIGLYCERIDES



Lipides Totais 13

Figura 01. ANALISE DE REGRESSAO ENTRE AS DETERMINACOES
DOS LIPIDES TOTAIS E A SOMA COLESTEROL
TOTAL + TRIGLICERIDES (ColTG)
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Figura 02. ANALISE DE REGRESSAO ENTRE AS DETERMINACOES
DOS LiPIDES TOTAIS E OS TRIGLICERIDES (TG)
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RESUMO

A Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG) ¢ um horménio circulante em humanos, onde
desempenha importante papel fisiologico. Sua estrutura é genética e molecularmente conhecida como uma
cadeia bipeptidica com subunidades alfa e beta. O presente trabalho visa determinar o papel do horménio na
imunomodulacdo da infeccdo pelo virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) na inibicdo da transmissao
vertical, bem como a redugdo do Sarcoma de Kaposi em paciente com SIDA utilizando o horménio. O
trabalho revisa achados bibliograficos atualizados no sentido de tentar estabelecer uma provavel correlagdo
entre a presenca de concentragdes séricas do hormonio a condigdes gestacionais, € um possivel papel
protetivo deste quanto a transmissao vertical do VIH bem como a outras patologias associadas a SIDA. Os
resultados obtidos em bibliografias sugerem um efeito positivo na redu¢do do Sarcoma de Kaposi, uma
reducdo da carga viral em individuos infectados pelo VIH além de sugerir uma protecdo ao feto quanto a

transmissao vertical intra-uterina.
ABSTRACT

Human Chorionic Gonadotropin (hCG) is a circulating hormone in humans, where it haves a
important physiological role. Its structure is genetically and biochemically knowed, and, it is mainly founded
as a two peptide chain, with alpha and beta subunits. Present study try to show hormone’s role on
inmunomodulation of infection by Human Immunodeficiency Virus (HIV), in reduce rates of its vertical
transmission, and in clinical improvement of Kaposi’s Sarcoma in individuals with AIDS using hCG. The
work reviews bibliographic data trying to found a correlation between increase in serum concentrations of
hormone in gestational conditions and a possible role in protecting against viral vertical transmission and
another clinical conditions AIDS-associated. The results sugest a positive effect in reducing of Kaposi’s

Sarcoma, reduction on viral load and a possible fetal protection against vertical intrauterin transmission.



INTRODUCAO

Até ha poucos anos, a infecgdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) era vista como
uma doenga fatal e inevitavelmente progressiva. Nos anos recentes, os avangos em pesquisas com SIDA tém
sido capazes de modificar esta visdo sombria e fatalista. Primeiramente, com o advento de drogas
antiretrovirais eficazes, com o uso de combinagdes sinergisticas de drogas. Isto tem proporcionado um
significativo aumento na poténcia do ataque antiviral e, pelo menos até o presente, reduzido o
desenvolvimento de novos padrdes de resisténcia aos antivirais, uma conseqiiéncia inevitavel do uso de
monoterapias. As estratégias antivirais modernas tém mostrado capacidade de converter a infecg¢do pelo VIH
em uma condi¢do patologica cronica, controlavel por terapia de longo prazo. (FLEXNER, 1998. CLERCQ,
1995)

O segundo avango tem sido demonstrado pelas recentes descobertas de que certos individuos
possuem mecanismos naturais de resisténcia ao virus, ou mesmo podem, ao tornar-se infectados, ser capazes
de controlar a infecgdo efetivamente, de modo que se apresentam assintomaticos por indefinidos periodos de
tempo. Embora estes casos sejam ainda raros, espera-se que com o seu estudo, novos conhecimentos sobre os
mecanismos naturais para a resisténcia, ou o controle da infeccdo possam auxiliar o desenvolvimento de
terapias de suporte, novos antivirais ¢ até vacinas contra o VIH.

Recentes trabalhos t€ém demonstrado que o hormdnio gonadotrofina coriénica humana (hCG)
apresenta atividade antiretroviral, com atividade sobre a transcriptase reversa do VIH, bloqueando a
transmissdo viral e prejudicando o mecanismo de agdo do virus. (BOURINBAIAR e LEE-HUANG, 1995.
SWAPAN; et al, 1997). O horménio parece também possuir a¢do inibitoria e induzir a melhora clinica em
relagdo ao sarcoma de Kaposi (KS), enfermidade relacionada a um Herpesvirus em pacientes acometidos
pela Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (SIDA). (LUNARDI-ISKANDAR; et al, 1995)

O hCG parece poder inibir o VIH, impedir o desenvolvimento do KS e ainda ter um efeito
protetor quanto a transmissdo vertical (mae-feto) intra-uterina. Os estudos t€ém avancado de maneira a propor
que um fator associado ao hCG (HAF), possa ter a atividade inibitoria e protetiva em relagdo ao VIH. (GILL;
et al, 1997. LUNARDI-ISKANDAR; et al, 1995)

Pretende-se desta forma, estabelecer uma provavel ligagdo entre os elevados niveis de hCG
encontrados na gestacdo e a protecdo contra a transmissdo vertical do virus, o efeito imunomodulador na

transmissao viral e inibi¢do do KS.



1 GONADOTROFINA CORIONICA HUMANA

1.1 Revisao Bibliografica

O horménio gonadotrofina coriénica humana (hCG), componente essencial a manutengdo da
gestacdo, ¢ sintetizado tipicamente pelas células sinciciotrofoblasticas da placenta. (BURTIS; et al, 1986).
Quantidades minimas desta substancia também sao sintetizadas na glandula pituitaria de homens e mulheres
ndo gravidas e, como outros horménios pituitarios, sdo secretadas de modo pulsatil. Contudo, encontra-se
relatos de outras localizagdes de substancias similares ou iguais ao hCG, como testiculos, coélon, figado,
tecidos fetais e rins. (BURTIS; et al, 1986. BRAUNSTEIN et al, 1979. GOLDSMITH; et al, 1983) Ainda,
pode-se encontrar uma ampla distribui¢do do horménio ou suas subunidades em liquidos biologicos,
especialmente materiais provenientes de gestantes de primeiro trimestre. Estas pesquisas baseiam-se em
trabalhos que utilizam anticorpos, o que pode explicar uma eventual reagdo cruzada com substancias hCG-
similares. (DE MEDEIROS; et al, 1992. HUHTANIEMI; et al, 1978)

Hé descri¢des sobre as diversas localizagdes para receptores que podem ser ligados por
moléculas de hCG ou suas subunidades. Tais localizagdes sdo pele, cérebro, tecido testicular, tutero,
endométrio, miométrio ¢ musculo liso vascular (em regido pélvica, principalmente). (PABON; et al, 1996.
ZICIK; et al, 1992)

Algumas patologias neoplésicas podem determinar a produgdo ectopica do hormonio. Isto ¢
visto em neoplasmas de ovario, testiculo, pele, bexiga, cérvix, trato gastrointestinal, pulmio, seio e
principalmente nos coriocarcinomas uterinos. (WALLACH, 1996. DOI; et al, 1996) Esta presenca, pode ser
justificada como sendo associada aos genes rho, pertencentes a familia dos oncogenes ras. (MADAULE e
AXEL, 1985)

O hCG foi a primeira proteina associada a gravidez a ser descoberta, na década de 60, e ¢
amplamente utilizado como marcador desta condi¢do. Atualmente , utiliza-se no nivel clinico-laboratorial, e
sua determinagdo quantitativa em varios liquidos, principalmente soro, para diagndstico e acompanhamento
de gravidez ectopica, acompanhamento gestacional (estimar a idade gestacional e triagem para sindrome de
Down), diagnodstico e acompanhamento de molas hidatiformes, abortos espontaneos, € como marcador
tumoral para uma série de neoplasias, como o coriocarcinoma, carcinoma testicular e outros tumores
trofoblasticos gestacionais. Na pratica clinico-terapéutica, preparados de hCG podem ser utilizados em
tratamentos de infertilidade (na indugdo a ovulagdo e manutencdo da gravidez), estimulacdo da
espermatogénes e hipogonadismo hipogonadotrofico. Ainda, resultados promissores tém sido obtidos no
tratamento de KS. (PESCE e KAPLAN, 1991., BOURINBAIAR e LEE-HUANG; 1995, BOURINBAIAR
etal, 1997. WALLACH, 1996. BURTIS; et al, 1986. GILMAN; et al, 1991)



1.1.1 Historico

A molécula da gonadotrofina coridnica humana (hCG), sua caracterizag@o, codificagdo génica
e a descri¢@o de suas fungdes bioldgicas tem sido objeto de estudo desde a década de 60. (POLICASTRO; et
al, 1983. TIETZ, 1965. BASSET e REISS, 1971. DE MEDEIROS; et al, 1992. LUNARDI-ISKANDAR; et
al, 1995) Varias espécies e até mesmo alguns microorganismos e certos vertebrados demonstraram poder
produzir moléculas hCG-similares, sugerindo um papel para a molécula durante a evolugdo. De fato, pode-se
apreciar esta produ¢do em certas cepas de Mycobacterium tuberculosis e Saccharomyces cerevisiae.
(BOURINBAIAR E LEE-HUANG, 1995)

Muitos experimentos comprovaram uma associagdo estreita entre a presenga de determinados
tumores e o aumento de niveis circulantes de hCG. (RUSSO; et al, 1990) Atividades imunomoduladoras da
molécula ja eram pesquisadas, conforme se observa nos trabalhos de BOURINBAIAR. (BOURINBAIAR e
NAGORY, 1992) O hCG foi primeiramente proposto como molécula portadora de atividade antitumoral
quando observou-se a diminuicdo de um carcinoma experimental em ratas gravidas. (RUSSO; et al, 1990)
Triagens clinicas levadas a cabo posteriormente ndo obtiveram resultados consensuais, embora, no geral,
tenha-se verificado esta atividade antitumoral do hCG. (BOWLER; et al, 1995. BOURINBAIAR et al, 1997.
GILL; et al, 1996) E, no presente, evidente que o hormdnio ndo é somente associado a gravidez e pode estar
envolvido em outros efeitos fisiologicos. (BOURINBAIAR; et al , 1997)

A atividade imunomoduladora tornou-se objeto de maior interesse desde que, em 1995,
GALLO e colaboradores publicaram os resultados de um interessante trabalho ocorrido a partir de um
engano de laboratorio. (LUNARDI-ISKANDAR; et al, 1995) Em resumo, a equipe buscava obter dados
estudando uma populacdo transgénica murina suscetivel ao desenvolvimento de sarcoma da Kaposi (KS).
Durante o estudo foram colocados acidentalmente em contato individuos machos e fémeas. Posteriormente,
notou-se que alguns individuos da linhagem ndo desenvolviam KS. Apurou-se que estes individuos eram
fémeas em inicio de gestacdo. Apos a reproducdo deste achado, foi pesquisada a capacidade de urinas
provenientes de mulheres no primeiro trimestre de gestagdo em inibir o desenvolvimento in vitro de células
neoplasicas envolvidas no KS. Ao analisar-se a composi¢do de preparados de hCG comerciais, percebeu-se
que estes eram provindos de urinas concentradas de gestantes de primeiro trimestre. Foram testadas in vitro
estas preparacdes, ¢ a partir destes resultados, possibilitou-se triagens clinicas in vitro com pacientes de
SIDA portadores de KS. Estes achados, entdo, sugeriram a necessidade de maiores estudos sobre possiveis
capacidades imunomoduladores e mesmo antivirais do chamado HAF (fator associado ao hCGQ),

correlacionado a pacientes com SIDA (GILL; et al, 1997. LUNARDI-ISKANDAR; et al, 1995)

1.1.2 Caracterizagao Molecular e Genética

O hCG ¢ um hormoénio glicoprotéico (possui a maior propor¢do de carboidratos entre as
proteinas humanas) de natureza heterodimérica, composto por dois peptideos ligados ndo covalentemente, a
subunidades o e P. As cadeias heterodiméricas contém quantidades varidveis de carboidratos, como
D-galactose, acido sialico, D-manose e acido N-acetilneuraminico, sendo este ultimo essencial para a

atividade bioldgica do hormonio.



A seqiiéncia de aminoacidos da subunidade o é quimicamente relacionada a horménios
gonadotroficos possuindo grande homologia com estes, enquanto a subunidade [ tem caracteristicas
quimico-biologicas especificas. Quando o dimero ¢ dissociado, a atividade hormonal é aparentemente
reduzida. H4 um unico gene que codifica para a subunidade alfa de quatro hormonios glicoprotéicos da
glandula pituitaria (TSH, LH, FSH e hCQG), localizado no cromossomo 6. Esta subunidade contém 92
aminoacidos, duas cadeias de carboidratos laterais e 5 pontes dissulfeto (PESCE e KAPLAN, 1991. PIERCE,
1971 apud BOURINBAIAR e LEE-HUUANG, 1995. SWAPAN; et al, 1997).

