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Editorial

Terezinha Soares Biscegli*

E incontestavel a importancia das revistas cientificas para comunicar e tornar pUblicos o debate e o
avango da ciéncia, rompendo antigos conceitos e estabelecendo novos, criando ciclos de renovagdo que
representam uma das bases do processo cientifico. E é por este motivo que considero uma honra poder

escrever, na qualidade de Coordenadora do Curso de Medicina, o editorial do terceiro volume da
Ciéncia, Pesquisa € Consciéncia

Revista de Medicina

sua primeira publicacao em 2009.

, da qual venho participando como membro do Conselho Editorial desde

Tem sido gratificante acompanhar a evolugdo deste periddico, que desde o inicio conta com uma
equipe altamente qualificada, apoiada pela Fundacdo Padre Albino e Faculdades Integradas Padre Albino,
que trabalha de maneira ardua e continua, ndo poupando esforgos para o reconhecimento de seu valor na
comunidade cientifica.

E fato indiscutivel que o valor de uma revista cientifica reside na qualidade dos artigos que
publica e na periodicidade dessas publicagdes. No concernente a periodicidade, gracas ao empenho de

seus organizadores, a %Sﬁfﬁﬂf‘&iﬁfﬁ”'sa € Consciéncia o garantido publicacio anual, feito ; )

louvavel para um periddico iniciante, que ainda luta por sua credibilidade e aceitacdo. Quanto a qualidade

da informacdo cientifica, temos sido testemunhas que esta vem sendo a maior preocupacdo dos
Editores e do Conselho Cientifico, pois a proliferacdo de titulos de periddicos nas diversas areas do
conhecimento, muitas vezes de nivel incompativel com o periddico ao qual sdo submetidos, torna

obrigatdria a selegao criteriosa dos mesmos para ndo comprometer o prestigio da revista ou instituigao.
Ciéncia, Pesquisa € Consciéncia
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Considerando que a qualidade e periodicidade da
ja estdo garantidas, a meta para os anos vindouros € a indexagdo em base de dados nacionais e
internacionais, que permitird maior divulgagdo das informagGes de forma rapida e sistematica,
possibilitando o avanco do conhecimento cientifico. Sabemos nao ser tarefa das mais faceis, mas
acreditamos na competéncia e profissionalismo dos envolvidos para superar todos os empecilhos
relativos a este processo.

Neste terceiro volume, além de artigos de revisdo, estao sendo publicados os resultados
de pesquisas de autores conceituados dentro e fora da instituicdo, que geraram trabalhos
apresentados em congressos nacionais e internacionais. Esperamos que a leitura dos mesmos,
além de servir para ampliar os conhecimentos especificos das areas de interesse, sirva também
de incentivo para que outros docentes e alunos desenvolvam interesse em atuar na area de
pesquisa, realizando e publicando trabalhos de boa qualidade, que enaltecam ainda mais o

nome deste Curso de Medicina.

* Pediatra, Doutora em Medicina pela Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (USP). Pesquisadora e Coordenadora
do Curso de Medicina das Faculdades Integradas Padre Albino (FIPA), Catanduva-SP. Contato: terezinhabiscegli@yahoo.com.br
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ESTUDO COMPARATIVO DE DOIS PROCEDIMENTOS DE FIXAGAO
HISTOLOGICA PARA ANALISE DE ENFISEMA PULMONAR INDUZIDO
EXPERIMENTALMENTE!

COMPARATIVE STUDY OF TWO HISTOLOGICAL FIXING PROCEDURES FOR
ANALYSIS OF EXPERIMENTALLY INDUCED PULMONARY EMPHYSEMA

Valter Abrado Barbosa de Oliveira®, Jodo Tadeu Ribeiro-Paes™, Rodrigo de las Heras Kozma*™”, Nathalia Longhini
dos Santos™”*, Carolina Arruda de Faria™**, Maria José de Oliveira Ribeiro-Paes™**

RESUMO
O enfisema apresenta-se, do ponto de vista fisiopatoldgico, como uma doenca degenerativa pulmonar de carater obstrutivo,

com destruigdo das paredes alveolares e consequente aumento dos espacos aéreos distais ao bronquiolo terminal, resultando
numa limitacdo do fluxo aéreo e dispneia progressiva. Na literatura, varios autores mostram a inducdo do enfisema em
modelo animal e a analise histoldgica pulmonar. Neste trabalho, objetivou-se comparar dois métodos de fixagao do tecido
pulmonar: remocdo do pulmao e perfusdo prévia a remocao do pulmdo. Camundongos C57BI/6] foram separados em quatro
grupos experimentais, dos quais dois grupos receberam instilacao de elastase para indugdo do enfisema (G1 e G2) e dois
grupos receberam instilacdo de soro fisioldgico como controle (G3 e G4). Nos grupos G2 e G4, o pulmdo foi previamente
perfundido com uma solucdo tamponada de formol 4%, durante 5 minutos, antes da abertura da caixa toracica para a
extragdo do drgdo. Nos grupos G1 e G3 o pulmdo foi extraido sem perfusdo prévia. Apds a extracdo, todos os Orgdos
foram perfundidos durante 24 horas com a mesma solugdo de formol. Apds a fixacdo, os cortes pulmonares passaram pela
rotina histoldgica, foram corados com hematoxilina-eosina (HE) e seguiram para analise do didametro alveolar médio (Lm).
Em relacdo aos métodos de fixacdo, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
(p>0,001). Esse resultado apresenta uma implicacdo pratica importante, pois a remogao do 6rgdo sem perfusdo prévia
permite uma simplificacdo da técnica, diminuindo o tempo de execugdo do procedimento de extragdo e fixagdo do tecido
pulmonar.

Palavras-chave: Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica. Enfisema pulmonar. Histologia pulmonar. Modelo animal.

ABSTRACT
Emphysema is presented, at a pathophysiological point of view, as a degenerative and obstructive lung disease, with
destruction of alveolar walls and consequent increase of the airspaces distal to terminal bronchiole, leading to an
airflow limitation and dyspnea. In literature, several authors showed the induction of emphysema in animal models
and lung histological analysis. This study aimed to compare two methods of fixation of the lung tissue: lung removal
and perfusion prior to removal of the lung. C57BI/6] mice were divided into four groups, two of which received
intranasal instillation of elastase to induce emphysema (G1 and G2) and the other two groups received intranasal
instillation of saline, as control (G3 and G4). At the G2 and G4 groups, the lung was first perfused with a buffered
solution of 4% formalin for 5 minutes before the opening of the chest for the extraction of the lung. In G1 and G3
groups, lung was extracted without prior perfusion. After extraction, all organs were perfused for 24 hours with
the same solution of formaldehyde. After fixation, the lung sections underwent histological routine, stained with
hematoxylin-eosin (HE) and followed for analysis of mean linear intercept (Lm). Regarding the methods of
fixation, there were no statistically significant differences among all the groups (p> 0.001). This result has an
important practical implication, because the simple removal of the organ without prior perfusion allows a
simplification of the technique, reducing the running time of the extraction procedure and fixation of lung
tissue.

O

Keywords: Pulmonary Disease Chronic Obstructive. Pulmonary emphysema. Pulmonary histology. Animal

model.

1 Apoio: CAPES, FUNDUNESP, Consoércio Intermunicipal do Vale do Paranapanema (CIVAP), Prefeitura e Camara Municipal de Assis-SP.

* Pds-graduando em nivel de mestrado em Biotecnologia pela Universidade de Sdo Paulo (USP). Licenciatura e Bacharelado em Ciéncias
Bioldgicas, formados pela Universidade Estadual Paulista (UNESP) - Campus de Assis-SP. Contato: barbosadeoliveirava@hotmail.com

** Professor Doutor da Universidade Estadual Paulista (UNESP) - Campus de Assis-SP. Contato: jtrpaes@yahoo.com.br

** Pgs-graduando em nivel de mestrado em Biotecnologia pela Universidade de Sao Paulo (USP). Licenciatura e Bacharelado em Ciéncias
Bioldgicas, formados pela Universidade Estadual Paulista (UNESP) - Campus de Assis-SP.

*** pés-Graduandas em nivel de mestrado em Biotecnologia pela Universidade de Sao Paulo (USP). Bacharelado em Engenharia Biotecnoldgica,
formadas pela Universidade Estadual Paulista (UNESP) - Campus de Assis-SP.

***** Professora Doutora do curso de Medicina das Faculdades Integradas Padre Albino (FIPA), Catanduva-SP. Contato: mazepaes@yahoo.com.br
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Estudo comparativo de dois procedimentos de fixagdo histoldgica para andlise de
enfisema pulmonar induzido experimentalmente

INTRODUGAO
A Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica
(DPOC) estado

caracterizado pela limitacdo cronica e progressiva das

representa um patoldgico
trocas gasosas. Associa-se, em geral, a uma resposta
inflamatdria anormal do pulmao a particulas e gases
toxicos!. Ha duas entidades nosoldgicas de carater
obstrutivo que compdem a DPOC, a bronquite
crénica e o enfisema pulmonar. O enfisema é
resultante da destruicao das paredes alveolares, com
consequente aumento dos espagos aéreos distais
ao bronquiolo terminal®®,

Entre os agentes etioldgicos do enfisema,
bem como, de forma geral, da DPOC, incluem-se a
exposicdo a poluentes como particulas e gases
nocivos!. Na maioria, cerca de 90% dos casos, 0
tabagismo € o principal responsavel pelo surgimento
da doenca'>’. Uma outra parcela, menos significativa
do ponto de vista epidemioldgico, que corresponde
a cerca de 2% dos casos, é decorrente da deficiéncia
da enzima alfa-1-antitripsina, que caracteriza uma
anomalia genética, com padrdo de heranga
autossGmico recessivo?.