No cromossomo 19 encontra-se uma familia de 7 genes com potencial para a codificagdo do -
hCG, embora 3 genes estejam mais objetivamente associados a esta producédo. Esta subunidade é composta
de 145 aminodacidos e possui 6 cadeias de carboidratos laterais e seis pontes dissulfeto. As subunidades 3 do
hCG e do LH possuem grande similaridade, sendo dificil diferencia-las analiticamente. Os primeiros 114
aminodcidos da cadeia § do hCG e LH possuem uma homologia de 86%, havendo uma diferenca em apenas
16 residuos. No entanto, a porg¢do carboxi-terminal (CT) do B-hCG ¢ tinica do horménio, uma vez que esta
extensdo ndo estd presente no B-LH. Ocorre uma distingdo entre os dois hormdnios nos 30 aminoacidos
carboxi terminais da cadeia f do hCG. (POLICASTRO; et al, 1983. BOURINBAIAR ¢ LEE HUANG ,
1995)

O hCG pode ser encontrado nas formas heterodimérica, subunidade beta hCG livre e na forma
“nicked” (forma que perdeu algumas liga¢des peptidicas, na subunidade beta hCG, perde-se ligagdes entre os
residuos 47 ¢ 48 ¢ entre 44 e 45). Destas formas, a mais ativa ¢ a forma heterodimérica. Investiga-se a

possibilidade das outras fragdes possuirem atividades em algum nivel. (COLE; et al, 1991)

1.1.3 Bioquimica e Fisiologia do Hormonio

Do ponto de vista fisiologico, o hCG possui um importante papel na manutengao da fungdo do
corpo luteo durante as primeiras semanas da gravidez. O hCG ¢é um derivado cerebral semelhante ao LH, e
acredita-se que a parte que se liga a célula exerce diretamente seus efeitos ligando-se a por¢do do receptor
para hCG/LH pertencente a familia dos receptores para proteina G unindo-se ao polipeptideo na membrana
plasmatica. (BOURINBAIAR e LEE HUANG, 1995; BOURINBAIAR et al, 1997. ALBINI et al, 1997)
Alguns estudos baseados na resposta das células uterinas ao hCG demonstraram que as subunidades o e 3
livres sdo biologicamente inertes. (SWAMINATHAN, 1970 apud BOURINBAIAR ¢ LEE-HUANG, 1995)
Relacionando a estrutura e a fungdo parece que ambas as subunidades s3o necessdrias para interacdo com
receptores e héa dois diferentes dominios de peptideos em cada subunidade responsédveis pela ligacdo ao
receptor e atividade biolégica. (SEGALLOF; et al, 1990. REICHERT; et al, 1991. BOURINBAIAR e LEE-
HUANG, 1995)



1.1.4 Papel Imunologico

Estudos relatam que o hCG ¢ um horménio imunomodulador a gestagdo. Um receptor de 50
Kd com afinidade para o hCG foi descoberto em linfocitos T humanos. (LIN; et al, 1995. BOURINBAIAR;
et al, 1997) A presenga deste receptor em células imunocompetentes pode explicar o fato de quantidades
picomolares de hCG exer¢am excelente estimulo quimiotatico em linfocitos T, monoécitos e neutrdfilos.
(REINISCH; et al, 1994. BOURINBAIAR; et al, 1997) ALEXANDER e colaboradores, em 1998,
demonstraram que, em resposta a algumas citocinas, células mononucleares podem secretar hCG,
principalmente linfocitos NK e monocitos.

O hCG foi também proposto como uma proteina anti-tumoral por RUSSO e colaboradores em
1990 ao observar que o 7,12-dimetilbenz(a)antraceno, um indutor de carcinoma de mama, nido induzia um
carcinoma experimental em ratas gravidas, o que levou a desconfiar da nova propriedade do hCG. (RUSSO;
et al, 1990. BOURINBAIAR; et al, 1997) Triagens clinicas levadas a cabo posteriormente ndo obtiveram
resultados consensuais, embora, no geral, tenha-se verificado esta atividade antitumoral do hCG. (BOWLER;
et al, 1995. HARRIS, 1996. GILL; et al, 1996)

Outro possivel envolvimento imunologico do hCG ¢ a possibilidade de apresentar atividade
antiretroviral. O hCG tem sido recentemente descrito como um supressor in vitro da atividade da
transcriptase reversa do VIH em células cronicamente infectadas bloqueando a transmissdo viral resultante
do contato célula-célula entre linfocitos carregados de virus e trofoblastos da placenta. Além disso, parece
dificultar ou prejudicar internamente o mecanismo de acdo viral. As subunidades a e 3 do hCG parecem
inibir a sintese da proteina gag p24 do virus dentro de linfécitos ACH-2 e mondécitos Ul (BOURINBAIAR,
1994, BOURINBAIAR; et al 1997. SWAPAN; et al, 1997), sendo que a fragdo B parece exercer maior
atividade. (BOURINBAIAR e LEE-HUANG, 1995) Apesar de efeitos in vitro terem sido experimentalmente
obtidos, ainda ndo ha indicios de que possa haver alguma agdo antiviral in vivo. (BOURINBAIAR e LEE-
HUANG, 1995)

Contudo, acredita-se que o hCG, direta ou indiretamente, inibe a replicagdo do VIH. Os efeitos
inibitérios podem ter aplicagdes clinicas, sendo que os niveis fisiolégicos humanos podem ser fator
responsavel pelo baixo nivel de transmissdo do VIH de mulheres para criangas. (SWAPAN; et al, 1997) A
imunidade materna durante a gestagdo ndo parece ser comprometida e as gestantes infectadas pelo VIH
progridem para a SIDA mais lentamente, quando comparadas a mulheres niio gestantes. E bem possivel que o
hCG e outros fatores da gestagcdo possam estar atuando de modo a inibir a replicagdo viral in vivo e também
contribuir diminuindo a transmissdo do VIH no utero.

A atividade méaxima da inibi¢@o viral tem sido demonstrada em uma faixa de 10-100 ng/mL, o
que corresponde aos niveis fisiologicos de hCG. A concentragdo das subunidades deve corresponder aos
niveis sangiiineos de hCG das mulheres gestantes, pois doses muito elevadas podem causar um aumento na
produgdo viral. Esta contradi¢do entre estimulo e inibigdo pode ser explicada pela capacidade de diferentes
dominios do hCG, promoverem inibigdo e estimulo. (ALBINI; et al, 1997) Apesar de dados confirmarem um
efeito do hCG sobre a replicagdo viral o mecanismo pelo qual o hCG inibe a transcri¢do do VIH ainda néo
esta estabelecido. (BOURINBAIAR e LEE-HUANG, 1995. SWAPAN; et al, 1997) Uma possivel hipotese

para esta inibicao seria a producdo de danos em produtos que atuam na regulacdo de elementos do VIH-LTR,



outra possibilidade seria a ativacdo dos produtos ativadores de mediadores celulares, tal como citocinas,

linfocinas ou outros horménios pelo hCG e/ou suas subunidades. (SWAPAN; et al, 1997)

1.2 Transmissdo Vertical do VIH

Estimativas americanas indicam que as mulheres representam 13% dos casos de SIDA sendo
que destas 75% estdo em idade reprodutiva. (INFOC, 1996. VERONESI e FOCACCIA, 1998) Estudos na
América do Norte e Europa relatam que 0,1% a 0,3% das mulheres em periodo gestacional estdo infectadas
pelo virus VIH. (ANDIMAN, 1998) Nos Estados Unidos da América (EUA), cerca de 90% das infecgdes
pediatricas sdo causadas pela transmissdo vertical (méde para a crianga). (CARMICHAEL, 1997) Estima-se
no Brasil que 80% a 90% das criangas menores de 13 anos infectadas pelo VIH contrairam o virus através da
transmissdo vertical. (CAMPOS, 1995) Estas criangas perfazem em torno de 700 novos casos por ano nos
ultimos 5 anos.

A transmissdo vertical do VIH, segundo diversos estudos, pode ocorrer em 15% a 30% das
gestacdes em que a mulher esta infectada pelo virus, estes dados tem uma variabilidade de acordo com o
local em que ¢ pesquisado. (DAVIS, 1995; JACQUES, 1997. BROCKLEHURST, 1997. ANDIMAN, 1998.
CRAVEN,; et al, 1994. AIDS Treatment Update, 1997)

A made infectada pode transmitir o VIH para o feto ou recém nascido através da exposi¢do ao
virus durante a gestacdo, no momento do parto devido ao intercambio perinatal de fluidos (sangue e
secre¢des) entre a mae e a crianga ou através do aleitamento. (INFOC, 1996. VERONESI ¢ FOCACCIA,
1998. MAIA, 1997. BURGARD; et al, 1992. KRIVINE; et al, 1992. AIDS treatment uptake, 1997.
BROCKLEHURST, 1997. FLEXNER, 1998)

Rouzioux e colaboradores observaram que a infec¢do neonatal ocorre 35% no utero e 65% na
hora do parto. KIGALI e colaboradores relatam uma transmissao de 25,3%, destas 7,7% ocorreriam no utero
e 17,6% durante o parto ou apos o parto. Os dados levando em conta o periodo de amamentagao ndo sio tdo
claros estima-se que risco de transmissdo aumente sej cerca de 14%. (ROUZIOUX; et al, 1993. SIMONON;
et al, 1994. JACQUEZ, 1997. SULLIVAN; et al, 1997) O mecanismo pelo qual ocorre a infecgdo
transplacentaria pelo VIH ainda ndo ¢ conhecido. (BURGARD et al, 1992. BLANCHE et al, 1989.
ANDIMAN, 1998. CRAVEN; et al, 1994) Atualmente, muitas investigagdes confirmam que a crianga pode
apresentar cultura positiva nas primeiras 48 horas ap6s o nascimento, tendo sido infectadas no utero.
(SULLIVAN; et al, 1997. JACQUES, 1997. ROUZIOUX; et al, 1993) A maioria dos recém nascidos filhos
de mulheres soropositivas para o VIH, ndo sdo infectadas no utero. (BOURINBAIAR e NAGORY, 1992) A
manutencdo da saude fetal até a época do nascimento sugere que fatores relacionados a gestagdo possam
proteger o feto. (BOURINBAIAR e NAGORY, 1992. SWAPAN; et al, 1997)

Diversos fatores, como uma contagem de CD8 maior que 1,8.10 9 / L, contagem de CD4
inferior a 0,6.108 /L, antigenemia p24, inflamacdo da membrana placentéria, febre por mais de 30 dias e
curiosamente niveis de hemoglobina inferiores a 8,5g/dL, podem contribuir para o aumento no risco da
transmissdo vertical (CRAVEN; et al, 1994). Outro fator ¢ relacionado ao grau de imunodeficiéncia materna,

(ROUDIOX, 1993. JACQUEZ, 1997) ocorrendo um aumento no risco de transmissdo para até 40% quando a



mulher apresenta sintomas da infecgdo ha mais de um ano, contribuindo com a idéia que a transmissao
também esta correlacionada com a carga viral materna (JACQUES, 1997. CRAVEN; et al, 1994) Varios
estudos tém demonstrado que altos niveis de RNA viral contribuem para o aumento do risco de transmissao
vertical. (JACQUES, 1997) Estudos em desenvolvimento sugerem que o risco da transmissao vertical pode
ser aumentado em casos de deficiéncia materna de vitamina A e uma suplementagcdo alimentar poderia
diminuir o risco. (BOARD, 1997. BROCKLEHURST 1998; ST. LOUIS; et al, 1993)

Estratégias vém sendo adotadas para prevenir e reduzir a transmissdo vertical, incluindo
técnicas para diminui¢do da carga viral materna, eliminagdo da viremia durante a gestagdo, a prevengdo da
transmissdo durante a gestagao e trabalho de parto. Algumas maneiras de evitar a infec¢do neonatal incluem a
utilizagdo de medicamentos antiretrovirais como o zidovudine (AZT), imunoprofilaxia, evitar procedimentos
invasivos como amniocentese, € a utilizacdo de métodos de controle da infeccdo. O uso do AZT pode
diminuir a transmissdo vertical através da redugdo da viremia plasmatica materna, aumentando também a
concentragdo sérica do medicamento no feto, podendo ser associada a efeitos benéficos na prevencdo da
transmissdo. (CRAVEN; et al, 1994. BROCKLEHURST, 1998. ANDIMAN, 1998. BOARD, 1997) Muitas
drogas antiretrovirais conseguem atravessar a placenta tendo um potencial para provocar efeitos adversos,
teratogénico ou carcinogénico, sendo desta forma recomendada cautela no uso de terapia com medicamentos
inibidores de protease e inibidores da transcriptase reversa, em pacientes em periodo gestacional. (SANDE;
et al, 1993. GULICK; et al, 1997. ANDIMAN, 1998)

Mais recentemente fora demonstrado que o hormoénio gonadotrofina coriénica humana (hCQG),
produzido pelos trofoblastos placentarios, parece exercer um efeito na replicacdo do VIH, inibindo sua
proliferacdo, tendo sido caracterizado como uma possivel nova classe de drogas antivirais naturais.

(BOURINBAIAR, 1992 apud 1995, BOURINBAIAR; et al, 1997. LUNARDI-ISKANDAR; et al, 1998)

1.2.1 Mecanismos de Resisténcia

De acordo com estudos da AIDS AS publicados pela Natural Resistence to HIV/AIDS em
1998, os mecanismos de resisténcia naturais ao VIH podem ser considerados em dois niveis: aqueles que
permitem ao individuo resistir a infecgdo com o virus e aqueles que apos a infecgdo retardam ou impedem a
progressdo do quadro clinico da SIDA, permanecendo em estado de portadores subclinicos.

Os individuos pertencentes ao primeiro grupo sdo aqueles repetidas vezes expostos a
possibilidade de infeccdo pelo VIH e permanecem negativos por qualquer pardmetro laboratorial utilizado.
Estudos abordam neste grupo algumas prostitutas em Nairobi e Gambia, homens homossexuais de Los
Angeles, parceiros de longo prazo de soropositivos, e criangas soronegativas de maes VIH-positivas.

A transmissdo do VIH ¢ ineficiente quando comparada a outras viroses humanas. E dificil
estabelecer com que frequéncia exposigoes ao VIH que falham em estabelecer infecgdes, sdo devidas a
resisténcia ou meramente parte da dificuldade intrinseca do virus em realizar transmissdo (aspectos como o
indculo minimo, por exemplo).

Dois tipos de resisténcia a infec¢do parecem ocorrer: o devido a mutagdes em co-receptores

utilizados pelo virus para penetrar nas células, o que, apesar de ocorrida a infec¢do, permite ao individuo ser



capaz de montar uma resposta imune vigorosa e efetiva que permita a erradicagdo da infecgdo (embora possa
se imaginar um estado de laténcia de longuissimo prazo).

Os individuos que possuem mutagdes em nivel de co-receptores, como por exemplo os CCR5
(cerca de 1% dos caucasianos sdo homozigotos e 15-20% heterozigotos para a mutagdo), receptores de
citocinas, apresentam alteracdes na cadeia protéica em sua fracdo externa a membrana. Sabe-se que o VIH,
em suas populacdes tropicas para macroéfagos (M-tropic) necessita uma ligagdo simultanea entre o CCR5 e o
CD4 para seu ingresso na célula. Quando o individuo possui esta alteracdo, o virus torna-se incapaz de
penetrar nas células e completar seu ciclo reprodutivo, sendo assim evitado o processo infeccioso. Esta
populagdo com tropismo para macrofagos parece ser a populacdo predominante em estidgios iniciais da
infec¢do. Bloqueando a agdo desta populacdo, o processo infeccioso torna-se inviavel. Desta forma, os
individuos homozigotos para esta alteragdo estdo presentes no grupo dos “resistentes a infeccdo”, e seus
linfocitos € monocitos sdo resistentes a infeccao induzida in vitro.

Outro fator inclui parceiros sexuais de individuos VIH-positivo que permanecem
soronegativos, por exemplo, quando o paciente contraiu o VIH através de sangue ou derivados sangiiineos,
sdo relatados alguns casos de criangas nascidas de mdes soropositivas e que no entanto permanecem
soronegativas. Contudo, o pequeno numero de exemplos para definir o instante da exposi¢cdo ao VIH
fornecem poucas oportunidades para o estudo da resisténcia ao VIH.

A resisténcia natural a infeccdo e o progresso VIH/SIDA podem ser considerados em
diferentes aspectos relacionando a resisténcia a infec¢ao e a individuos infectados que ndo progridem para a
SIDA. Alguns grupos de individuos expostos ao VIH permanecem soronegativos, estes individuos em geral
tem histéria de exposi¢cdo devido a numerosas atividades de risco.

Duas formas de resisténcia a infeccdo pelo VIH tém sido descritas, uma mutagdo em co-
receptores utilizados pelo VIH para estabelecer a infecgdo ou através de uma resposta imune vigorosa e
efetiva de alguns individuos e fatores ligados ao proprio virus.

Alguns grupos de individuos ndo progridem para a SIDA devido a uma resposta imune
quantitativamente e qualitativamente mais potente e efetiva a fim de controlar a infeccdo pelo VIH. Altos
titulos de anticorpos neutralizantes t€ém sido encontrados nestes pacientes.

Outros individuos infectados pelo VIH nao progridem para a SIDA, estes individuos VIH-
positivos ndo fazem uso de terapia antiretroviral e até entdo permanecem clinicamente sem manifestagoes,
podendo ter uma fungdo imune razoavel com elevada e estavel contagem de linfocitos T CD4+
permanecendo durante varios anos sem sinais de imunossupressdo ou evidéncias de progressdo a SIDA. Um
dos fatores que parece influenciar para a baixa carga viral plasmatica do VIH, se deve a possibilidade de
defeitos genéticos que conferem uma atenuagdo do virus. Contudo, importantes estudos associados a
possiveis defeitos genéticos em pacientes que por longo tempo nio progridem para a SIDA apresentam um
defeito no gen nef, um importamte gen regulatério do VIH. Estudos tém revelado que o defeito no nef
demonstra uma ndo apresentacdo de sintomas de SIDA e pode permanecer baixa a carga viral e normal a
contagem de linfocitos CD4+. Isto atenta para o fato que descobrindo a causa do defeito podera ser possivel a
produgdo de uma vacina para o VIH.

Ainda ndo estdo totalmente elucidado os fatores que levam a resisténcia da infecg@o pelo VIH e

a progressao para a SIDA de alguns grupos de individuos. Este fendmeno ¢ bastante incomum, contudo ¢ de



suma importanca o seu estudo, na tentativa de se desenvolver novas solugdes para controle e prevencao da
infecgdo. Até o presente, para a grande maioria dos individuos infectados, a terapia antiretroviral ¢ a Unica

alternativa efetiva para o controle da patologia.

1.2.2 Sarcoma de Kaposi

O Sacoma de Kaposi (KS) é a mais comum das manifestagdes da infecgdo pelo VIH. (GILL;
et al, 1997. CDC, 1993. HOOVER et al, 1993) O tumor afeta cerca de 20-30% dos homossexuais masculinos
e cerca de 1-3% de individuos de outros grupos de risco com SIDA, podendo ser observado em individuos
soronegativos para o VIH. (GILL; et al, 1997. LEVINE, 1997)

A causa do tumor foi recentemente identificada, sendo encontrado um herpesvirus associado as
lesdes do KS (KSHV-herpes virus associado ao KS). (MORSE; et al, 1996. NATIONAL CANCER
INSTITUTE AND HEALTHCARE CUMMUNICATIONS GROUP, 1997) Alguns estudos evidenciam a
correlagdo entre o diagndstico do Sarcoma de Kaposi a presenca de infec¢do com Herpes virus humano tipo-
8 (HHV8/KSHV). (LEVINE, 1997. NATIONAL CANCER INSTITUTE AND HEALTHCARE
CUMMUNICATIONS GROUP, 1997. MORSE; et al, 1996) Este virus foi detectado em tecidos com KS por
Chang e Moore utilizando diversas analises para determinar a sequéncia de DNA nos tecidos afetados pelo
tumor, onde se observou-se o virus em 90% dos casos de sarcoma.

Um dos fatores que parecem levar a uma predisposi¢do e ao progresso no desenvolvimento de
KS em pacientes com SIDA ¢ a baixa contagem de CD4 (CD4<200cel/mm3), histdria de linfoma das células
“B” e a presenga de outras doencas relacionadas a SIDA. Evidéncias epidemioldgicas sugerem a
possibilidade de um cofator na transmissdo sexual podendo ser relacionado a via de recepgdo anal. (LEVINE,
1997) A imunossupressdo parece ser um fator contribuidor para o aparecimento do tumor, sendo este também
observado em pacientes com orgdos transplantados fazendo uso de drogas imunossupressivas, com a retirada
dos medicamentos ocorre um retorno espontdneo do KS em 20-30% dos casos, outro fator pode estar
relacionado a uma predisposi¢do genética. (LEVINE, 1997)

A incidéncia do KS em pacientes com SIDA parece declinar, isto possivelmente devido a
terapia antiretroviral, ocorrendo também casos de ndo progressdo ou regressao espontdnea quando relatado
durante a gestagdo. (ALBINI; et al, 1997)

O KS apresenta-se como papulas ou nodulos roxo-avermelhados (MORSE; et al, 1996), ¢
caracterizado por lesdes altamente vascularizadas, mesenquimal com células espiraladas malignas. (ALBINI;
et al, 1997) A malignidade ¢ altamente agressiva e disseminada podendo aparecer cutaneamente, em mucosas
(como lesdes mucocutaneas e pigmentadas), linfadenopatia, podendo também haver envolvimento visceral.

(ABBAS et al, 1994. ALBINI; et al, 1997)



DISCUSSAO

Sdo inimeras as tentativas no nivel da pesquisa que objetivam a melhoria de vida de
acometidos de SIDA. Em 1995, uma equipe de pesquisa americana, do Instituto de Virologia Humana em
Baltimore (EUA), chefiada pelos doutores Gallo e Lunardi-Iskandar, encarregada de estudar sarcoma de
Kaposi induzido transgenicamente em uma linhagem de camundongos desde 1993, obtiveram um resultado
interessante: ao colocar, acidentalmente, 2 machos e 4 fémeas em uma mesma gaiola, Joseph Bryant, um dos
pesquisadores da equipe, notou que houve emprenhamento das 4 fémeas que se mostravam resistentes ao
desenvolvimento do KS que de outra forma se manifestaria em todos os individuos ndo gravidos, o que
aconteceu nos machos. Este achado incentivou a equipe a procurar uma justificativa logica para o
acontecimento. Certamente que procurou-se imediatamente focar nas diferengas ocorrentes em gestantes € o
resto da populagao.

Uma das diferencas mais evidentes entre estes grupos em humanos ¢ a quantidade de
gonadotrofina coridnica circulante. A partir desta assertiva, testou-se a capacidade de soros e urinas
concentradas provenientes de gestantes humanas de primeiro trimestre (onde as concentragdes do horménio
sdo mais elevadas) em inibir o desenvolvimento in vitro de linhagens celulares experimentais de KS. Os
resultados mostraram-se promissores, o que fez desenvolver a idéia de que poderia haver alguma substancia
nestes materiais (principalmente urina) que pudesse estar ligada a inibigdo do KS. Tal substancia, por ser
desconhecida, foi empiricamente batizada HAF-HCG Associated Factor (Fator Associado ao hCG).
(LUNARDI-ISKANDAR; et al, 1995. ALBINI et al, 1997. BRAUNSTEIN; et al, 1979) Isto foi refor¢ado, ao
se utilizar a informacdo de que mulheres gravidas com SIDA apresentavam uma “resolucdo espontinea” de
KS. (GOLD, 1994)

Com base nestes achados, e no conhecimento de que as preparagdes comerciais de hCG sao
produzidas a partir de concentragdo e purificagdo de urinas de gestantes de primeiro trimestre, varios autores
testaram o uso destes preparados nas linhagens transgénicas de KS in vivo. LUNARDI-ISKANDAR e
colaboradores mostraram em 1995 que linhagens celulares de KS imortalizadas ou ndo (KS Y-1, associada ao
VIH, e KS SLK, ndo associada ao VIH, e linhagens obtidas de amostras clinicas) eram neutralizadas in vitro
por preparacdes de hCG, aparentemente por apoptose, inducao programada de morte celular. Como controle,
foi submetido o mesmo protocolo a linhagens de células endoteliais normais, que nada sofreram.
(LUNARDI-ISKANDAR; et al, 1995)

Devido a grande variagdo entre a atividade de diferentes preparados comerciais, ¢ mesmo entre
preparados de mesma procedéncia com diferenca lote a lote, quatro preparados de diferentes procedéncias
foram testados para sua atividade anti-KS in vitro. O mais ativo dos quatro, contra as linhagens celulares
estudadas, segundo os estudo, foi o preparado da Wyeth-Ayerst Labs, o que chamou atenc¢do para a
possibilidade de ndo ser somente 0 HCG, ou mesmo nem ser o hormonio o responsavel por estes efeitos..
(JAMES, 1996. GILL; et al, 1996)

A partir disto, foi testada a capacidade de varios preparados de suprimir o desenvolvimento de
KS in vivo. Inicialmente estudou-se uma linhagem transgénica de camundongos capaz de desenvolver KS.

Esta linhagem foi geneticamente manipulada para conter genes incompletos do VIH em suas células- assim,
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o virus ndo se reproduz, mas algumas proteinas virais sdo produzidas, o que faz com que haja o
desenvolvimento de sintomas caracteristicos da doenca, como as lesdes dérmicas tipicas do KS,
emagrecimento e morte em 3 a 6 semanas.

Os animais desta linhagem tratados com hCG apresentaram desenvolvimento em peso proximo
ao normal e resisténcia ao desenvolvimento de KS, de maneira dose-dependente. Além do mais, suas células
produziam quantidades consideravelmente menores de proteina viral, que os controles (SWAPAN; et al,
1997).