Atualmente, a hipdtese mais aceita para explicar
0s mecanismos etiopatogénicos do enfisema pulmonar
propée um possivel desequilibrio entre proteases que
agridem o parénquima pulmonar e antiproteases que
inibem a acdo das enzimas proteoliticas® 3.

Os estudos pioneiros em relagao ao
desenvolvimento do enfisema pulmonar foram realizados
na década de 1960, por Gross, que obteve a patologia
induzida em modelo animal a partir da instilagao
intratraqueal de papaina'®. Esse estudo teve como
consequéncia um reforco a hipdtese do desequilibrio
entre proteases e antiproteases.

Os modelos animais de enfisema pulmonar sao
uma ferramenta muito importante, possibilitando
estudos fisiopatoldgicos's'7, bem como,
terapéuticos'®23. Em geral, a inducdo do enfisema em
animais pode ser realizada via administracao
intratraqueal de proteases (elastase, papaina, entre
outros)?*% ou por exposi¢cdao a fumaca do cigarro'®,

Existem também modelos animais transgénicos e/ou

“Knockouts"??’, Embora os métodos de indugdo de
enfisema pulmonar em modelo animal ndo mimetizem
perfeitamente o enfisema humano, representam uma
abordagem metodoldgica de grande utilidade e
aplicabilidade em estudos sobre os processos
fisiopatoldgicos da doenca®.

Por outro lado, apos indugao do enfisema,
uma série de abordagens metodoldgicas tem sido
propostas para a analise histoldgica do tecido pulmonar
de animais submetidos a indugdo experimental de
enfisema. Dentre as diferentes metodologias para
perfusdo e fixacao do tecido pulmonar, destacam-se
duas abordagens: fixacao do 6rgdo, por perfusao,
antes da abertura da caixa toracica para remogao dos
pulmdes!®?® e remocdo do 6rgao sem perfusdo
préviaz1,28,z9_

N&do ha, no entanto, na literatura, nenhum
estudo prévio que compare as duas técnicas de fixacao
do tecido pulmonar. Considerando esses aspectos,
buscou-se realizar um estudo analitico-comparativo
entre os dois métodos de fixagdo: 1) perfusdo prévia
a remogdo do 6rgdo e 2) remogdo do 6rgdo sem

perfusdo prévia.

MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem
C57BI/6], fémeas, com idade de dois meses. Os animais
foram mantidos em caixas de polipropileno forradas com
serragem, em sala com temperatura e luminosidade
controladas (22°C e 12h - luz e 12h - escuro), receberam
dieta solida e agua suplementada com Vitagold® (marca

Tortuga, Sao Paulo e Brasil) ad libitum.

Grupos experimentais

Os animais foram divididos em quatro grupos:
G1l, G2, G3 e G4 (Tabela 1). A fim de induzir o
enfisema, os grupos G1 e G2 receberam instilagdo
intranasal de 50pl de solugdo contendo 4UI de elastase
porcina pancreatica (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO
- USA). Como controle, os grupos G3 e G4 receberam
instilacao intranasal de 50ul de solucdo fisioldgica
(Figura 1).
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Figura 1 - Instilagdo intranasal de elastase em camundongo da linhagem
C57BI/6]

Tabela 1 — Grupos experimentais adotados no estudo

Grupos Solugdo Instilada Técnica
G1 Elastase Remogdo e fixagdo
G2 Elastase Perfusdo prévia
G3 Solugdo Fisioldgica Remogdo e fixagdo
G4 Solugdo Fisioldgica Perfusdo prévia

Perfusao e fixacdo dos pulmdes

Os animais foram sacrificados 21 dias apos a
instilacdo, por aprofundamento de anestesia com
Tiopenthax® (Cristdlia - Produtos Quimicos e
Farmacéuticos LTDA - SP - Brasil) e os pulmdes foram
extraidos para andlise histoldgica. Nos grupos G2 e
G4 foi utilizada a técnica de perfusdao prévia a
extracdo. Esta técnica consiste na perfusdao dos
pulmdes, com solugdao tamponada de formol a 4%,
durante 5 minutos, antes da abertura da caixa toracica
para a remocdo do 6rgdo. A traqueia foi canulada
utilizando-se cateter intravenoso Angiocath 20G
(Becton Dickinson Ind. Cir. LTDA — Juiz de Fora, MG -
Brasil). Nos grupos G1 e G3 os pulmdes foram
removidos sem perfusdo prévia com solucdo de formol.
Apds extragdo, todos os orgdos foram fixados na
mesma solugdo de formol a 4% durante 24 horas em
um aparato de fixacdo adaptado pela equipe do
Laboratdrio de Genética e Terapia Celular — GenTe
Cel, da Faculdade de Ciéncias e Letras da Unesp
Campus de Assis (Figura 2). Neste aparato os pulmdes
sdo mantidos a pressdo constante de 20 cm H,O de
solucdo fixadora, que proporciona a fixagcdo do érgao
inflado de maneira uniforme, para uma melhor analise

do didmetro alveolar.

Figura 2 - Fixacdo dos pulmdes em aparato adaptado pela equipe do
Laboratério de Genética e Terapia Celular — GenTe Cel, da Faculdade de
Ciéncias e Letras (UNESP), Campus de Assis
Preparacao histologica

ApGs as 24 horas, os 6rgdos foram submetidos a
rotina histoldgica e foram incubados em parafina para confeccao
das laminas. Foram realizados cortes histolégicos de 6um de
espessura de tecido pulmonar. As laminas foram coradas com

Hematoxilina-Eosina (HE) para analise morfométrica.

Analise morfométrica

Para cada animal, foram analisados dez campos
aleatdrios ndo coincidentes em aumento de 400 vezes
com microscépio Optico de campo claro (Carl Zeiss — Carl
Zeiss Microlmaging GmH — Géttingen - Alemanha).

A analise morfoldgica do enfisema foi feita por
intermédio do LM (em micrometros), indicador do
diametro alveolar médio, proposto por Weibel®® em 1963,

conforme esta representado na Figura 3A.
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Figura 3 — (A) Reticulo empregado para determinagdo do Lm, conforme proposto
por Weibel*. (B) Reticulo projetado sobre uma lamina de tecido pulmonar

Analise estatistica
Os dados obtidos de LM foram comparados pela
Analise de Variancia (ANOVA) de Kruscal Wallis e post-

Hoc de Dunn, com nivel de significancia 5%.
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Aspectos éticos

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA)
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus Assis,
registro n°® 013/2009.

RESULTADOS

Empregou-se, neste estudo, a analise
morfométrica do parénquima pulmonar, por meio do
Lm, conforme a técnica descrita por Weibel?°, com o
intuito de avaliar a agao da elastase, bem como o
efeito de dois procedimentos de perfusao pulmonar:
perfusdo prévia a abertura da caixa toracica para a
retirada dos pulmdes e remocdo do 6rgao sem
perfusdo prévia. Na Figura 4 sdo apresentados os
valores de Lm. Os grupos tratados com elastase (G1
e G2) apresentaram maior didmetro alveolar em relacdo
aos controles (G3 e G4), demonstrando que o modelo
adotado de instilagdo com elastase foi eficaz para o
desenvolvimento do enfisema. Na Figura 5,
apresentam-se, de forma qualitativa, os mesmos
resultados, mostrando que os grupos tratados com a
elastase (A e B) apresentaram um aumento dos
espagos aéreos quando comparados aos grupos
controle (C e D).

As duas técnicas de fixacdo do tecido
pulmonar abordadas neste estudo foram executadas
em animais tratados com elastase e controles que
receberam apenas solugdo fisioldgica. Conforme
apresentado na Figura 4, pode-se verificar que a
aplicacdo das diferentes técnicas em animais controle
nao apresentou diferenca, sendo G3 semelhante a G4.
A andlise entre os animais tratados com elastase
demonstrou, da mesma maneira, nao haver diferenga
entre as técnicas de fixacdo, sendo G1 semelhante a
G2, evidenciando, portanto, que as diferentes técnicas
de fixacdao tecidual ndo interferem no padrao

histoldgico pulmonar.

METODC DE FIXAGAD

50
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Medida 26,60 25,51 24,04 23,58
Desvido Interg. 7,055 3,920 4,205 3,1B0
n 11 10 12 11

Figura 4 — Analise comparativa do didmetro alveolar médio. G1 e G2
Correspondem aos grupos instilados com elastase. G3 e G4 representam
os grupos controle. Nos grupos Gle G3 foi empregada a simples remogao
dos pulmd@es, enquanto nos grupos G2 e G4 foi aplicada a técnica de
perfusdo prévia a abertura da caixa toracica. (*letras iguais indicam
medianas iguais, com p>0,001)

Figura 5 — Fotomicrografias em microscopio de campo claro dos cortes
histolégicos de tecido pulmonar corados com Hematoxilina-Eosina (HE).
(A) Grupo G1 - animais instilados com elastase e pulmdes retirados sem
fixagdo prévia; (B) Grupo G2 - animais instilados com elastase e pulmdes
removidos por abertura da caixa toracica, apds fixagdo do tecido pulmonar;
(C) Grupo G3 - animais instilados com solugdo fisiologica e pulmdes retirados
sem fixagdo prévia E (D) Grupo G2 - animais instilados com solugdo
fisiologica e pulmdes removidos por abertura da caixa toracica, apos fixacdo
do tecido pulmonar. Aumento de 200 X

DISCUSSAO

A partir do trabalho pioneiro desenvolvido por
Gross em 1965, os estudos sobre modelos animais tém
contribuido decisivamente para um melhor entendimento
de diferentes aspectos fisiopatoldgicos e etiopatogénicos
do enfisema pulmonar.

Varios estudos na literatura utilizam modelos
experimentais de enfisema pulmonar induzido por
elastase. Neste trabalho, conforme apresentado na Figura

4, os animais dos grupos tratados com elastase (G1 e
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G2) apresentaram um aumento no didmetro alveolar em
relagdo aos grupos de animais tratados com soro fisioldgico
(G3 e G4).

Verifica-se em geral na literatura, que a maior
parte dos autores emprega a remogao dos pulmdes sem
realizar a fixacdo prévia a abertura da caixa toracica. Em
contrapartida, alguns pesquisadores como Ishizawa e
colaboradores e Yamada e colaboradores optam pela
fixagdo prévia do tecido pulmonar sem, no entanto,
justificar o motivo para adocdo desse procedimento!®?°,

A aplicacdo da perfusdo prévia dos pulmdes poderia estar

fundamentada no fato desta técnica manter a integridade
do parénquima pulmonar frente as mudancas pressoricas
resultantes da abertura da caixa toracica para remogdo
do érgao.

Neste trabalho, nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre as duas técnicas de
fixagdo. Esses resultados apresentam uma implicacao
pratica importante, pois a remocdo do érgdao sem
perfusdo prévia permite uma simplificacdo da técnica,
diminuindo o tempo de execugao do procedimento de

extracao e fixacao do tecido pulmonar.
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RESUMO

E de amplo conhecimento o envolvimento do neurotransmissor glutamato através de seus receptores gliais e neuroniais nos
processos neuroinflamatorios e neurodegenerativos do SNC. Entretanto, esse mecanismo ainda ndo é completamente
conhecido. Neste estudo foram avaliados, num curso temporal, as alteragdes na expressao das subunidades dos receptores
AMPA e o comprometimento da memoria espacial de ratos apds lesdo hipocampal induzida por microinjecdo de NMDA. Ratos
Wistar machos foram divididos em dois grupos principais, controle e NMDA e ambos receberam injecdo intra-hipocampal,
bilateralmente. O grupo NMDA foi dividido em trés subgrupos: 24 horas, 2 semanas e 4 semanas (tempo apds a lesdo com
NMDA no qual os animais foram submetidos ao teste comportamental e, posteriormente, sacrificados). A memoria espacial
foi avaliada utilizando o labirinto aquatico de Morris e a expressdo das subunidades GIuR1 e GIuR2 por imuno-histoquimica.
Os resultados comportamentais demonstraram o possivel comprometimento da memoria espacial dos animais lesados com
NMDA, uma vez que estes apresentaram maiores laténcias (110%) para encontrar a plataforma durante os quatro dias
de treino. Adicionalmente, no dia do teste final, com a retirada da plataforma, eles permaneceram menos tempo no
quadrante alvo (37%) quando comparados ao grupo controle. Considerando a expressdao da subunidade GIuR1, a
injecdo de NMDA induziu aumento no nimero de células imunorreativas na camada CA1 nos grupos de 2 e 4 semanas
pos-lesdo. Para a subunidade GIuR2 foi observada uma diminuicdo no nimero de células imunopositivas na camada
CAL1. Esses resultados sugerem que a participagdo do glutamato nos mecanismos hipocampais ativados pela lesdo por
NMDA depende: i) do tempo pds lesdo; ii) da subunidade de AMPA e iii) de areas especificas do hipocampo.

Palavras-chave: AMPA. GIuR1. GIuR2. Les3ao hipocampal. NMDA.
ABSTRACT

It is widely known the involvement of glutamate neurotransmitter through glial and neuronal receptors in
neuroinflammatory and neurodegenerative processes in the CNS. However, this mechanism is still not fully known.
In this study it was evaluated, in a time course, the changes on the expression of AMPA receptor subunits and on
the impairment of spatial memory following the hippocampal lesion induced by NMDA microinjection. Male Wistar
rats were divided in two main groups, control and NMDA and both received intrahippocampal injection, bilaterally.
The NMDA group was divided in three subgroups: 24 hours, 2 weeks and 4 weeks (time after injury with NMDA
in which the animals were subjected to behavioral test and then sacrificed). The spatial memory was evaluated
using the Morris water maze and the expression of GIuR1 and GIuR2 subunits by immunohistochemistry. The
behavioral results suggest the possible involvement of spatial memory of the animals lesioned with NMDA, as
they showed higher latencies (110%) to find the platform during the four days of training. Additionally, on the
final test, with the removal of the platform, they spent less time in the target quadrant (37%) when compared
to control group. Considering the expression of GIuR1 subunit, NMDA injection induced an increase of
immunopositive cells in CA1 after lesion. For GIuR2 subunit it was found a reduction of immunopositive cells.

These results suggest that the involvement of glutamate on the hippocampal mechanisms triggered by NMDA
depends on: i) time after lesion; ii) AMPA subunit; and iii) specific areas of the hippocampus.

Keywords: AMPA. GIuR1. GIuR2. Hippocampal injury. NMDA.
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INTRODUGAO

O glutamato é o principal e mais abundante
neurotransmissor excitatdrio do SNC, participando de
importantes fungdes fisioldgicas. Entretanto,
concentragdes excessivas de glutamato resultam na
superestimulacdo de seus receptores levando ao aumento
do influxo de Ca?* para dentro dos neur6nios e ativando
um mecanismo intracelular conhecido como
excitotoxicidade. Este mecanismo, que resulta na morte
dos neurdnios, é observado na maioria das doengas
neurodegenerativas do SNC!.

Os receptores de glutamato sdo divididos em
dois grandes grupos, os ionotrépicos (iGIuRs) e os
metabotrdpicos (mGIuRs). Os receptores ionotropicos sao
classificados de acordo com seus agonistas em N-metil-
D-aspartato (NMDA), acido-amino-3-hidroxi-5-metil-
isoxazol-4-propidnico (AMPA) e cainato (KA). Sdo proteinas
transmembranares constituidas por um complexo de
diferentes subunidades, em diferentes combinagdes, que
conferem ao receptor maior ou menor permeabilidade
ao influxo de ions?.

Os receptores AMPA sdo constituidos pela
combinagdo de quatro subunidades diferentes conhecidas
como GluR1-4, derivadas de um Unico gene. Essas
subunidades possuem diferentes permeabilidades ao ion
Ca?*, sendo a subunidade GIuR2 completamente
impermeavel. A presenga de pelo menos uma subunidade
GIuR2 na composigdo do canal é capaz de causar reduzida
permeabilidade ao ion Ca?* devido a presenca de um
aminoacido arginina carregado positivamente na regido
M2, ao invés de glutamina, como ocorre nas outras
subunidades®. O processamento alternativo dos genes
que codificam as subunidades AMPA da origem a duas
isoformas distintas destas proteinas, flip e flop, que
conferem aos receptores diferentes propriedades fisicas
e quimicas, além de distribuicao heterogénea nas regioes
cerebrais e expressdo diferencial nos diferentes estagios
do desenvolvimento®*.

Evidéncias mostram que algumas moléculas
envolvidas com a comunicagdo celular no sistema nervoso
maduro devem exercer papéis importantes durante o
desenvolvimento, incluindo proliferacdo celular, migragao,

modificacGes morfoldgicas dos neuritos, diferenciacao

neuronal e neurogénese®s. Considerando aspectos
especificos da neurotransmissdo glutamatérgica, estudos
revelam a ocorréncia de regulacdo na expressao diferencial
das subunidades dos receptores AMPA durante o
desenvolvimento, sugerindo que em diferentes estagios
do desenvolvimento possa haver diferentes influéncias
sobre a plasticidade sinaptica, sobrevivéncia neuronal e
até mesmo suscetibilidade a excitotoxicidade induzida por
glutamato®”.

Os processos de plasticidade e toxicidade
neuronais resultam da ativacdo de diferentes subtipos
de receptores capazes de modular o influxo de ions Ca?*,
como os receptores AMPA. Através destes, a entrada
controlada de Ca?* em quantidades determinadas levam
a alteragdes celulares que desencadeiam respostas
metabdlicas, como a ativacdo de segundos mensageiros,
ou até mesmo a ativacdo dos receptores NMDA
dependentes de voltagem?®°.

Além dos receptores AMPA, a superestimulagdo
dos receptores NMDA também induz aumento acentuado
do influxo de Ca?*, uma vez que todas as subunidades
que compGem estes receptores sdo permeaveis ao ion.
Através destes, a entrada de Ca%* estd envolvida na
regulacdo de varios sinalizadores celulares que pode
resultar em alteragbes de curta ou longa duragdo no
SNC. Este mecanismo é essencial para induzir a
potenciacao de longa duragdo (LTP) sugerindo que os
receptores NMDA exercem um papel importante na
formagdo da memoria e plasticidade sinapticat®.

Através de AMPA, NMDA ou cainato, a
superestimulacdo por glutamato é seguida por rapida
elevacdo das espécies de oxigénios reativos (ROS)
resultando em morte neuronal pela ativacdo dos
mecanismos de estresse oxidativol. Em modelos de
inducdo de crise convulsiva ou em lesdes induzidas pela
administracao de NMDA e KA, a liberagdo de glutamato
endogeno é provavelmente responsavel pela morte
neuronal, uma vez que o processo desencadeado e que
resulta em morte é mediado pelos receptores NMDA!L,
O glutamato quando liberado pode se ligar a diferentes
receptores, principalmente os NMDAs, uma vez que sua
ativacdo causa mobilizagdo do Ca?* citosodlico livre. O

excesso de Ca?* intracelular estimula enzimas calcio-
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dependentes resultando na produgdo excessiva de ROS,
os quais levam a modificagdo estrutural do DNA, proteinas
(formacdo de carbonil proteinas) e lipideos (peroxidacdo
lipidica), levando a danos no citoesqueleto!2.