Em Outubro de 1996, no New England Journal of Medicine, GILL e colaboradores publicaram
o resultado de uma pesquisa envolvendo preparados de hCG utilizados em voluntarios humanos. Os
resultados deixaram poucas duvidas quanto a importancia de padronizagdo do novo tratamento proposto,
bastante diferente da quimioterapia convencional.

Posteriormente, um teste de variacdo de dose foi empregado utilizando quatro diferentes doses
(250, 500, 1000 e 2000UI, injetadas topicamente, de modo subcutaneo na lesdo). As doses foram
administradas trés vezes por semana por duas semanas. Havia seis pacientes em cada grupo de dose, ¢ duas
lesdes foram injetadas por cada paciente (uma terceira lesdo era injetada com diluente, como controle).
Houve uma resposta completa em doze, no grupo de menor dose; uma resposta completa e duas parciais com
500UI; uma resposta completa e quatro parciais com 1000UI, e dez respostas com 2000UI, cinco das quais
negativas para KS, por bidpsia.

Em 1998, LUNARDI-ISKANDAR e colaboradores testaram diferentes preparados de hCG em
relagdo a suas atividades anti-KS, anti-VIH, anti-SIV e pré-hematopoiética in vivo e in vitro. Encontraram
atividades variadas conforme os preparados, mas a atividade, segundo os autores, ndo era relacionada
diretamente a moléculas hCG associadas, e sim a um provavel contaminante do processo industrial, que, apos
separacao cromatografica poderia ser uma estrutura de 15-30 kD ou 2-4 kD.

HARRIS em 1996, demonstrou que o hCG possui uma atividade antiviral de amplo espectro. A
capacidade antiviral do hCG ja havia sido testada anteriormente in vitro, com um protocolo que testava a
transmissd@o do VIH-1 de linfocitos a trofoblastos. Esta transmissdo se mostrou diminuida, o que levou a
conclusdo de que o hormdnio poderia ser auxiliar na conferéncia de protecdo intrauterina ao virus. Além
disto, o hCG e outros horménios foram utilizados para testar uma eventual inibi¢ao de sintese do VIH-1 em
linfocitos e mondcitos, e verificou-se que esta inibi¢do s6 ocorria a nivel monocitario. (BOURINBAIAR ¢
NAGORY, 1992) Estes achados, ¢ outros de que o hCG inibia a transcriptase reversa tanto em linfocitos
como em monocitos, ¢ de que ha realmente o bloqueio da transmissdo célula-célula por parte do virus levou a
procura mais objetiva da real natureza do agente associado aos efeitos. BOURINBAIAR e colaboradores em
1996, testando a producao de p24 por células infectadas in vitro em contato com fragdes purificadas de alfa e
beta hCG percebeu que ha efeito com o uso de beta hCG, ao contrario da alfa-hCG.

Continuando, em 1997 BOURINBAIAR e sua equipe utilizaram uma andlise de fragmentacao
da molécula do hCG para determinar o sitio ativo. Em primeiro lugar, descobriram que as por¢des terminais
aminicas e carboxi possuiam atividade, e que a atividade mais proeminente se deu com o uso dos residuos de
aminoacidos 106-145 da por¢do carboxi-terminal da molécula, propria ao hCG, que se comportava de

maneira similar aos estudos anteriores.
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Em contraste com os achados promissores, TAVIO e colaboradores, em 1998, publicaram
resultados de um estudo clinico em que havia dois grupos tratados com doses baixas (4000 — 32000 UI) e
altas (100000 — 300000 UI), administradas intramuscularmente por 4 meses em pacientes com SIDA. Os
resultados foram pouco promissores, com baixos niveis de reducdo clinica de KS e auséncia de efeito sobre a
carga viral. Isto pode ser devido ao fato de se estar utilizando um preparado pobre em HAF, no caso de o
fator em questdo ser dissociado do hCG, ou mesmo de o protocolo utilizado ser pouco efetivo (por exemplo,
na op¢do de uso sistémico, embora esta via tenha sido utilizada com sucesso por outros). Os mesmos
resultados reservados foram obtidos por Witzke e colaboradores em 1997, que, adicionalmente, relatou a
auséncia de sérios efeitos colaterais do uso do hormonio; concluindo que o uso do hCG ¢é seguro, porém nao
efetivo contra KS ou replicacdo viral. ALBINI e colaboradores, em 1997, realizaram testes in vitro com
subunidade beta, hCG recombinante, e urinario. A fragdo beta, neste estudo, foi a que mais apresentou
atividade anti-KS. Desta forma, os dados sugeriram que a atividade do hCG nas células de KS foi mais
provavel na fracao beta-core do hCG, ao contrario dos resultados de BOURINBAIAR e colaboradores em
1997. (ALBINI et al, 1997. BOURINBAIAR; et al, 1997)

Gallo e colaboradores acreditam na presenga de um fator associado ao hCG ainda ndo
identificado. ALBINI e colaboradores em 1997 apostam na atividade do fragmento beta-core do hCG.
BOURINBAIAR e colaboradores em 1997 encontraram atividade em um residuo especifico da subunidade
beta, como acima descrito. GRIFFITHS e colaboradores em 1997 encontraram atividade em um
contaminante dos preparados comerciais com atividade de RNAse. Os mesmos especulam uma possivel
atividade sinérgica entre o beta-core e a RNAse, culminando com a atividade anti-KS e anti-VIH-1. De todo
modo, ¢ certo que preparados comerciais possuem menos de 40% de pureza, o que dificulta a tomada de
conclusdes.

KACHRA e colaboradores em 1997 demonstraram que a atividade hCG e atividades anti-KS,
anti-VIH e pro-hematopoiéticas sdo independentes. Tentativas clinicas tém sido realizadas, mesmo sem a
padronizag@o do protocolo, como o caso descrito por Gold, em 1994, onde um paciente com SIDA iniciou
um tratamento com 5000 UI intramuscular 3 vezes por semana, com melhora clinica e auséncia de efeitos
colaterais relatados. (GOLD, 1994)

Note-se que, se o0 HAF ¢ realmente distinto da hCG, e aparece nos preparados comerciais
apenas como contaminante, entfo, apds a identificacdo e estabelecimento da estrutura quimica desta
molécula, poderdo se fazer preparados farmacéuticos muito potentes no combate a SIDA e outros tipos de
cancer. (HIGHLEYMAN, 1998)

Uma vez que camundongos ndo possuem hCG, e frente aos diferentes resultados obtidos pelos
pesquisadores com preparados de hCG, é prudente pensar que: (a) ou a molécula HAF ndo ¢ de fato
relacionada ao hCG, ou (b) a molécula é relacionada ao hCG mas ndo é o proprio, e sim o resultado de uma

modificacdo molecular por fracionamento ou outra via catabdlica (LUNARDI-ISKANDAR et al, 1998).
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CONCLUSAO

Os achados sumarizados neste trabalho ddo conta de que existe grande possibilidade de haver
um fator associado a gravidez capaz de propiciar melhora clinica em relacdo a alguns quadros decorrentes da
SIDA. A principio, acreditou-se que este fator seria o proprio hCG ou um metabolito/subunidade, contudo,
alguns autores pdem esta afirmacdo sob suspeita, acreditando que este fator seja um contaminante do
processo de purificagdo industrial do preparado farmacéutico do hCG. Diferentes trabalhos obtiveram
diferentes resultados, ora comprovando ser este fator associado ao hCG, ora o contrario. Sabe-se no entanto,
que, seja qual for a natureza deste fator, este ¢ associado a situagdes gestacionais, do que propriamente
associado ao hCG.

Mesmo havendo sérias discordancias em relacdo a caracterizagdo quimica deste fator, €
naturalmente perceptivel a importancia do estudo mais aprofundado do tema, posto que suas aplicagdes
podem ser de inestimavel valor para o combate a doenga. Em primeiro lugar, podendo-se compreender
melhor e tentar utilizar os mecanismos pelos quais apenas uma minoria de criangas provindas de gestantes
soropositivas contaminam-se com o virus. Ainda, poderia-se esclarecer mais sobre resisténcias naturais ao
virus ou ao desenvolvimento da doenca, o que teria evidente impacto sobre a pandemia da SIDA. Mais
possivelmente, seu uso poderia, em curto ou médio prazo, propiciar melhoria na qualidade de vida de
portadores do virus por diminuir a incidéncia e gravidade de KS e da sindrome da inani¢cdo associada a
SIDA.

Acreditamos que em breve, o segredo quimico deste fator sera elucidado, e novos trabalhos e
muitas solu¢des possam ser derivados desta nova vertente no estudo das infecgdes causadas por VIH. O
apontamento de uma entidade bioquimica inica ou grupo de entidades bioquimicas podera proporcionar a

padronizagdo de protocolos de testagem clinica para atividades anti-KS e atividades antivirais, entre outras.
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RESUMO



Superantigenos sdo proteinas que exercem um potente efeito no
sistema imune. Como moléculas bifuncionais, eles permitem uma interacéo
entre as moléculas MHC de classe 1l das células apresentadoras de antigeno e
a regidao VB do receptor TCR de linfécitos, levando a uma intensa ativagéo
destas células. Tal ativacdo pode ter diferentes consequéncias, como
proliferagdo, delecédo ou indugao de anergia celular. Os superantigenos podem
ser expressos por uma grande variedade de microrganismos, como bactérias,
virus e algumas espécies de micoplasmas. Os superantigenos bacterianos
mais bem caracterizados sdo as exotoxinas pirogénicas produzidas por
Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes, as quais estdo envolvidas
em muitas doencgas, tais como a sindrome do choque toxico, intoxicagéo
alimentar, sindrome de Kawasaki e sindrome da pele escaldada estafilocdcica.
O tratamento dessas patologias pode ser feito com o uso de antibidticos,
quando o diagnéstico for precoce. Em estagios mais avangados, tratamentos
direcionados em bloquear o sistema imune sao mais recomendados.
Aplicagbes terapéuticas para as moléculas de superantigenos no tratamento
do cancer e doengas infecciosas tem sido investigadas.

Palavras chave: Superantigenos, linfocinas, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes.

ABSTRACT

Superantigens are proteins which have a potent effect on the immune
system. As bifunctional molecules, they permit an interaction between MHC
class II molecules of the antigen-presenting cells and the V domains of T cell
receptors, leading to a massive stimulation of T cells. This stimulation induces
different consequences, such as proliferation, deletion or T cell anergy.
Superantigens can be produced by several microorganisms like bacteria, virus
and certain mycoplasma species. The prototype bacterial superantigens are the
pyrogenic exotoxins produced by Staphylococcus aureus and Streptococcus
pyogenes, and they are potentially involved in a variety of human diseases,
such as toxic shock syndrome, food poisoning, Kawasaki disease and
staphylococcal scalded skin syndrome. In most cases of those diseases, early
diagnosis lead to a successful treatment with appropriate antibiotics, however in
advanced stages, therapies directed towards blocking the immune response
are more appropriate. Therapeutic applications for superantigens molecules in
the cancer therapy and infectious diseases have been investigated.

Key words: Superantigens, lymphokines, Staphylococcus aureus e
Streptococcgs pyogenes.
INTRODUGCAO

Os superantigenos representam na area cientifica um tema
recente, que passou a chamar a atengao de muitos pesquisadores. A maneira



como atuam sobre o sistema imune e as consequéncias dessa agao tornaram-
se muito importantes, tanto no esclarecimento da etiologia de inumeras
doencas, como no tratamento das mesmas.

Superantigeno é a designagcao dada para um grupo heterogéneo
de proteinas, que usam um incomum e eficaz mecanismo de estimulacdo do
sistema imune. Essas sao consideradas moléculas bifuncionais que levam a
uma ativacdo policlonal de células T através da associagao direta entre a
molécula MHC de classe Il na superficie da célula apresentadora de antigeno
(CAA), e a cadeia VP especifica do receptor de antigeno na célula T (TCR),
resultando em uma ativagao policlonal de células T. Esta propriedade conferiu
a essas moléculas a designagao de “super antigenos” devido a propor¢ao da
resposta imune ser muito maior que aquela induzida por um antigeno
convencional (19).

O mecanismo pelo qual os superantigenos estimulam as células
T é diferente dos antigenos convencionais. Antigenos convencionais s&o
processados pelas CAAs em peptideos que combinam-se com a molécula
MHC classe 1I para apresentagao a células T. Em contraste, os superantigenos
nao necessitam ser processados pela CAA para combinar com a molécula
MHC classe II e ser apresentado a célula T, ligando-se em sitios distintos do
qual um antigeno normal se liga (figura 1). Ele interage com a regiao variavel
da cadeia B da molécula TCR. Esta habilidade de interagir com elementos
especificos de VB nao leva em consideracdo a especificidade a antigeno.
Dependendo do tipo de interagdo, o reconhecimento de um superantigeno pela
célula T pode ter diferentes consequéncias, incluindo proliferacdo, supresséo
(delegcédo), ou alternativamente uma indugdo de anergia ou morte celular
(apoptose) (2).

Figura 1- Interacio entre superantigeno, TCR e molécula MHC de
classe II
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Devido a esta simplificagdo no processo, segundo Kotzin,1994 (9), os
superantigenos podem interagir com 5 a 30% das células T, em comparagao
com um antigeno convencional que evoca uma resposta menor que 0,01% de
todo o repertério de células T do individuo.

Os superantigenos podem ser expressos por uma grande
variedade de microorganismos como bactérias, virus e algumas espécies de
micoplasmas.

Os superantigenos bacterianos mais bem caracterizados sao as
enterotoxinas estafilocécicas de A a E, a toxina 1 da Sindrome do Choque
Toxico e a Toxina Esfoliativa. Todas estas toxinas sao liberadas pelo
Staphylococcus aureus. Outras proteinas bacterianas com propriedades de
superantigenos sao as exotoxinas pirogénicas estreptococicas de A a C, uma
proteina da Yersinia pseudotuberculosis e do Mycoplasma arthriditis. Proteinas
virais com agao de superantigenos também tem sido demonstradas (19, 26).

MECANISMO DE ESTIMULAGAO DO SISTEMA IMUNE

A interacdo dos superantigenos com moléculas de classe 11 é
importante para sua habilidade em estimular as células T. Nas células
acessorias que nao expressam classe II faltam coestimuladores para resposta
ao superantigeno (18).

Os superantigenos dependem da expressédo de classe II, ndo
porque eles podem ser vistos somente no contexto destas moléculas, mas
porque eles utilizam a molécula MHC de classe II como receptor de sinais, 0os
quais podem induzir a CAA a expressar moléculas coestimuladoras requeridas
para a ativacado da célula T (11).

Os superantigenos n&o se ligam na regido mais polimorfica como
antigenos convencionais, mas associados em regides mais conservadas na
lateral externa da molécula (figura 1). Os superantigenos ndo podem ser
apresentados pelas moléculas de classe 1. A ligagdo de um superantigeno a
TCR nao exclui a ligacdo a um antigeno convencional porque eles interagem
em sitios distintos no receptor. A interagado de superantigenos comacélula T é
governado primeiramente por elementos VB com pequena contribuicdo de
outros elementos variaveis da TCR. Em humanos, os elementos VB sé&o
agrupados em 25 familias maiores com base em sua sequéncia. Cada
superantigeno tem uma especificidade para um conjunto de familias V3 e pode
interagir com todas as células T que expressarem estes elementos V§,
indiferente da especificidade antigénica de TCR (7, 10, 17, 30).

Individualmente quem tiver maior frequéncia na expressao de
determinadas células T e elementos VB pode reconhecer um superantigeno
em particular e tera mais facilidade de desenvolver fortes respostas a este
superantigeno do que os individuos que tiverem baixa frequéncia destas
células T em seu repertorio. Similarmente, individuos que expressem
moléculas distintas de classe II, com diferentes ligagbes afins ao
superantigeno, podem diferir em sua resposta a um superantigeno em
particular e consequentemente variar os sintomas clinicos conforme exposi¢cao
in vivo a este superantigeno (10).



A interagao entre superantigeno e células T nem sempre leva a
ativagdo, proliferacdo e expansdo de células que expressam apropriados
elementos Vp. A ativacao das células T requer dois sinais: um de liberagado da
molécula TCR comprometida e outro de interagdo da CAA associada com
moléculas coestimuladoras com respectivos ligantes na célula T. Através da
sua habilidade de ligar as células T e a CAA, os superantigenos podem trazer
moléculas coestimuladoras como a B7 e a molécula de adesao intracelular-1
(ICAM-1) mais proximo aos seus respectivos ligantes, CD28 e molécula
funcional associada a linfocitos-1 (LFA-1). Este fato permite uma melhor
interacdo e mais eficiente tradugdo dos sinais requeridos no programa de
ativagao e proliferacdo das células T. Na auséncia de sinais coestimulatérios, o
engajamento da TCR pelo superantigeno induz células T anérgicas.
Contrariamente, na presenca de niveis elevados de citocinas, como fator de
necrose tumoral o (TNF-a) ou gama interferon (IFN- y), um reengajamento da
molécula TCR pelo superantigeno em células T pré-ativadas podem levar a um
processo de morte celular programada (apoptose) o qual pode ser seguido por
delecéo seletiva de células T -superantigeno especificas (8, 18, 21, 30, 31).

ESPECIFICIDADES Vg

Para analisar o repertério V3 de um individuo em contato com um
superantigeno e determinar qual familia VB se prolifera preferencialmente, trés
métodos sdo usados. O método de citometria de fluxo que utiliza anticorpos
monoclonais V3 especificos de ratos. Este método é limitado devido a falta de
validade destes anticorpos para todas as familias de VB humanas. O segundo
método é uma técnica de PCR, o qual pareia um primer 5 Vp familia
especifica com um primer 3’'C3 para amplificar as familias especificas cDNA.
Quando feito adequadamente, este método produz alta reprodutibilidade,
resultando na analise de todo o repertério VB. Entretanto, o melhor método
para analise do repertorio de TCR € o método riboprobe, que é um método de
protecdo a RNAse. E recomendado que quando possivel, mais de um método
seja usado para confirmar a especificidade VB de um superantigeno em
particular. (1, 6, 12).

A tabela 1 relaciona alguns superantigenos com a sua
especificidade a TCR Vf (10).

TABELA 1 - SUPERANTIGENOS E ESPECIFICIDADES VB

Exotoxinas Pirogénicas Especificidade Vj
Exotoxinas Estafilocécicas

SEA 1,5,6,7,9

SEB 3,12,14,15,17, 20
SEC1 3,6,12,15

SEC2 12,13.2, 14, 15, 17, 20
SEC3 3,5,12,13.2

SED 5,12

SEE 5.1,6,8, 18

TSST1 2



EXF-T 2

Exotoxinas Estreptocdcicas

SpeA 2,12,14,15
SpeB 8

SpeC 1,2,5.1,10
SPeF (MF) 2,4,8,15,19
SSA 1,3,5.2,15

SE: Exotoxina estafilococica; TSST-1: Toxina 1 da sindrome do choque téxico; EXF-T:Toxina
exfoliativa estafilococica; Spe: Exotoxinas estreptococicas; SSA: Superantigeno estreptocdcico.

Segundo KOTBa, 1995 (10), a demonstragcdo de que certos
elementos V[ seletivamente interagem com uma proteina em particular ndo é
uma evidéncia suficiente para confirmar a superantigenicidade da mesma,
porque existem alguns exemplos de antigenos convencionais que também sao
reconhecidos preferencialmente por certos elementos V. Logo, para provar a
evidéncia de estimulagdo superantigénica, é importante determinar que a
resposta seja independente de outros elementos variaveis de TCR e demostrar
que a célula T responsiva exibe uma extensa e diversa regido juncional em
CDR3 da sua molécula TCR. Além disso, certos superantigenos podem
estimular as células T em concentracbes picomolares sendo essencial a
confirmagao de que esta atividade € mediada por proteinas de interesse e néo
por contaminantes.

MECANISMO DE PATOGENESE

Acredita-se que a patogénese dos superantigenos associada a
doengas seja mediada pela aberrante resposta imune acionada contra estas
moléculas. A habilidade dos superantigenos em interagir com um grande
namero de células T e induzir a producdo de niveis altos de linfocinas e
monocinas inflamatérias tem levado a crer na sua implicagdo em varias
doengas, como sindrome do choque toxico, intoxicagdo alimentar e muitas
doencgas autoimunes (24, 25).

As citocinas organizam interagdes intercelulares e regulam a
resposta imune, porém a produgao excessiva pode ser muito danosa para o
hospedeiro. Dentre as citocinas inflamatdrias liberadas pelos superantigenos
estdo o Interferon y (IFNy), a interleucina 1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e Fator
de Necrose Tumoral (TNF) (27).

O TNFB possui muitas atividades biologicas, dentre estas a
producédo de um estado trombogénico por permitir uma baixa atividade da
trombina e por aumentar a agao de inibidores do plasminogénio (16). O TNFa
também tem efeitos diretos sobre muitos tipos de células, podendo causar
injuria tecidual pela ativagao de células inflamatdrias e regulagado da expressao
das moléculas de adesdo. O TNFa pode causar um aumento na aderéncia de
neutroéfilos, eosindfilos, linfécitos e mondcitos nas células endoteliais, levando a
uma isquemia vascular, trombose e coagulagao intravascular disseminada
(27). Apos a adesdo, estes leucocitos liberam radicais livres de oxigénio,
fosfolipase A, prostaglandina E2 e proteases que causam a ativagao do



complemento e consequentemente a produgdo de Cb5a. Juntos, estes eventos
contribuem para danos nas células endoteliais. A liberacdo de mediadores
inflamatorios aumenta o influxo de neutréfilos e causa o extravasamento de
leucdcitos do sangue para os tecidos, levando a danos em diferentes 6rgaos.
Em adicdo, a produgdo de radicais livres e Oxido nitrico podem ativar os
leucocitos e contribuir para a habilidade do TNFa de causar citoxicidade direta
em células endoteliais e induzir a vasodilatagcdo e choque. Juntos estes
eventos causam perda do ténus vascular, além de extravasamento de fluidos
intravasculares para o espaco intersticial e hipotensao. A faléncia de multiplos
orgaos e o aumento da permeabilidade capilar sdo carateristicas do choque
téxico (10).

O TNFa também induz a liberacdo de outras citocinas como a
interleucina-1 (IL-1), INF-y, e TNF-f que sdo mediadoras de efeitos pré -
inflamatoérios similares. A IL-1 e INF-y sdo também relatadas pela sua
habilidade em potencializar a agdo de TNF-a. IL-1 induz febre, sintese de
proteinas de fase aguda, neutrofilia e em altas doses pode induzir hipotensao e
choque. Também tem sido mostrado sua agao na degranulagao dos neutrofilos
e producdo de superdxidos. Mais tarde pode induzir a peroxidacao de lipideos
e pode alterar a membrana das células endoteliais. A superproducao de IL-1
promove a aderéncia de leucdcitos e estimula as células do endotélio a
produzir prostaglandinas e fator de estimulacéo de plaquetas (4).

As citocinas interagem entre si e tem muita influéncia na resposta
global. A presenca de niveis elevados de IFN-y, aumenta os niveis de IL-1,
TNF-a e IL-6. A producdo de TNF-B regula os niveis de IFN-y. (13). O resultado
da liberagcdo de IFN-y, com as varias citocinas de diferentes superantigenos,
pode influenciar no efeito da infeccao pela potencializagdo dos niveis e
cinéticas de liberagdo de outras citocinas inflamatérias. Por exemplo, em uma
infeccao viral que é precedida ou sobreposta por uma infecgdo bacteriana, os
altos niveis de IFN-y produzidos pela primeira infeccdo aumentam e prolongam
os efeitos das citocinas inflamatorias liberadas pela segunda infecgao (3).

A magnitude da resposta inflamatéria das citocinas pode ser
potencializada por outros componentes proprios da bactéria produtora do
superantigeno. Este fato pode ser observado, por exemplo, pela acdo da
estreptolisina O que € produzida por todas as cepas de Streptococcus
pyogenes. Esta produz um sinergismo com o superantigeno SPEa produzido
por algumas cepas, aumentando a liberagao de IL-1 e TNF-a.

De acordo com recentes estimativas, citadas por Murray et
al, 1995 (19), menos de 1 em 10.000 células T sdo estimulados via antigeno
convencional. Em contraste, 1 em 5 de todas as células T pode ser estimulada
por um superantigeno em particular, reforcando os aspectos anteriormente
colocados em relacdo a intensidade da resposta imune frente aos
superantigenos.

SUPERANTIGENOS BACTERIANOS

Muitas bactérias tém se mostrado suspeitas de produzir
superantigenos. Entre os superantigenos mais bem caracterizados estdo as
toxinas produzidas por Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes.
Entre estas destacam-se as enterotoxinas estafilocécicas (SE- sorotipos A-E,



G, H), toxina estafilocécica esfoliativa (ETA, ETB), exotoxinas piogénicas
estreptococicas (SPE- sorotipos A-C e possivelmente F- fator mitogénico),
superantigeno estreptococico (SSA) e toxinas estafilococicas da Sindrome do
Choque Toxico (TSST-1) (10).

As toxinas estafilococicas SE e TSST-1, e toxinas estreptocdcicas
SPE e SSA estdo em um grupo conhecido como superantigenos de toxinas
pirogénicas (PTSAg). Tanto SPE quanto SSA sao produzidas pelos
estreptococos do grupo A, embora os grupos B, C, F e G também produzam,
apesar de nado estarem bem caracterizados. Todas essas toxinas possuem
propriedades em comum, como a capacidade de induzir febre e sao
considerados os pirogénios mais potentes que existem. S&o capazes de induzir
febre de 40° a 41° C em humanos. O mecanismo pelo qual isto ocorre ainda
nao esta bem definido; se por acao direta da toxina no hipotalamo ou indugao
via interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral o (TNFa) liberadas.
Provavelmente os dois caminhos sao responsaveis pela febre (4).