Estudos realizados em animais expostos a danos
hipocampais induzidos pela administracdao de NMDA
revelam comprometimento da memdria espacial e
hiperatividade locomotora®>4, além de perda substancial
de tecido hipocampal e gliose'*. O hipocampo de
mamiferos € uma regido importante para a aquisicdo de
novas informacGes, estd relacionado com a memoria
espacial e aprendizado, além de participar da regulacao
de comportamentos defensivos relacionados a
ansiedade?®®. Estudos comportamentais utilizando modelos
animais sdo essenciais nas pesquisas que investigam as
bases neurais do aprendizado e da memdria. Um dos
principais testes e mais utilizado nestes estudos em
roedores é o labirinto aquatico de Morris?e.

Com o objetivo de contribuir para esclarecer a
participacdo do glutamato através dos receptores AMPA
nas alteragBes hipocampais que ocorrem nos processos
neurodegenerativos, neste estudo analisamos a
expressdo das subunidades GluR1 e GIuR2 nas diferentes
areas do hipocampo (CA1, CA2, CA3, CA4 e hilus do giro
denteado-HGD) em diferentes periodos apds a
microinjecao local de NMDA em ratos. A eficiéncia da
lesdo foi analisada através do teste de memdria espacial

no labirinto aquatico de Morris.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (200 a
250g) do Biotério Central da Universidade de S&o Paulo,
campus de Ribeirdo Preto-SP. Os animais foram transferidos
para o biotério de manutencdo do Departamento de
Biologia da FFCLRP-USP, acondicionados em caixa de
polietileno (4 animais/caixa) e mantidos em ciclo claro/
escuro de 12/12hs, temperatura de 24°C + 1°C, umidade
de 55% e agua e racdo ad libitum. A manipulacdo dos
animais seguiu os Principios Eticos na Experimentacao
Animal - Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA, 1991) e o Guiding Principles for Research

Involving Animals e Human Beings - Sociedade de

Fisiologia Americana (APS, 2000). Esse trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais
(CEUA) do campus da USP de Ribeirdao Preto (n° do
processo 10.1.619.53.3).

Cirurgia e lesdao hipocampal

Foram utilizados os seguintes grupos
experimentais (n=6/cada): Controle (ndo-lesado); NMDA-
24 horas (avaliado 24 horas pos-lesao, grupo 1); NMDA-1
semana (avaliado 1 semana pds-lesdo, grupo 2); NMDA-2
semanas (avaliado 2 semanas pos-lesdo, grupo 3) e; NMDA-
4 semanas (avaliado 4 semanas pds-lesao, grupo 4).

Antes do procedimento cirdrgico foi administrada
uma dose de 0,1 ml de sulfato de atropina (0,5mg/ml) e
15 min depois os animais foram anestesiados com
cloridrato de cetamina (60mg/Kg; Agener Unido)
acompanhada de xilazina (8mg/Kg; Calier) sendo,
posteriormente, fixados em um estereotaxico (Stoelting-
Standard). Foi realizada injecdo local de lidocaina (2%),
sendo logo a seguir feita uma incisdo na parte superior
da cabega do animal com o objetivo de expor o cranio.
Tendo como base a linha do “bregma” de acordo com o
Atlas de Paxinos e Watson (1986), foram seguidas as
coordenadas: AP: - 3,8; ML: - 1,4 e DV: - 2,0 para a
injegcdo bilateral de NMDA (12mg/mL; 0,2uL) no
hipocampo dorsal. Apds a cirurgia a incisdo foi suturada e
logo em seguida foi administrado diazepam (1mg/Kg i.m.)
aos animais para prevenir a ocorréncia de crises
convulsivas.

Uma semana apds a lesao com NMDA (grupo
2), os animais foram sacrificados, seus cérebros retirados,
seccionados e utilizados para avaliacdo histoldgica da lesao
através da coloracdo de Nissl. Os grupos NMDA-2 semanas
(grupo 3) e NMDA-4 semanas (grupo 4) foram
submetidos ao teste do labirinto aquatico de Morris para

avaliacdo da memodria espacial.

Labirinto aquatico de Morris

Os animais dos grupos NMDA-2 e -4 semanas
foram submetidos ao teste do labirinto aquatico de
Morris?’. Este é constituido de uma piscina circular em
polietileno azul (1,40cm de diametro e 50cm de

profundidade) onde foi acrescentada agua (23°C) até
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uma altura de 25cm e 2.000 mL de leite para impedir a
visao da plataforma. Uma plataforma branca de 9cm de
didmetro foi alocada no quadrante na regido sudeste.
Referéncias visuais (figuras geométricas: quadrado,
triangulo, circulo e estrela) foram colocadas nas paredes
da sala onde se encontrava o labirinto aquatico. O
protocolo experimental consistiu de 24 sessdes de treino
e uma sessao de teste. Foram realizadas seis sessoes de
treino por dia, por quatro dias consecutivos, nas quais
foram registradas as laténcias de escape até a plataforma.
No quarto dia, ao final do treinamento, a plataforma foi
retirada da agua para realizacdo do probe trial. O teste
consistiu em determinar a ocupagao do labirinto pelo
animal durante 90 segundos, verificando quanto tempo
este passou em cada quadrante, na auséncia da
plataforma. O tempo de nado gasto pelos animais no
quadrante que se encontrava a plataforma na sessao de
treino (dia anterior) foi utilizado como indice de memodria.
Foram avaliadas a capacidade de aquisicdo (sessOes de
treino, com plataforma) e retengdo (sessdo de teste,
um dia apos os treinos, sem plataforma) das informagoes
espaciais no Labirinto aquatico de Morris, de animais

controle e lesados no hipocampo.

Sacrificio, perfusdo e processamento do tecido
cerebral

Apods o periodo estipulado para cada grupo e
o término do teste comportamental, os animais foram
profundamente anestesiados com uma dose letal de
uretana e perfundidos intracardialmente através do
ventriculo esquerdo. O sangue foi retirado com PBS
0,1M, pH 7,4, seguida de solucao de paraformaldeido
4% (PFA 4% em PBS 0,1M, pH 7,4), 10 min./cada
solugdo. Os encéfalos foram entdo extraidos e pos-
fixados na mesma solucao de PFA por 2 horas adicionais
e em seguida crioprotegidos em sacarose 30% em PBS
0,1M por 48 a 72 horas a 4°C. Apos este periodo os
cérebros foram congelados em isopentana resfriada em
gelo seco e mantidos em freezer -70°C até o
seccionamento. Utilizando criostato (-18°C a -20°C),
seccOes de 30um de espessura foram retiradas da
regiao hipocampal e utilizadas nos experimentos de

imuno-histoquimica.

Procedimento de imuno-histoquimica

Foram utilizadas seccdes hipocampais em
triplicata, ou seja, trés secgGes por animal. As seccOes
foram incubadas em uma solugdo contendo o anticorpo
primario (Ac 1°, Millipore) anti-GIuR1 (1:500) ou anti-
GIuR2 (1:400) diluidos em tampdo A + Triton 0,3%
overnight, a temperatura ambiente (RT). No segundo
dia as seccbes foram incubadas com o anticorpo
secundario (Ac 2°, Dako Cytomation) 1:250 em tampao
A por 90’ e logo em seguida incubadas com ABC (Kit
Vector) 1:125 em tampao A por 2h. As seccdes foram
lavadas em TBS 0,25M (diluido do TBS 1M) e reveladas
com DAB + 3ul H,0, 30%. Ao término desta etapa as
secgOes foram diafanizadas e montadas com laminula e

Permount (Fisher).

Quantificacdo dos neurdnios imunorreativos

A andlise histoldgica das laminas de imuno-
histoquimica foi feita em microscépio Optico (Leica). As
imagens do hipocampo de todas as secgbes ensaiadas
nos experimentos foram capturadas bilateralmente através
de uma camera digital colorida (Leica - DFC300 FX). Foi
realizada a contagem dos neur6nios imunopositivos para
cada proteina estudada (GIuR1 e GIuR2) utilizando um
Programa de Analise de Imagens (Leica QWin Plus, Leica

Microsytems, Alemanha).

Analise estatistica

Os dados provenientes tanto do Labirinto
aquatico de Morris como da quantificacao de células
imunopositivas, para os grupos controle e lesados, foram
comparados através de Analise de Varidncia (ANOVA)
seguida de Newman-Keuls, utilizando o Programa Graph
Prism (versao 4.0, GraphPad Software, EUA).