A propriedade mais bem estabelecida dos PTSAg é a capacidade
de agir como superantigeno, estimulando as células T de maneira diferente
dos antigenos convencionais.

Associadas as  caracteristicas de pirogenicidade e
superantigenicidade, aumenta a susceptibilidade do hospedeiro a um choque
letal. Essas toxinas sdo capazes de interferir no clearance do figado, e
acredita-se que devido a um acumulo de endotoxinas na circulagdo (e
posteriomente liberacdo de citocinas) ocorra um bloqueio na habilidade do
figado em liberar endotoxinas, contribuindo para a letalidade na Sindrome do
Choque Toxico (10).

Outras proteinas também tém sido descritas como
superantigenos. O Mycoplasma arthriditis , tem como superantigeno descrito o
mitdgeno de Mycoplasma arthritidis (MAM), o qual esta envolvido em uma
artrite crbnica em roedores. Um superantigeno é também expresso pela
Yersinia pseudotuberculosis, o YPM. Esta bactéria Gram negativa causa
infecgdo gastrointestinal e linfadenite mesentérica, e tem sido isolada no Japao
em pacientes com Sindrome de Kawasaki e em pacientes com poliartrite
reativa (17).

Tem-se reportado alguns candidatos a superantigenos
provenientes de Yersinia enterocolitica, Clostridium perfringes, Pseudomonas
aeruginosa e Mycobacterium tuberculosis, que ainda necessitam confirmagéo
usando proteinas recombinantes (17).

A Tabela 2 mostra os superantigenos bacterianos mais bem
caracterizados e as doencas relacionadas.

TABELA 2- SUPERANTIGENOS E DOENGAS RELACIONADAS

Cepa produtora Proteina Doencga associada
Staphylococcus aureus  SEA a SEE Intoxicacao alimentar, TSS
TSST-1 TSS, Sindrome de Kawasaki

Streptococcus pyogenes SPEA e SPEC TSS estreptocécica, febre escarlate
MF Indefinido




Mycoplasma arthritidis MAM Artrite crdbnica em roedores
Yersinia YPM Linfadenite mesentérica, Sindrome
pseudotuberculosis de Kawasaki, Artrite reativa

SE: enterotoxina estafilocdcica; TSS: sindrome do choque toxico; TSST: toxina da sindrome do
choque téxico; SPE: exotoxinas pirogénicas estreptocécicas; MF: fator mitogénico; MAM:
mitégeno de Micoplasma arthriditis; YPM: mitégeno derivado de Yersinia pseudotuberculosis.
Fonte: Maillard e colaboradores, 1997.

CARACTERISTICAS PARTICULARES DOS PRINCIPAIS
SUPERANTIGENOS BACTERIANOS

Enterotoxinas Estafilocécicas (SE): As enterotoxinas estafilococicas (SE)
estdo envolvidas em gastroenterites conhecidas como intoxicagdo alimentar,
na qual fica demonstrada a propriedade emética das mesmas. Estas toxinas
estdo também implicadas em casos de Sindrome do Choque Toxico (22).
Particularmente a SEB e SEC, causam aproximadamente 50% dos casos de
sindrome do choque toxico ndo menstruais (19).

As SE apresentam grande parte de sequéncias similares de
aminoacidos primarios e aproximadamente 14% das sequéncias sao idénticas
em todas as SE (22). Baseado nas sequéncias homologas de aminoacidos as
SE podem ser divididas em trés grupos. O primeiro grupo € composto pela SE-
B e 3 sub tipos da SE-C, que sdo 70% homdlogas entre si e 46 a 68% com a
SPE-A. O segundo grupo consiste da SE-A, SE-E e a menos similar SE-D; SE-
A e SE-E possuem mais de 80% de sequéncias homologas enquanto que a
SE-D possui aproximadamente 54% de homologia . O terceiro grupo contém
somente a SE-H. SE-F é a designagéao original para a TSST-1 e ndo € usada;
a SE-G ainda esta sendo caracterizada (10, 19, 22).

Toxina 1 da Sindrome do Choque Toéxico (TSST-1): A Toxina 1 da
Sindrome do Choque Téxico (TSST-1) foi a primeira toxina a ser demonstrada
como causadora da Sindrome do Choque Téxico (TSS) e ainda € a causa de
aproximadamente 75% de todos os casos da doenca, incluindo o0s casos
menstruais. A TSST-1 ndo mostra sequéncias homoélogas significantes com
outras toxinas pirogénicas, somente as suas atividades biologicas (19, 22).

Exotoxinas Pirogénicas Estreptocécicas (SPE): As exotoxinas pirogénicas
estreptococicas (SPEs) A, B e C, sédo responsaveis pela febre escarlate e
erisipelas, e estdo implicadas na Sindrome do Choque Toxico Estreptocdcica
(19).

Diferente das SE, as SPEs possuem uma sequéncia de
aminoacidos pouco similares com outros superantigenos (com excecado da
SPE-A que mostra similaridade em 50% das sequéncias com SE-B e os trés
subtipos de SE-C). E provavel que a SSA, recentemente descrita, seja um
membro da subfamilia da SPE-A, baseado na similaridade das sequéncias de
aminoacidos (22).

Experimentos feitos por FLEISCHER et al (1995), sugerem que a
SPEB ndo é superantigeno. Testes realizados com formas recombinantes
demostraram que uma possivel contaminagdo possa ter conferido a SPEB
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uma agao superantigénica (5).

Fator Mitogénico ( MF ): Anteriormente designada SPEF, o fator mitogénico
foi purificado da mesma cepa de Streptococcus pyogenes que foram isolados
originalmente as SPE (A,B,C).

Esta proteina é produzida por todos os estreptococos do grupo A,
mas nao por outros estreptococos. Foi descrito como sendo um superantigeno
ativando células T especificamente nas cadeias V 2, 4, 8, 15 e 19 (5).

Toxinas Esfoliativas (ET): As toxinas esfoliativas (ET) liberadas por
certas cepas de Staphylococcus aureus, conhecidas como ETA e ETB,
induzem respostas diferentes das PTSAg. Estas duas toxinas possuem
aproximadamente 40% de aminoacidos idénticos, e como a TSST-1, nao
possuem sequéncias similares a outros superantigenos. ETA e ETB s&o os
agentes etioldgicos da Sindrome da Pele Escaldada (SSSS), a qual provoca
uma exfoliacdo generalizada da pele (19, 22).

FLEISCHER et al (1995), assim como feito para SPEB, relatou
que as ETs n&o s&o superantigenos e que existe duvida de como elas agem
como mitdégeno (5).

Candidatos a Superantigenos Estreptocoécicos: Um candidato a
superantigeno foi isolado da membrana citoplasmatica do Streptococcus
pyogenes. Esta proteina, denominada de Proteina Associada a Membrana
Citoplasmatica (CAP), estimula células T, preferencialmente em cadeias V[38.
O uso de inibidores do processamento de antigenos nao inibe a agao da CAP.
A partir destes indicios, sugere-se que este seja um novo superantigeno
bacteriano (5).

Duas proteinas de baixo peso molecular (LPM) foram isolados de
Streptococcus pyogenes e sado mitdbgenos para células T humanas. Outra
proteina , a DPED, foi isolada de uma cepa de Streptococcus pyogenes
associado a sindrome do choque téxico. Ainda ndo ha confirmagdo de que
estas proteinas agem realmente como superantigenos (5).

DOENCAS MAIS FREQUENTEMENTE RELACIONADAS AOS
SUPERANTIGENOS BACTERIANOS

Sindrome do Choque Téxico Estafilocécica: A Sindrome do Choque Toéxico
Estafilococica (TSS) é uma doenga sistémica aguda causada pelas
enterotoxinas do Staphylococcus aureus, mais notadamente a toxina 1 da
Sindrome do Choque Téxico (TSST-1). As enterotoxinas SEB e SEC também
s&o relacionadas, porém em menor frequéncia (19).

A TSS é caracterizada pelo envolvimento de multiplos 6rgaos,
pelo rapido aumento na temperatura (> 39° C), hipotensdo e rachaduras de
pele, como na febre escarlate em que ha descamacao por 1 a 2 semanas. (15,
19).

A incidéncia de casos de TSS foi relatada no comeco dos anos
80, principalmente entre mulheres que usavam tampdes de alta absor¢ao. Os
fatores pelos quais este grupo € mais susceptivel a doenga esta relacionado
com: 1) as condigdes de anaerobiose produzidas pelo tampéao, o pH entre 6.5 -
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8.0, a temperatura entre 37°-40°C e a possibilidade de baixos niveis de glicose
que sdo condicbes adequadas para a producdo da toxina; 2) alguns
surfactantes aderidos no tamp&do aumentam a producédo de toxinas e, 3) os
tampdes ligam-se ao magnésio e podem alterar a cinética dos
microorganismos que produzem a toxina (19, 22).

De acordo com RAGO e SCHILIEVERT (1998), o risco de contrair
a TSS aumenta conforme aumenta o grau de absor¢gdo do tampdo. Os
tampdes que contém poliacrilato sdo menos associados com TSS do que
tampdes que ndo contém poliacrilato e com mesmo grau de absorgéao.

A TSST-1 foi a primeira toxina implicada na TSS, e quase todos
os casos de TSS menstruais sao causados pela TSST-1.

Os casos de TSS ndo menstrual sdo resultantes de alguma
infeccdo por Staphylococcus aureus, incluindo infecgdo cuténea, infecgdo pés
cirargica ou pos parto, infecgdo de tecidos moles, traqueite pos influenzae ou
pneumonia. A TSST-1 é responsavel por aproximadamente metade dos casos
de TSS nao mentrual, e as enterotoxinas SEB e SEC pelo restante (19, 22).

Sindrome do Choque Toxico Estreptocécica: A Sindrome do Choque
Toxico Estreptocécica foi descrita pela primeira vez em 1987 em pacientes
com infecgéo estreptocdcica do grupo A localizada. Relatos de pacientes com
infeccdo invasiva foram descritos posteriormente. Os sintomas sao
caracterizados por hipotensdo, além de disfuncédo renal, envolvimento
hepatico, rash eritematoso, necrose de tecidos moles (“bactéria assassina”)
coagulopatia e sindrome respiratéria aguda. Outra manifestagdes clinicas tem
sido demonstradas como faringite, celulite, osteomielite, peritonite, sepsis e
infeccdo em feridas cirurgicas. Geralmente a infecgdo se inicia via cortes da
pele, apds trauma ou apos lesdes associadas a Varicela, como observa-se em
algumas criangas Outro fator de risco € o uso de drogas antiinflamatérias
esterdides, gravidez e pos parto (22).

Os estreptococos do grupo A possuem muitos fatores de
viruléncia que s&o responsaveis pela infectividade do microorganismo, e que
sdo importantes na Sindrome do Choque Téxico. Por exemplo, a proteina M,
fator associado a parede celular que permite uma atividade antifagocitica ao
microorganismo, os sorotipos M1, M3 e M 18 estdo envolvidos na doenca.
Existe uma prevaléncia de estreptococo grupo A produtor de SPEA envolvido
na Sindrome. SPEC também contribui para a doengca porém em menor
proporcado e o papel da SPEB nao esta claro pois foi encontrada em casos de
pacientes com a Sindrome e em pacientes sem a mesma (19, 22). Segundo
NORRBY-TEGLUND et al (1996), o superantigeno estreptocécico (SSA)
também esta envolvido (20).

Os estreptococos dos grupos B, C, F, e G também estdo
envolvidos, porém nao estdo bem caracterizados (19).

Sindrome da Pele Escaldada Estafilococica: A Sindrome da pele escaldada
estafilocécica (SSSS) é uma doenga caracterizada por uma exfoliacdo
generalizada da pele, causada pelas toxinas esfoliativas A e B (ETA e ETB)
produzidas pelo Staphylococcus aureus. Estas toxinas ndo causam efeitos em
multiplos érgéos, ndo induzem ao choque, e parecem ser especificas para o
extrato granuloso da epiderme. O mecanismo pelo qual estas toxinas causam
a exfoliagdo ainda nédo estd determinado. Alguns estudos mostram que a
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atividade da ET leva a um acumulo intercelular de cera e subsequentemente a
exfoliagao da epiderme, enquanto que outros acreditam que as toxinas tem um
efeito direto na adesédo intercelular como desmossomos, resultando em uma
ruptura intraepidérmica (19, 22).

Intoxicagao Alimentar: A intoxicagdo alimentar € associada a ingestdo de
alimentos contaminados ou deteriorados e é caracterizada por vémito e
diarréia.

As exotoxinas pirogénicas estafilococicas representam a causa
mais comum desta doencga, devido a estas toxinas serem resistentes a
protease e adaptarem-se entericamente, podendo induzir vomito e diarréia.

A doenca tem sido relacionada a liberacdo de histamina pelas
células do intestino. E possivel que as SEs sejam mediadoras na infeccéo
alimentar pela agdo direta nas células do intestino ou indiretamente pela
indugdo da liberagdo de citocinas inflamatérias pelas células T que podem
exacerbar os sintomas (10).