RESULTADOS
Labirinto aquatico de Morris

Os resultados apresentados mostram diferengas
estatisticamente significantes entre os animais controle
€ 0s animais que foram lesados com NMDA e submetidos
ao teste 2 e 4 semanas apds a lesdo. Como esperado, a
administracao intra-hipocampal de NMDA resultou no

declinio da funcdo cognitiva, como demonstrado pelo



1 6 %Ciéncia, Pesquisa € Consciéncia 2011 janeiro/dezembro; 3(1):12-19

Revista de Medicina

Alteragbes na memdria e na neurotransmissdo glutamatérgica
induzidas pela_neurodegeneracdo do_hipocampo

aumento das laténcias para encontrar a plataforma nas
sessoes de treino (Figura 1A) e pela redugdo do tempo
de permanéncia no quadrante onde estava a plataforma
(preferéncia pelo quadrante alvo) na sessdo de teste

(probe trial, Figura 1B), em relagdo aos animais controle.
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Figura 1 - (A) Laténcias de escape dos grupos treinados por 4 dias no
labirinto aquatico de Morris (Dias 1, 2, 3 e 4). (B) Tempo de permanéncia
dos animais no quadrante alvo do labirinto aquatico de Morris durante a
sessdo de teste ap0s a retirada da plataforma (Probe Trial). Os valores sdo
a média + EPM do periodo de laténcia para encontrar a plataforma e do
tempo de permanéncia dos animais no quadrante. **p<0,001 (ANOVA
seguida de Newman-Keuls)

Na Figura 1A podemos observar que a laténcia
de escape para encontrar a plataforma no primeiro
dia de treinamento (Dia 1) dos animais do grupo NMDA-
2 semanas foi estatisticamente diferente do grupo
controle (50% de aumento) e do grupo NMDA- 4
semanas (74% de aumento) [F(2,10)= 8,234;
p<0,05], enquanto o grupo NMDA-4 semanas nao
apresentou diferenca em relagdo ao controle. No
segundo dia de treinamento (Dia 2) ndao foram
observadas diferencgas significantes entre os grupos.

Entretanto, no terceiro e quarto dias de treinamento

(Dia 3 e Dia 4, respectivamente) ambos os grupos,
NMDA-2 e -4 semanas apresentaram diferengas
significantes na laténcia de escape para encontrar a
plataforma em relacdo ao grupo controle. Este
aumento foi de 76% nos dois grupos no Dia 3
[F(2,10)=21,37; p<0,01] e de 110% (NMDA-2sem)
e 177% (NMDA-4sem) no Dia 4 [F(2,10)=9,673;
p<0,01]. Estes resultados revelam um desempenho
inferior dos animais lesados com NMDA em relagao ao
do grupo controle e indicam que houve prejuizo das
funcdes cognitivas associadas ao aprendizado e
memdria espacial nestes animais.

A Figura 1B mostra os resultados do probe trial,
teste realizado apds as sessbes de treino quando a
plataforma é retirada do quadrante alvo. Podemos
observar que o tempo de permanéncia neste
quadrante (preferéncia) dos animais lesados com NMDA
(grupos de 2 e 4 semanas pos-lesdao) foi
significativamente menor do que o tempo de
permanéncia do grupo controle [F(2,27)= 27,23;
p<0,001]. Nao foi observada diferenca entre os dois
grupos lesados.

Os resultados comportamentais mostram a
eficiéncia da lesao hipocampal por NMDA, uma vez que
esta resultou no comprometimento da funcdo desta area

cerebral.

Imuno-histoquimica

Foram realizados os experimentos de imuno-
histoquimica para a identificagdo das subunidades GluR1
e GluR2 dos receptores AMPA no hipocampo dos
animais de todos os grupos experimentais (controles
e lesados). Os resultados mostram o nimero de
neurdnios positivamente marcados para ambas as
subunidades (Immunopositive Cells — GluR1-IC e GluR2-
IC) na area CALl.

1) Expressao das subunidades GIuR1 e GIuR2 na
area CA1l do hipocampo de ratos controles ou
lesados pela microinjecdo de NMDA

As Figuras 2A e B mostram a expressdo das
subunidades GIuR1 e GIuR2 do receptor AMPA na area

CA1 do hipocampo de ratos controles ou lesados pela
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microinjecdo de NMDA nesta mesma regido. A
densidade de células imunorreativas para ambas as
subunidades é qualitativamente demonstrada na Figura
3 para todos os grupos experimentais. Podemos
observar que as GIuR1-IC aparecem tanto na camada

densa de toda a area CA1 como também esparsas nas

A

CA1

n* de células imunopesitivas (GILR 1)
]
g3

regides acima e abaixo desta camada em todos os grupos
experimentais (Figura 3A-D). Entretanto, observamos
que as GIuR2-IC aparecem mais restritas a densa camada
de corpos celulares da area CA1, exceto no grupo 2
semanas pos-lesdo (Figura 3E-H), onde o padrdo de

distribuigdo é semelhante a subunidade GIuR1.
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Figura 2 - Nimero de células imunopositivas para GIuR1 presentes na camada CA1 (A) e GIuR2 (B) do hipocampo nos grupos: Controle, 24 horas pds-
lesdo, 2 semanas pds-lesdo e 4 semanas pos-lesdo. Todos os valores sdo a média + EPM do nimero de células imunopositivas presentes em trés secges
de cada animal, quantificadas bilateralmente. *p<0,05 (ANOVA seguida de Newman-Keuls).
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Figura 3 - Camada CA1: Imuno-histoquimica para GIuR1 (A-D) e GIuR2
(E-H) no hipocampo de ratos controles (A e E) ou lesados pela microinjegdo
de NMDA na area CAl. 24 horas pos-lesdo: GIuR1 (B) e GIuR2 (F); duas
semanas pos-lesdo: GIuR1 (C) e GIuR2 (G) ou 4 semanas pos-lesdo: GluR1
(D) e GIUR2 (H).

A analise quantitativa das laminas mostrou um
aumento significativo de células imunopositivas para
GluR1 na area CA1 de animais lesados com NMDA (Figura
2A). Este aumento foi observado nos grupos
experimentais de duas semanas (20%, Figuras 3C e
2A) e quatro semanas pos-lesdo (35%, Figuras 4D e
3A) quando estes foram comparados ao grupo controle
(Figura 3A) [F(3,23)=33,41; p<0,001]. Entretanto,
0 grupo 24 horas pods-lesdo ndo apresentou diferenca
significativa no niumero de GIuR1-IC em relagdo ao
controle (Figura 3B). A analise da subunidade GIuR2
estd apresentada na Figura 2B, onde podemos observar
que a lesdo por NMDA induziu efeito contrario ao
descrito para a expressao de GIuR1l. Uma acentuada
reducdo do numero GIuR2-IC foi observada na area
CA1 de todos os grupos lesados em relagdo ao grupo
controle. Esta reducdo foi de 60% no grupo 24 horas
pés-lesdo (Figuras 3E e 2B), 75% no grupo duas
semanas pos-lesdo (Figuras 3F e 2B) e 78% no grupo
quatro semanas pos-lesdo (Figuras 3G e 2B)
[F(3,23)=213,6; p<0,0001].

A omissdo dos anticorpos primarios anti-GluR1
ou anti-GIluR2 resultou em completa auséncia de sinal

(Figuras 4 A e B, respectivamente).



18 %Ciéncia, Pesquisa € Consciéncia 2011 janeiro/dezembro; 3(1):12-19

Revista de Medicina

Alteragbes na memdria e na neurotransmissdo glutamatérgica
induzidas pela_neurodegeneracdo do_hipocampo

A B

2001 pm
L e

Figura 4 - Omissdo do Ac 1° anti-GIuR1 (A) e GIuR2 (B)

DISCUSSAO

O presente estudo mostra os efeitos da lesdo
causada pela microinjecdo de NMDA no hipocampo de
ratos sobre o comprometimento da meméria espacial
destes animais e sobre a expressao das subunidades GIuR1
e GluR2 do receptor AMPA temporalmente.

Os resultados da analise comportamental
mostraram o comprometimento das fungbes de
aprendizado e memoria nos animais que receberam o
agonista NMDA até quatro semanas pds-lesdo. Este
comprometimento indica um déficit da fungdo hipocampal
induzida pela lesdao, coerente com as observagoes
histoldgicas. Embora os animais lesados tenham aumentado
significativamente o tempo de escape para encontrar a
plataforma no Labirinto aquatico de Morris no decorrer
dos dias em relacdo aos animais controle, evidenciando
prejuizos nas fungGes de aquisigdo e retengdo da memoria
espacial, nota-se que estes animais tiveram algum
aprendizado porque acabaram encontrando a plataforma.
Estes resultados ja eram esperados, uma vez que
evidéncias experimentais anteriores mostram que as
funcées de aprendizado e memoria dependem
essencialmente da integridade do hipocampo?®®. Estes
pesquisadores demonstraram que a memoria espacial é
totalmente prejudicada (100%) quando a lesao envolve
de 40 a 60% do volume total do hipocampo e que animais
com lesbGes de 5 a 30% apresentam déficits de
aprendizado, porém ndo deixam de aprender. Esta
hipdtese corrobora integralmente nossos resultados.

De acordo com o perfil classico de distribuicdo
dos receptores AMPA no hipocampo de ratos?, os
resultados obtidos neste estudo para os animais controle
mostram a presenga de células imunopositivas para as
subunidades GIuR1 e GIuR2 em todas as areas hipocampais,
indicando tanto a especificidade de ligacdo dos anticorpos

utilizados como o padrao de distribuicao descrito para estas

subunidades. Considerando as alteragdes na expressao de
GluR1 e GIuR2 induzidas pela lesdo por NMDA, o nimero
de células positivamente marcadas para a subunidade GIuR1
na regido da area CAl onde o NMDA foi administrado
aumentou significativamente nos animais analisados 2 e 4
semanas pods-lesao, enquanto nos animais analisados 24
horas pds-lesao ndao foram observadas alteragoes.
Entretanto, se neste grupo considerarmos as células
distribuidas de forma esparsa acima e abaixo da camada
densa de neurGnios da area CAl, provavelmente serdo
encontradas alteragbes em relacao ao controle.

Sabe-se que os receptores glutamatérgicos do
tipo AMPA sdao compostos por diferentes combinagdes
de subunidades protéicas, as quais possuem diferentes
permeabilidades ao ion calcio. A subunidade GIuR1 é
altamente permedvel enquanto a subunidade GIuR2 é
impermeavel'*® e a proporcdo destas subunidades na
composicdo do receptor determina o nivel de
permeabilidade do receptor ao ion. Esta proporgdo tem
sido demonstrada ser variavel dependendo de varios fatores
como a regido cerebral, o estagio de desenvolvimento e
maturacdo do SNC, a integridade cerebral, a natureza e
intensidade de estimulos fisioldgicos ou patoldgicos, entre
outros fatores. Malinow?! demonstrou que especificamente
a presenca da subunidade GluR1 esta ligada a formagdo
de potenciais de longa duragao (LTP), os quais sdo
fundamentais para o fortalecimento das sinapses e
aumento da sua eficacia, tanto durante o desenvolvimento
pds-natal quanto na recuperagdo apds uma lesdo.
Adicionalmente, foi demonstrado que a subunidade GluR1
dos receptores AMPA possui um papel critico na mediagao
da plasticidade sindptica e na cognicao?*?. Entretanto,
sabe-se também que um aumento excessivo na
excitabilidade neuronial com elevado influxo de ions calcio
pode ter um efeito neurotdxico que leva a morte de
neurdnios?*. Desse modo, os resultados obtidos neste
estudo para o aumento da expressao de GIuR1 na area
CA1 apds a microinjecdo de NMDA podem ser discutidos
sob dois aspectos: i) contribuir com a neurodegeneragao
por permitir o influxo exacerbado de ions célcio a niveis
excitotoxicos; evidéncias da literatura suportam esta
hipétese demonstrando que o aumento da densidade

dessa subunidade esta relacionado a maior suscetibilidade
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a excitotoxicidade e consequente dano neuronial®; ii)
participar dos mecanismos de plasticidade induzidos pela
lesdo na tentativa de recuperar a area lesada. Inimeras
evidéncias da literatura também suportam esta
hipdtese?6-2¢, Adicionalmente, estudos bioquimicos
acerca dos receptores AMPA demonstraram que a
fosforilagdo da subunidade GIuR1 é essencial para a
plasticidade sinaptica e retengdo da memoria espacial®.

Em relacdo a subunidade GIuR2, os resultados
demonstraram acentuada reducdo no nimero de células
imunopositivas para esta subunidade na camada CA1 em todos
os periodos pos-lesdo analisados. Este resultado era esperado
uma vez que esta subunidade é totalmente impermeavel ao
calcio e possui um papel de modular a entrada deste ion na

célula através dos receptores AMPA nos processos fisioldgicos?7.

Neste estudo foi analisada a progressdo da lesao induzida pelo
agonista NMDA e uma visdo conjunta dos resultados obtidos
para a expressao de GIuR1 e GIuR2 nesta condicdo sugere
que a redugao de GIuR2 contribui para exacerbar o influxo de
calcio através de GluR1 e desencadear os mecanismos de
toxicidade e morte neuronial. Resultados semelhantes foram
demonstrados em outros processos neurodegenerativos ou
apds um insulto no SNC como o status epilepticus®.

Os resultados oriundos deste estudo podem
contribuir com informagdes adicionais para o esclarecimento
da participacao dos receptores AMPA nos mecanismos
envolvidos na evolugdo do processo neurodegenerativo
induzido pela administracdo intra-hipocampal de NMDA e/
ou nos mecanismos de neuroplasticidade estimulados

como consequéncia da lesdo.
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RESUMO

No ambiente hospitalar existe uma grande variedade de espécies bacterianas associadas a infecgdes. As maos dos profissionais
de salde e estudantes da area que frequentam os hospitais de ensino, quando nado devidamente higienizadas, transformam-
se em vias de disseminagao destes microorganismos patogénicos. O objetivo do estudo foi avaliar a diversidade microbiana
das mados e estetoscopios de médicos, residentes e estudantes de Medicina, durante o atendimento a pacientes, em dois
hospitais-escola de Catanduva, no estado de S3o Paulo, Brasil. Os primeiros resultados indicaram seis géneros de
enterobactérias comumente associadas a infecgdes hospitalares e encontradas com frequéncia em infecgdes do trato
urinario, respiratério e feridas operatdrias. Também foram encontradas bactérias dos géneros Shigella e Salmonella,
relacionadas a infecgOes gastrointestinais, e bactérias Gram positivas das familias Micrococaceae e Streptococaceae.

Apesar da atuacdo da Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar, o fato preocupa porque sdo os proprios profissionais
que acabam se tornando uma via de transmissdo.

Palavras-chave: Diversidade bacteriana. Lavagem de mdos. Estetoscdpios. Bactérias. Hospital.

ABSTRACT

In the hospital environment there is a wide variety of bacterial species associated with infections. The hands of health
professionals and students who attend the teaching hospitals, when not properly cleaned, become avenues of spread
of these pathogens. The purpose of the study was to assess the microbial diversity of hands and stethoscopes of
doctors, residents and medical students, during the patient care in two hospitals-school of Catanduva, in state of Sdo
Paulo, Brazil. The first results indicated six genera of Enterobacteriaceae commonly associated with nosocomial
infections and frequently found in urinary tract infections, respiratory and surgical wounds. Were also found
bacteria of the genus Shigella and Salmonella, related the gastrointestinal infections, and also found Gram-positive
bacteria of the families Micrococaceae and Streptococaceae. Despite the presence of infection control Hospital,
the fact of concern because they are the professional that ultimately become a route of transmission.
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Keywords: Bacterial diversity. Handwashing. Stethoscopes. Bacteria. Hospital.
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INTRODUGAO

Uma grande diversidade de espécies
bacterianas esta associada a infecgdes humanas tanto
na comunidade como no ambiente hospitalar. Os
avancos tecnoldgicos relacionados aos procedimentos
invasivos, diagndsticos e terapéuticos, e o aparecimento
de microrganismos multirresistentes aos
antimicrobianos usados rotineiramente na pratica
hospitalar tornaram as infecgdes hospitalares um
problema de salde publical. As maiores taxas de
infeccao hospitalar sdo observadas em pacientes nos
extremos da idade e nos servicos de oncologia, cirurgia
e terapia intensiva. Desta forma, os dados de incidéncia
e prevaléncia de infecgdo hospitalar obtidos em
diferentes estudos, mesmo em criangas, refletem tais
caracteristicas populacionais e institucionais!2.

Entre profissionais médicos, estudantes de
Medicina e outros integrantes de equipes médicas, as
maos nao higienizadas adequadamente podem ser uma
importante via de disseminagdo de microorganismos, uma
vez que no ato do exame fisico ha o contato direto com
o paciente, podendo ocorrer a transmissao direta destes
patdgenos. No Brasil, estima-se que 5 a 15% dos
pacientes internados adquirem algum tipo de infeccao
hospitalar e este nimero torna-se maior conforme o
aumento do tempo de internagao®, sugerindo uma
relacdo da flora ambiental e dos profissionais de saude

com estas infecgBes.

OBJETIVO

Avaliar a diversidade microbiana existente nas
maos e estetoscdpios de médicos, residentes e
estudantes de Medicina no ato do atendimento de
pacientes de dois hospitais do interior do Estado de Sao
Paulo. Este trabalho apresenta os resultados preliminares

deste estudo.

METODOS
Coleta do material

Foram analisados estetoscopios e/ou mdos de
46 voluntarios, os quais assinaram o Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (TCLE), autorizando a

realizagdo do trabalho. O material foi coletado com swab

estéril umedecido com solugdo salina estéril e

transportado em caldo nutriente e incubado a 37°C.

Isolamento e cultivo das bactérias

Ap0s o crescimento, a cultura foi inoculada pela
técnica de esgotamento em meio de cultura NNN sélido
(10% de sangue total)*, onde foi realizado o isolamento.
Apds a obtencdo e selegdo das colbnias, a cultura pura

foi mantida em meio Agar nutriente em tubo.

Caracterizacdo morfoldégica e identificagcdo
bioquimica

As amostras foram  caracterizadas
morfologicamente por caracteristicas de col6nias em meio
de cultura NNN sdlido (10% de sangue total)* e por
microscopia Optica em laminas coradas pelo método de
Gram. As Gram negativas foram testadas em sistemas
presuntivos de identificacdo de enterobactérias (meio
de Rugai com lisina - NewProv)®, e as Gram positivas
testadas quanto a produgdo de catalase, fermentagao
de glicose e investigagao de hemodlise em meio de cultura
NNN sdlido (10% de sangue total)*. Este trabalho foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
(CEP) das Faculdades Integradas Padre Albino,

Catanduva-SP.

RESULTADOS

Dos 46 voluntarios analisados, obtivemos o
crescimento de 36 amostras de mados e 27 de
estetoscopios. Destas, foram analisadas 77 colOnias, entre
elas foram obtidas amostras bacilos Gram negativas (16
de mdos e 20 de estetoscdpios); amostras cocos Gram
positivas (20 de mdos e 21 de estetoscépios) e 11
amostras bacilos Gram positivos de estetoscdpios. Ndo
foi observado nenhum isolado coco Gram negativo.

Entre os isolados Gram negativos foram
observadas diferengas de tamanho e, algumas vezes, no
arranjo das células (Figuras 1A e 1B). A maioria dos cocos
Gram positivos, tanto de mdos quanto de estetoscopios,
apresentou-se como diplococos, cocos em pequenos
cachos (Figuras 1C e 1D) e pequenas cadeias, alguns
isolados apresentaram cocos isolados, aos pares e

tétrades.
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Figura 1A e Figura 1B - Bacilos Gram negativos
Figura 1C e Figura 1D - Cocos Gram positivos

Entre as amostras bacilos Gram negativas isoladas
de mdos foram identificadas sete fermentadoras (Tabela
1), nove ndo fermentadoras de glicose e entre as isoladas
de estetoscdpio foram identificadas cinco fermentadoras

(Tabela 2) e 15 ndo fermentadoras de glicose.