Doenga de Kawasaki: E conhecida como uma sindrome nos linfonodos
mucocutaneos e afeta primariamente criancas entre 6 meses e 8 anos. A
doencga é uma vasculite multissistémica caracterizada por febre prolongada (no
minimo 5 dias), alteracbes na pele e membranas mucosas como edemas,
rash, conjuntivite, descamacédo da pele e eritema de orofaringe, labios e
extremidades. A complicacdo mais séria da vasculite é a anormalidade
coronariana. No Japdo e nos Estados Unidos, esta doenga € a causa mais
comum de comprometimento cardiaco adquirido em criangas (19).

Segundo SCHIFFENBAUER et al (1998), embora a Sindrome de
Kawasaki (SK) ainda ndo seja considerada autoimune, anticorpos anti
antigenos endoteliais tém sido identificados (23). Muitos investigadores tém
demontrado que imunoglobulinas intravenosas s&o efetivas no tratamento da
doenca e que anticorpos presentes na preparacao inibem a ativagao de células
T por superantigenos “in vitro”.

Embora o agente etiolégico da doenca de Kawasaki seja
desconhecido, muitas linhas sugerem que € causada por uma doenga
secundaria. A fase aguda possui caracteristicas clinicas parecidas com as da
Sindrome do Choque Téxico, o que sugere que esta esteja envolvida com uma
infecgcao microbiana.

Na analise do sangue periférico de pacientes em fase aguda,
encontrou-se niveis elevados de células T VB2 e em menor frequéncia V8.1 e
VB8.2 em TCR.

Os estudos citados por MURRAY et al, 1995 (19), sugerem que
superantigenos produzidos por Staphylococcus aureus e estreptococos
principalmente grupo A, contribuem na patogénese da doencga, pois 11 dos 16
pacientes isolados com SK estavam infectados com Staphylococcus aureus
que produziam TSST-1 (estimulam preferencialmente TCR vp2) e 2 dos 16
estavam infectados com estreptococo produtor de SPEs B e C (VB8 e VB2
especificamente).

MAILLARD et al (1997), citam que em alguns casos de SK
isolados no Japéao, foi isolado Yersinia pseudotuberculosis produtora de YPM
(17).
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SUPERANTIGENOS ASSOCIADOS A VIRUS E OUTROS
MICROORGANISMOS

A atividade superantigénica tem sido reportada em muitos virus,
porém a proteina responsavel ainda ndo esta bem identificada em todos os
casos. As evidéncias que suportam a existéncia de superantigenos
verdadeiros sao controvérsia para muitos virus.

VIRUS DA RAIVA: A proteina do nucleocapsideo (NC) do virus da raiva foi
descrita como sendo um superantigeno em humanos, estimulando as células T
V8.

A estimulacdo de células T pelo superantigeno parece facilitar a
transmissao viral do sitio de infecgao (tecido muscular) para a extremidade do
nervo. Em camundongos infectados pelo virus, células reativas ao
superantigeno foram cruciais para o aparecimento da paralisia dos membros,
um sintoma resultante da injuria imunopatolégica dos nervos periféricos. O
mecanismo pelo qual as células T estimuladas pelos superantigenos
promovem a transmissao do virus da raiva ainda ndo esta bem explicado. Esta
claro que as citocinas secretadas pelas células T estimuladas facilitam a
transmisséo viral (7, 17).

O superantigeno NC parece contribuir para a imunopatologia no
sistema nervoso central, modulando a resposta antiviral; contudo a magnitude
da significancia dos efeitos “in vivo” n&o sao claros (17).

EPSTEIN-BARR VIRUS (EBV): O EBV é um herpes virus com DNA de dupla
fita. Possui tropismo pelas células B sendo internalizado pelo receptor. Dois
tipos de infeccdo celular podem ocorrer: infecgao litica, que leva a replicagao
viral e lise das células do hospedeiro e infeccao latente, levando a infecgao
cronica das células do hospedeiro.

O EBV é transmitido via saliva e infecta células epiteliais da
nasofaringe e linfocitos B; € endémico em todas as populagdes adultas. A
maioria das pessoas sao expostas ao EBV na infancia e carregam o virus sem
consequécias aparentes. Entretanto, a infeccdo por EBV quando ocorre na
adolescéncia, leva aproximadamente 50% dos individuos infectados a
desenvolverem a mononucleose infecciosa (IM), uma doenca linfoproliferativa
auto-limitada. As células CD8 sao responsaveis pela linfocitose no auge da IM,
mas as CD4 sao ativadas inicialmente. A natureza auto-limitada da proliferacao
de células T permite ver a agdo como induzida por um superantigeno (7).

SUTKOWSKI et al (1996), através de ensaios “in vitro”
demonstraram que o Epstein Barr Virus age como um superantigeno. Estes
estudos evidenciaram uma forte resposta primaria de células T ao virus. Foram
usadas células linfoblasticas de adultos, as quais virtualmente seriam EBV
soropositivas. Nao poderia ser excluida uma resposta de memdria ao antigeno.
Para excluir esta possibilidade foi feito o mesmo teste com células de cordao
umbilical as quais sdo 100% derivadas do feto e portanto EBV negativos, pois
os herpes virus ndo sao transmitidos ao feto durante a gravidez. A mesma
proliferacdo de células T fetal também foi observada como nas células de
adultos (28).

Neste ensaio foram também analisadas as moléculas TCR Vf
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das células T apds quatro horas de estimulacédo “ in vitro” e foi demonstrado
que células T VP13 sao ativadas preferencialmente.

E finalmente, para classificar EBV como superantigeno foi
necessario testar sua dependéncia de apresentacéo pelo MHC de Classe II.
Foi demonstrado usando-se anticorpos anti classe II, os quais bloquearam a
estimulagéo pelo EBV.

As possiveis vantagens para o EBV codificar superantigenos
estdo relacionadas ao estabelecimento e manutencdo de Iaténcia.
SUTKOWSKI et al sugerem que o papel das células T ativadas pelos
superantigenos é prover sinais necessarios para o crescimento e sobrevivéncia
de células B infectadas por virus latentes (28).

O EBV tem sido associado a doengas auto-imunes como a
Sindrome de Sjogren, a qual € associada a altos niveis de herpes virus nos
pacientes. Foi reportado o achado de células T VB 13 em lesbes de pacientes
com esta doenga, o que indica uma possivel acdo do EBV associado a um
superantigeno.

CITOMEGALOVIRUS (CMV): Este virus, assim como o EBV, também esta
presente na maioria da populagcdo. A exposicdo ao CMV durante a
adolescéncia leva a sintomas parecidos com os da mononucleose infecciosa,
caracterizado pela intensa proliferagdo de células T, a qual é auto-limitada,
enquanto que a infecgdo durante a infancia ndo apresenta sintomas. As células
T preferencialmente ativadas pelo CMV s&o as V312 (7).

A atividade de superantigeno do CMV vem de estudos em
pacientes com AIDS. Foi descoberto que o HIV 1 aumenta sua replicagdo em
pacientes com células T V12 e infectados pelo CMV, o que ndo ocorre em
pacientes negativos para o CMV (7, 17).

A proteina responsavel pela agdo superantigénica ainda nao foi
identificada e a delegdo de células TVB12 ndo foi observada em pacientes
cronicamente infectados (17).

SUPERANTIGENOS E AUTOIMUNIDADE

A habilidade dos superantigenos de ativar o sistema imune
sugere que eles tenham um papel no curso das desordens autoimunes, o qual
envolve o seu efeito de proliferagdo das células T e sua habilidade em induzir
citocinas inflamatorias e alterar a regulagao da liberagao das mesmas.

Células T autoreativas no sangue de individuos sadios, que sao
anérgicas ou estdo presente em baixas quantidades, podem potenciamente
ser ativadas em certas situagdes. A habilidade dos superantigenos de ativar
células T baseados no seu tipo Vp e especificidade a TCR, pode causar uma
proliferacdo de células T autoreativas, levando a uma quebra da autotolerancia
e induzindo a autoimunidade. Em adigao, a interagcdo de superantigenos com
moléculas MHC classe II pode ativar células B e macréfagos a secretar
excessivas quantidades de citocinas inflamatorias com liberagdo de o6xido
nitrico, expressao de moléculas de adesdo, e regulagcdo na expressao de
moléculas coestimulatorias, aumentando o dano tecidual. Algumas citocinas
inflamatorias liberadas pelos superantigenos, incluindo TNFa e IFNy podem
aumentar esses efeitos pelo aumento da adesao de leucdcitos e regulagédo na
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expressao de MHC. Essas reagdes levam a uma apresentagcdo anormal de
autoproteinas e ativacédo de células T autoreativas. Além disso, a habilidade
dos superantigenos em ativar células que expressam molécula classe II
sugerem que eles podem ativar células B e gerar autoanticorpos (11).

DOENGAS RELACIONADAS A SUPERANTIGENOS E AUTOIMUNIDADE

Psoriase: A psoriase € uma doenga inflamatéria cronica na pele que afeta
aproximadamente 2% da populacdo em geral. As lesbes caracteristicas da
pele consistem em placas eritematosas persistentes com infiltragdo de células
inflamatorias e aumento da proliferacdo de queratindcitos. A ativagdo imune,
particularmente de células T, tem um papel critico na patogénese da psoriase.
Este conceito € suportado pela seguinte observagao: primeiro, a avaliagado
histolégica de lesbes de pele demonstraram uma hiperplasia epidérmica
precedida pela infiltragdo de linfécitos T e macréfagos na pele. Além disso,
clones de linfocitos T proliferam nas lesdes da psoriase, liberando fatores de
crescimento que induzem a proliferacdo de queratindcitos. Segundo, certos
subtipos de psoriase exibem uma forte associacdo com antigenos HLA
especificos. Terceiro, drogas imunossupressoras que inibem a ativacdo de
células e secregao de citocinas como anti CD3, corticosterdides e ciclosporina
A sao muito efetivos no tratamento da psoriase (13).

Estes dados suportam o conceito de que a psoriase é mediada
imunologicamente, embora o gatilho para estes eventos ainda n&o se encontra
esclarecido. Psoriase Gutata € uma forma bem definida de psoriase que
aparece repentinamente e em geral estda associada a historia de infecgéo
estreptococica anterior, ou titulos aumentados de anticorpos anti-
estreptococicos no soro (13).

LEWIS et al (1993) descreveram a presenca de muitas células T
VB em lesbes agudas de pele de pacientes com psoriase gutata (14).

A associacao entre psoriase e infecgao estreptococica, bem como
a observacdo que certos tipos de células T VB sdo predominantes nas lesdes,
sugere que superantigenos estreptocécicos estejam envolvidos na patogénese
da doenca.

O que é proposto por VALDIMARSSON et al (1995) é que as
lesbes da psoriase s&o iniciadas por exotoxinas (superantigenos) que ativam
as células T. Estas lesdes persistem porque as células T reagem com a
proteina M estreptocdcica (antigeno convencional) e com um determinante na
pele, que possivelmente € uma variante da queratina. As citocinas liberadas
pelas células T estimuladas pelo superantigeno podem favorecer um aumento
na reagao cruzada com um autoantigeno, induzindo a ativagao de células T
autoreativas. Logo, os TCR Vp especificos determinados pelo superantigeno,
podem ser mantidos pelas células T em lesGes da psoriase (29).

Artrite Reumatodide: Estudos de artrite autoimune em modelos animais
suportam o conceito de que os superantigenos podem contribuir para o curso
da doenga. O superantigeno do Mycoplasma arthritidis (MAM) foi mostrado
como um indutor de exarcebacao de colageno em ratos (23).

Em humanos com artrite reumatdide (AR), evidéncias da
contribuicdo de superantigenos sdo menos diretas pois um estudo mostrou
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baixa percentagem de células T V314 em liquido sinovial. Um segundo estudo
avaliou o repertério VP na AR, e encontrou trés genes TCR na maioria das
amostras sinoviais examinadas. Um terceiro estudo demonstrou que a SED
poderia estar direcionando as células B a secretar o fator reumatdide.

Muitos estudo in vitro tém analisado a interacdo entre células
sinoviais, células T e superantigenos, sugerindo que estes ultimos tém uma
influéncia no curso da artrite induzida por antigenos, podendo atuar
significativamente na habilidade das células sinoviais ativarem células T (23).

CONDUTA TERAPEUTICA NAS DIVERSAS PATOLOGIAS ASSOCIADAS A
SUPERANTIGENOS

Na maioria dos casos de choque téxico por estafilococos e
estreptococos, quando diagnosticados precocemente, o uso de antibiéticos
apropriados € indicado como terapéutica. Em estagio avangado da doenca,
terapias direcionadas para bloquear a resposta imune séo mais efetivas do que
terapias direcionadas ao patdogeno. No entanto, uma conduta terapéutica
adequada requer um conhecimento aprofundado sobre a interacéo
hospedeiro/patégeno e do mecanismo de patogénese do choque toxico (10).

Levando-se em conta o papel central da TNF-a no choque toxico,
€ légico propor que terapias anti-citocinas seriam mais efetivas na intervencéao
clinica. E possivel que, bloqueando sua sintese com drogas como a
Talidomida ou pela administragcdo de receptores soluveis ou anticorpos
neutralizadores, a progressao da doencga possa diminuir e as manifestagbes
sistémicas sejam amenizadas (10).

Outra estratégia utilizada é bloquear outros mediadores do
choque toxico como o Oxido nitrico, que pode ser utilizada sozinha ou em
associagao com anticitocinas.

Em casos de infecgbes severas e choque toxico por
estreptococos, observou-se a auséncia de anticorpos neutralizadores dos
superantigenos, o que correlacionou-se com formas severas de choque toxico.
Por este motivo sugere-se que talvez uma vacina possa ser desenvolvida para
uso nessas doencgas. No entanto, nem sempre se conhece qual superantigeno
esta envolvido e consequentemente qual vacina seria mais eficaz. Em muitos
casos a agao dos superantigenos pode ter seu efeito aumentado pelo
sinergismo com outros fatores de viruléncia que também contribuem para o
processo e logo devem ter a sua atividade igualmente neutralizada.

O uso de imunoglobulinas intravenosas para o tratamento de
choque téxico por Gram positivos também esta sendo estudado e parece ser
eficaz. Estas preparagbes de imunoglobulinas contém anticorpos
neutralizadores de toxinas e citocinas, além de moléculas soluveis de HLA.
Estas moléculas parecem competir com a molécula MHC de classe II inibindo
a sua ligagdo com superantigeno. Esta inibicao interfere na capacidade do
superantigeno de produzir excessivas quantidades de citocinas inflamatdrias.
No entanto mais estudos sdo necessarios para comprovar a sua eficacia
quando admnistrada em diferentes fases da doenca (10).

Em relagdo a autoimunidade, apesar de ainda sé existirem
evidéncias indiretas do papel do superantigeno, é possivel especular uma
terapéutica que diminua a progressao dessas doengas. Se uma particular
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cadeia VP da molécula TCR é suspeita de estar envolvida na ativagao pelo
superantigeno, €& possivel que estas células sejam fisicamente e
funcionalmente eliminadas, usando anticorpos anti V especificos (10).

CONCLUSOES

A descoberta dos superantigenos e sua potente agao no sistema
imune gerou um grande impacto na area cientifica. O entendimento do seu
modo de acdo ajudou a revelar o mecanismo de patogénese de inumeras
doencgas que permaneceu obscuro por anos.

Estas proteinas, originarias de varios microorganismos,
elucidaram a fisiopatologia de doengcas como o choque toxico e intoxicagéo
alimentar, entre outras. A descoberta que toxinas bacterianas séao
responsaveis pelo desenvolvimento destas patologias e dos fortes efeitos
apresentados pelo organismo, direciona o tratamento e permite compreender
as consequéncias destes efeitos.

Cabe enfatizar que os efeitos dos superantigenos podem variar
consideravelmente dependendo do hospedeiro e da interligagdo entre o
sistema imune individual e o patdgeno. Logo, deve-se evitar conclusdes
generalizadas e uma superestimagédo destas moléculas, porque nem todos os
superantigenos comportam-se da mesma maneira. A atividade biolégica é
dependente do hospedeiro, da idade, de situagdes de stress, mudancas
hormonais e infecgdes concomitantes (10).

O prototipo de superantigenos sao as exotoxinas pirogénicas
produzidas pelo Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes. Muitas
proteinas candidatas a superantigeno tém sido descritas em bactérias, virus e
protozoarios.

Segundo uma revisao feita por FLEISHER et al, 1995 (5), a
descoberta dos superantigenos levou a uma expectativa na busca de novos
representantes. Segundo o autor, a expectativa aliada ao apelo da designagcao
“superantigeno” levou a um numero de candidatos reportados que excedem o
numero de superantigenos que realmente existem.

A descoberta de um novo superantigeno deve ser provada
através do uso de proteinas recombinantes. Isto é necessario para excluir a
possibilidade de contaminagao com outras proteinas, daquelas que realmente
tém acao superantigénica.

O papel dos superantigenos na terapéutica tem sido muito
estudado e o seu uso no tratamento do cancer e de doencas infecciosas muito
discutido.

Ainda existem muitas facetas para serem descobertas sobre
essas moléculas. Os avangos cientificos e tecnolégicos permitirdo a
caracterizagcao de novos superantigenos e certamente o conhecimento dessas
proteinas contribuira para um melhor entendimento do sistema imune, da
interacdo hospedeiro/patdégeno e da etiologia de muitas doengas.
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Piedra Negra — Relato de casos
Case report
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RESUMO - Piedra negra ¢ uma infec¢ao causada por um ascomiceto, Piedraia hortae, que se caracteriza
pelo aparecimento no terco distal dos cabelos de nodulos fusiformes, de consisténcia dura e coloragdo preta
constituidos por massas compactas e organizadas de fungos. No homem, a piedra negra ocorre em regides
tropicais e subtropicais com precipitagdes pluviais abundantes, temperaturas elevadas e alta umidade do ar.
No presente trabalho, os autores apresentam seis casos de piedra negra observados em pacientes atendidos
no Laboratério de Micologia da UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA — Paraiba — Brasil.

PALAVRAS — CHAVE - Piedra negra; Piedraia hortae

SUMMARY - Black piedra is a hair infection caused by Piedraia hortae. 1t is caracterized by the
formation of firmly attached black and hard nodules around the hair shaft. In man, black piedra occurs in
the tropical and subtropical regions of the world, areas with abundan rainfull and high atmospheric
temperatures. Hairs with black piedra were isolated from patients in the Mycology Laboratory from the
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA — Paraiba - Brasil. A total of six cases have been
investigated and the results are presented and discussed by the authors.

KEY WORDS - Black piedra; Piedraia hortae.

INTRODUCAO

O termo piedra ¢ utilizado para designar alteragdes patologicas da parte extrafolicular e aérea dos
pelos, caracterizadas clinicamente por noédulos de consisténcia dura, de coloragdo negra ou esbranquicada e
produzidas por fungos do género Trichosporon (piedra branca) e Piedraia (piedra negra). Ambas sdo
distintas ndo so6 pelos seus agentes etiologicos, mas também pela sua distribuicdo geografica e
epidemiologia’.

A piedra negra caracteriza-se pelo aparecimento de nodulos fusiformes, arenosos, visiveis ou no
a olho nu, escuros, duros, muito aderentes, constituidos por massas compactas e organizadas de fungos no
terco distal de fios de cabelos % O agente etiologico é um ascomiceto, Piedraia hortae (BRUMPT)
FONSECA & AREA LEAOQ’, cujo crescimento se faz na superficie da haste pilosa e dentro da bainha do
fio de cabelo, tornando-se enfraquecido e ,s vezes,quebrando na zona parasitada’.

Os principais fatores que contribuem para a incidéncia da micose sdo as precipita¢cdes pluviais
abundantes, temperaturas elevadas e altos niveis de umidade do ar*. No homem, a piedra negra ocorre em
regides tropicais e subtropicais, tendo sido registrada em paises da América Latina (Suriname’, Venezuela®,
Paraguai’, Argentina® e Uruguai’) e Asia (Indonésia'', Indochina'?, Malésia" e Taildndia'*). No Brasil, ha
registros na literatura de casos ocorridos nos estados do Amazonas, Ceara, Pernambuco, Bahia, Minas
Gerais, Rio Grande do Sul, Para e Mato Grosso®!¢1HIGITI8L9

O presente trabalho visa registrar 6 casos de piedra negra comprometendo o fio de cabelo de
adultos e criancas, diagnosticados no Laboratorio de Micologia do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal da Paraiba.

MATERIAL E METODOS
O exame micoldgico direto dos cabelos contendo os nddulos enegrecidos, com hidroxido de

potassio a 20%, revelou a presenca de ascos contendo ascosporos ao longo dos fios de cabelo,
caracteristicos de Piedraia hortae. Fragmentos de pelos infectados foram semeados em agar Sabouraud-



dextrose, incubados a temperatura ambiente. Apds uma semana foi observado o desenvolvimento de uma
coldnia negra, de centro elevado e cerebriforme.

RELATO DOS CASOS

Caso 1

B. F. P.F., sexo feminino, negra, 30 anos, procedente de Jodo Pessoa, atendida em 1993 no
ambulatério de dermatologia do Hospital Universitario Lauro Wanderley, apresentava nddulos duros,
escuros ¢ fortemente aderidos ao cabelo . Apds confirmagdo do diagnoéstico, a paciente foi encaminhda a
Dermatologia para tratamento.
Caso 2

B. F. S., sexo feminino, negra, 4 anos, estudante, morando em Jodo Pessoa, proveniente de
consultdrio particular em 1994, foi atendida no Laboratorio de Micologia, apresentando nddulos escuros e
duros ao longo dos cabelos. No exame micoldgico direto e cultura ficou constatado que se tratava de um
caso de piedra negra tendo a paciente sido submetida ao tratamento especifico para a micose.
Caso 3

M. S. J. S., sexo feminino, negra, 09 anos, estudante, procedente de Jodo Pessoa, atendida no
ambulatorio de Dermatologia do Hospital Universitdrio Lauro Wanderley em 1996, apresentava pequenos
nédulos escuros envolvendo completamente a haste dos cabelos. Apds exame micoldgico, foi
diagnosticado como piedra negra e a paciente foi encaminhada a Dermatologia para tratamento.
Caso 4

A .M. V. M., sexo feminino, branca, 7 anos, estudante, procedente de Jodo Pessoa, proveniente de
consultério particular em 1997, procedente de Jodo Pessoa, foi atendida no Laboratério de Micologia com
grande quantidade de nddulos, duros, negros e aderidos a haste dos pélos do couro cabeludo. O exame
micologico revelou a presenga de estruturas compativeis com noédulos de piedra negra, confirmado através
de cultura micolégica.
Caso 5

S.S., sexo feminino, negra, doméstica, 33 anos, procedente de Jodo Pessoa, atendida em
ambulatorio da rede publica estadual, foi atendida no Laboratorio de Micologia em 1998, apresentando
queixa nodulos aderidos ao cabelo ¢ que ao pentear fazia muito barulho. Foram coletados varios fios
parasitados e o exame micologico revelou a presenca de estruturas fungicas compativeis com piedra negra e
confirmado através de cultura.
Caso 6

P. J. Q. M., sexo masculino, branco, 17 anos, estudante, procedente de Jodo Pessoa, atendido na
rede particular, foi atendido no Laboratorio em 1998, apresentando nddulos escuros e duros aderidos ao
cabelo, diagnosticado através do exame direto como piedra negra e confirmado pela cultura micolégica.

DISCUSSAO

Casos de piedra negra tém sido registrados em paises da América Latina>*"*°. No Brasil, o
trabalho realizado por FISCHMANN (1965) '° em Manaus, revelou que a micose era endémica nessa
regido. Através de investigacdo em comunidade indigena localizada no Parque Nacional do Xingu,
FISCHMANN (1973) reafirmou o carater endémico da piedra negra. Das 120 amostras estudadas, 106
foram positivas ao exame direto, obtendo-se 98 culturas de Piedraia hortae” .

PECHER, CASTRO & BORRAS (1982), investigando micoses superficiais em 159 escolares de
um vilarejo localizado na fronteira Brasil-Colombia na regido amazdnica ocidental, encontraram uma
prevaléncia de 21,38%'°. Dentro dessa mesma linha de investigagio, COIMBRA & SANTOS (1989),
realizaram importante estudo epidemioldgico em comunidade indigena da regido norte, e de um total de
130 indios examinados, a piedra negra foi encontrada em 56.9% dessa populagio'. Por outro lado, ha
trabalhos publicados sobre piedra negra com nimero limitado de casos” '°.

O presente trabalho inclui o estudo de seis casos de parasitismo diagnosticados no Laboratério de
Micologia e observados exclusivamente em fios de cabelos do couro cabeludo, o que parece estar em
conformidade com os outros autores™'**'®. Em relagio ao sexo, a micose foi verificada
predominantemente em pacientes do sexo feminino, coincidindo com os dados publicados na literatura'"”.
A predominancia de casos de piedra negra em pacientes do sexo masculino foi encontrada por ALMEIDA
(1916)'®. Registrados na literatura, existem resultados que mostram ndo haver diferengas de sexo em



pacientes portadores de piedra negra*'®'>. Em relagdo a idade, dos seis casos diagnosticados em nosso
laboratorio, quatro deles foram verificados em pacientes com idade variando de 4 a 17 anos, demonstrando
dessa forma a predominancia da micose em criangas e jovens adultos. Dados semelhantes foram obtidos em

trabalho realizado por outros pesquisadores’

0,10,16

Apesar da Paraiba possuir condi¢des bioclimaticas que favorecem o aparecimento do agente

etiologico da piedra negra, poucos casos tém sido verificados em nosso meio. Nesse sentido, acreditamos
que os seis casos diagnosticados no Laboratério de Micologia da UFPB, tenham sido os primeiros
registrados na literatura.
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