Tabela 1 — Aspecto bioquimico presuntivo em meio Rugai com lisina,
fermentagdo de lactose em meio EMB e presenca de catalase em amostras
de bacilos Gram negativos, fermentadores de glicose, isoladas das maos
de médicos, residentes e alunos de Medicina de dois hospitais da cidade de
Catanduva-SP

" . L Gen.
Amostra| Gli Sac Gas H,S Ureia LisinaIndolLTD Lac Catalase, =. .«
A6-1 |+ + + - - + + - - + E. coli
A21-1| + + - - - + - - NC + Klebsiella
A22-2| + + - - - - + - NC + Shigella
A40-2| + + - - - - + - NC + Shigella
A5-2 |+ + - - - - - - - +  Salmonella
A12-1| + - - - - - - + NC +  Enterobacter
A5-1 |+ - - - - - - + NC +  Enterobacter

Gli — glicose; Sac — sacarose; LTD — desaminase L-triptofano; Lac — lactose;
NC — ndo cresceu; * identificacdo presuntiva de género de acordo com
Levy®

Tabela 2 — Aspecto bioquimico presuntivo em meio Rugai com lisina e
presenga de catalase em amostras de bacilos Gram negativos,
fermentadores de glicose, isoladas de estetoscopios de médicos, residentes
e alunos de Medicina de dois hospitais da cidade de Catanduva-SP

Amostra Gli Sac Gas H,S Ureia Lisina Indol LTD Catalase Gén. provavel*

E9-2 + + - - - + + 4+ + Providencia
E13-2 + + - - - + - - +  Klebsiella
E39-1 + + - - - + + - + E. coli
E39-2 + + - - - + + - + E. coli
E442 + + - - - + + - + E coli

Gli — glicose; Sac — sacarose; LTD — desaminase L-triptofano; * identificagdo
presuntiva de género de acordo com Levy®

Das 20 amostras cocos Gram positivas isoladas
de maos e das 21 cocos Gram positivas isoladas de
estetoscopios, a maioria apresentou reacdo positiva para
catalase (Tabelas 3 e 4). Entre as 17 amostras isoladas
de maos positivas para catalase, seis fermentaram glicose

e onze nao fermentaram glicose (Tabela 3). As amostras

cocos Gram positivas isoladas de estetoscopios ndo foram

submetidas ao teste de fermentagdao de glicose.

Tabela 3 — Aspecto bioquimico presuntivo de amostras coco Gram
positivas, isoladas das mdos de médicos, residentes e alunos de Medicina
de dois hospitais da cidade de Catanduva-SP, em relagdo a presenca de
catalase, fermentagdo de glicose e investigagdo de hemdlise em BAB/
sangue

Amostra |catalase gli Hem Familia Provavel* Gen. Provavel*
Al-2 - + N&o Streptococaceae

A4-2 - + N&o Streptococaceae

A32-B2 - + N&o Streptococaceae

A33-1 + +  + Micrococaceae  Staphylococcus
A2-1 + + Nao Micrococaceae  Staphylococcus
A33-2 + + Nao Micrococaceae  Staphylococcus
A41-1 + + Nao Micrococaceae  Staphylococcus
Al5-1a + + Nao Micrococaceae  Staphylococcus
A15-3a + + Nao Micrococaceae  Staphylococcus
A30-2 + - Nao Micrococaceae Micrococcus
A34-1 + - Nao Micrococaceae Micrococcus
A3-3a + - Nao Micrococaceae Micrococcus
A23-3 + - Nao Micrococaceae Micrococcus
A24-2 + - Nao Micrococaceae Micrococcus
A25-1 + - Nao Micrococaceae Micrococcus
A32-A1 + - Nao Micrococaceae Micrococcus
A39-A1 + - + Micrococaceae Micrococcus
Al7-1 + - + Micrococaceae Micrococcus
A27-3 + - Nao Micrococaceae Micrococcus
A39A-2 + - Nao Micrococaceae Micrococcus

Gli — Glicose; Hem — hemolise em BAB/sangue; * identificagdo de acordo
com Levy?; *identificagdo de acordo com Duarte’

Tabela 4 - Aspecto bioquimico presuntivo de amostras coco Gram positivas,
isoladas de estetoscdpios de médicos, residentes e alunos de Medicina de
dois hospitais da cidade de Catanduva-SP, em relagdo a presenca de
catalase

Amostra Catalase Familia Provavel*
E11-1 - Streptococaceae
E35-1 - Streptococaceae
E35-2 - Streptococaceae
E1l-1 + Micrococaceae
E1-2 + Micrococaceae
E8-1 + Micrococaceae
E8-2 + Micrococaceae
E12-1 + Micrococaceae
E12-2 + Micrococaceae
E13-1 + Micrococaceae
E14-2 + Micrococaceae
E14-1 + Micrococaceae
E20-1 + Micrococaceae
E20-2 + Micrococaceae
E25-1 + Micrococaceae
E25-2 + Micrococaceae
E27-A1 + Micrococaceae
E27-A2 + Micrococaceae
E41-2 + Micrococaceae
E43-1 + Micrococaceae
E43-2 + Micrococaceae

* identificacdo de acordo com Levy®

DISCUSSAO

Com base nos resultados presuntivos para
enterobactérias, foi possivel identificar seis géneros de
enterobactérias: Escherichia, Klebsiella, Providencia,
Enterobacter, Shigella e Salmonella. E. coli, Klebsiella,
Enterobacter e Providencia sdo enterobactérias
frequentemente associadas a infecgdes nosocomiais e
encontradas com maior frequéncia em infeccdes do trato
urinario, respiratorio e feridas operatdriasi?®8, A presenca
destas bactérias em maos e estetoscdpios da equipe de

salide é preocupante uma vez que estes profissionais
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representam uma das principais fontes e vias de disseminagao
de microrganismos patogénicos no ambiente hospitalar. Ja
as bactérias dos géneros Shigella e Salmonella estdo associadas
a infecgbes gastrointestinais causadas por alimentos
contaminados®®. A presenga de Shigella e Salmonella sugere
o contato do profissional de salde com residuos fecais
provenientes da enfermaria. Estes podem se disseminar e
causar infeccbes graves em pacientes debilitados e mesmo
em pessoas sadias, porém nestes com menor gravidade.

Além das enterobacteriaceas, algumas bactérias
Gram positivas das familias Micrococaceae e
Streptococaceae também sdo importantes patégenos em
potencial nos ambientes hospitalares. A presenca de
catalase permite separar estas duas familias®®. Os resultados
sugerem que as amostras cocos Gram positivas que
apresentaram reagao negativa para catalase pertencam a
familia Streptococaceae e as que apresentaram reacdo
positiva para catalase pertencam a familia Micrococaceae
(Tabelas 3 e 4). De acordo com Duarte’, amostras catalase
positiva e que fermentam glicose (Tabela 3) pertencem
ao género Staphylococcus, enquanto as que nao
fermentam glicose pertencem ao género Micrococcus.
Como mostrado na Tabela 3, a maioria dos isolados de
maos pertenceriam ao género Micrococcus, porém, outros
testes complementares seriam necessarios para confirmar
nossos dados preliminares.

A prevaléncia de Bacilos ndo fermentadores Gram
negativos (BNF-) s6 ndo foi maior que os cocos da familia
Micrococaceae (Grafico 1). A presenca destas bactérias
nas mdos e nos estetoscopios da equipe de salude em
percentagem maior que as enterobactérias e
estreptococos é preocupante, apesar de sua incidéncia
em hospitais ser considerada pequena quando comparada

a outros agentes etioldgicos®. A preocupacdo € maior ainda

em relagdo a resisténcia antimicrobiana de amplo espectro
que estas bactérias normalmente apresentam dentro do
ambiente hospitalar. Além disso, estes BNF sdo capazes
de causar infeccdes graves, especialmente em pacientes
oriundos de CTI e submetidos a procedimentos invasivos?®.
As perspectivas futuras do nosso estudo sdo: caracterizar
mais detalhadamente as amostras isoladas, principalmente
em relacdo a resisténcia a antibidticos, e avaliar a

variabilidade genética entre elas.
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Grafico 1 - Prevaléncia de bactérias das familias Micrococaceae e
Streptococaceae, de bacilos ndo fermentadores Gram positivos (BNF+) e
Gram negativos (BNF-) e Bacilos fermentadores (BF - enterobactérias) em
maos e estetoscdpios de médicos, residentes e alunos de Medicina de dois
hospitais em Catanduva-SP

A maioria destas bactérias é normalmente
encontrada na microbiota normal de individuos sadios,
porém, em individuos imunocomprometidos pode ocasionar
infeccGes, até mesmo letais por conta dos fatores de
viruléncia ou através de resisténcia aos antimicrobianos
atualmente utilizados. Os dados preliminares deste trabalho
mostram que, apesar de existir uma politica de controle
de infeccdo hospitalar (IH) e esforcos pelo Centro de
Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH) para combater as
fontes e vias de disseminacdo de organismos causadores
de IH, pode ser encontrada uma grande diversidade de
bactérias nas maos de médicos e estudantes de Medicina

no ato do atendimento de pacientes das enfermarias.
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RESUMO

0 Servigo de Atendimento Mével de Urgéncia (SAMU-192) foi instalado no Brasil, como politica de saude, no ano de 2004. Por
ser muito recente, ndo existem ainda muitos dados sobre o perfil dos usuarios e das ocorréncias, isto €, da eficiéncia do
sistema. O objetivo desse estudo foi identificar o perfil dos atendimentos do Servigo de Atendimento Mdvel de Urgéncia - 192
de Catanduva-SP, caracterizando os atendimentos realizados pela Unidade de Suporte Avangado e os dados epidemioldgicos
dos individuos atendidos (idade, género, entre outros). Trata-se de um estudo descritivo, quantitativo, transversal,
retrospectivo e epidemioldgico. Foram utilizadas as informag0des contidas no banco de dados da central de regulagdo médica
referente aos atendimentos realizados de novembro de 2005 a dezembro de 2008. Nesse periodo, foram registradas as
saidas de 89.407 equipes de atendimento, onde a Unidade de Suporte Avancgado foi regulada para 4.201 pacientes
(4,7%). Catanduva-SP foi o municipio que mais solicitou o servigo (94,7%) e os horarios de pico foram das 10h as 13h e das
19h as 21h. Os agravos agudos por enfermidades clinicas representam maior nimero de saidas, seguidos pelas causas
externas, a maioria dos pacientes foram encaminhados a rede hierarquizada e os principais procedimentos realizados no
local também foram analisados e relacionados quanto ao género do paciente. Ainda que na fase pré-hospitalar ndo se
reverta um quadro grave, a rapidez da chegada a cena e, posteriormente, ao hospital, bem como as intervengdes iniciais
apropriadas previnem o agravamento do quadro e o surgimento de novas lesdes. Na microrregido de Catanduva-SP, a

equipe de atendimento avangada é regulada em numero inferior a necessidade, devendo-se ao déficit no treinamento
dos médicos reguladores.

Palavras-chave: Servigo de pré-hospitalar. Ambulancias. Epidemiologia.

ABSTRACT

The Mobile Emergency Care Service -192 was installed in Brazil, as health policy, in 2004. It is very recent, there
aren’t yet many data about the users profile and occurrences and the system efficiency. The aim of this study was
to understand the profile of the visits of Mobile Emergency Care Service - 192, Catanduva-SP, characterizing the
care provided by Advanced Unit of Support and epidemiological data of individuals assisted. We used the information
in the central database of medical regulation referring to calls made from November 2005 to December 2008. During
this period, it was necessary output 89,407 service teams (any vehicle), however the Advanced Unit of Support
has been regulated for 4,201 patients (4.7%). Catanduva-SP was the city that most requested the service
(94.7%) and peak times were 10am to 1pm and 7pm to 9pm. Acute health problems for clinical disease representing
a larger number of exits followed by external causes, most patients were referred to the hierarchical network and
the major procedures performed on site were also analyzed and related to gender of the patient. While in the
pre-hospital care does not revert to a severe, the rapid arrival on the scene and the hospital as well as the initial
appropriate interventions prevent the worsening and the emergence of new lesions. In microregion Catanduva-

SP, the team advanced care is regulated less than the need, and this is because of the deficit in the training of
medical regulators.

O

Keywords: Pre hospital service. Ambulances. Epidemiology.
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INTRODUGAO

No Brasil, o servico de atendimento pré-
hospitalar comegou o seu desenvolvimento no inicio da
década de 1990, voltado principalmente para o
atendimento de vitimas de traumas e implantado de forma
muito heterogénea, apenas nas grandes cidades'. Em
2003, foi lancado o Plano Nacional de Atendimento a
Urgéncia e Emergéncia, através da Portaria n® 1864/GM
do Ministério da Saude, o qual iniciou uma reformulacdao
desse servico que passou a ser denominado Servigo de
Atendimento Moével de Urgéncia (SAMU), responsavel
pelo atendimento de outras areas, além da clinica cirtrgica
e dos pacientes vitimas de trauma propriamente dito2. A
implantacao ocorreu oficialmente no ano de 20043,
tendo por principio base ser um servigo de atendimento
pré-hospitalar mével que visa o socorro imediato de vitimas
e seu encaminhamento ao servico pré-hospitalar fixo ou
hospitalar, com o objetivo de diminuir a morbimortalidade
deixadas pelas lesOes e traumas*.

A estruturagdo do SAMU-192 propde um modelo
de assisténcia padronizado que funciona com uma central
de regulacdo, com discagem telefonica gratuita e de facil
acesso (linha 192); ha regulagdo médica regionalizada,
hierarquizada e descentralizada, portanto, é capaz de
atender, dentro da regido de abrangéncia, todo enfermo,
ferido ou parturiente em situacdo de urgéncia ou
emergéncia, e transportd-los com seguranga e
acompanhamento de profissionais da salde até o nivel
hospitalar do sistema. Nesse modelo, hd uma normalizacdo
para a composicdo das equipes de socorro, segundo
complexidade, regulando os tipos de unidades mdveis
que serdo eventualmente deslocadas e suas atribuigdes
e recursos. Existem protocolos para atendimento nas
situacbes de multiplas vitimas, além de ferramentas
operacionais regulares (mapa de area de atuagdo que
identifica os pontos de apoio das unidades basicas e das
unidades de maior complexidade; grade de referéncia e
contra-referéncia dos servigos interligados de urgéncia
do municipio ou regido; lista de todos os telefones; mapas
para capacidade instalada dos servicos de urgéncia e viaria
e mapas de risco)®. No organograma da Figura 1 esta
descrito a organizacao funcional e estrutural do SAMU-
192 de Catanduva-SP.

SAMU

3

“Central de
Regulacio
Médica

1

Servico de Unidade de

Atendimento Apolo &
Pra-Hospitalarn Regulacao

"_"ITHinede . | Equipe de'| Equipe
s | 2] v s B
Reguladores|| “REhesa | - | g : | thee - |Psicblogas

Unidade de \
X Regulagdo 1

H

1 7 1
Equipe de | Equipe de|
Enfermeiros| Méadicos
S J

g

I 1 I
Equipe de Equipe d2 || Equipe de
"u‘ﬂ"ﬂal Enfermagam [Motoristas
e A -

Figura 1 - Organograma da organizagdo funcional e estrutural do SAMU-
192 de Catanduva-SP

A importancia desse sistema de atendimento
pré-hospitalar se baseia no fato de que o tempo é
essencial quando se refere a vitimas de trauma e esta
diretamente relacionado com o progndstico, pois as
primeiras horas pos-evento traumatico é o periodo com
maior indice de mortalidade®. A primeira hora (“golden
hour”) é o principal momento para instituir o tratamento
e é capaz de modificar o progndstico do paciente®.

O Ministério da Salde! considera o atendimento
pré-hospitalar movel, o “atendimento que procura chegar
precocemente a vitima, apds ter ocorrido um agravo a
sua saude (de natureza traumatica ou ndo traumatica,
ou ainda, psiquiatrica), que possa levar ao sofrimento ou
mesmo a morte, sendo necessario, portanto, prestar-
Ihe atendimento e/ou transporte adequado a um servigo
de salde devidamente hierarquizado e integrado ao
Sistema Unico de Saude”.

Apesar de ainda hoje existirem dlvidas a respeito
do real impacto do atendimento pré-hospitalar para as
vitimas, ndo se questiona a diminuigdo efetiva do tempo
de chegada da vitima até o hospital mais adequado, além
de proporcionar a realizagao de intervengdes iniciais
necessarias a manutengdo da vida’.

Baseado no modelo francés, o Servico de
Atendimento Movel de Urgéncia, SAMU-192, tem como
regra que as viaturas de suporte avangado devem possuir,
obrigatoriamente, um médico, diferentemente dos
moldes americanos em que as atividades de resgate sao
exercidas por profissionais paramédicos?.

De maneira geral, o atendimento pré-hospitalar

se divide em duas modalidades: o “Suporte Basico de
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Vida”, realizado pelas equipes de suporte basico (USB),
que tem como principio ndo realizar manobras invasivas
para preservacao da vida, e o “Suporte Avangado a Vida”,
realizado pelas equipes de suporte avancado (USA) que
esta autorizada a realizar certos procedimentos invasivos®.

A Equipe de Regulagdo Médica tem a funcao de
coordenar e disponibilizar o atendimento pré-hospitalar a
populacdo local. A competéncia da Central de Regulagdo
Médica é assumida, em seu todo, pelo médico regulador
e, na auséncia, pelo seu diretor médico e/ou
coordenador. Cabe ao médico regulador: julgar e decidir
sobre a gravidade de um caso, comunicado via radio ou
telefone, e disponibilizar os recursos a serem enviados,
orientando o atendimento a ser realizado; administrar os
meios disponiveis para a prestacdo do atendimento
solicitado, evitando desgaste do sistema pelo envio de
recursos insuficientes ou, até mesmo, superiores a
necessidade em questdo. Dessa maneira, tanto para as
USA quanto para as USB, o médico regulador é o
gerenciador do fluxo de circulagdo entre o campo pré-
hospitalar e o hospitalar. Em suma, o médico regulador é
responsavel pela Regulacdo dos Atendimentos de
Urgéncia da cidade, pelo Atendimento Mével de Urgéncia
da regido e pelas transferéncias de pacientes graves da
regidao (inter-hospitalares)®.

A USB é formada por uma tripulagdo exclusiva:
um(a) técnico em enfermagem e um(a) condutor
(motorista/socorrista). Todas as atividades
desempenhadas pela equipe sao feitas em conjunto, sem
que haja diferengas hierarquicas entre os dois elementos
da equipe. Esta equipe, com sua respectiva viatura, fica
de prontiddo nas Unidades Basicas Distritais de Saude,
aguardando determinacdao do médico regulador para
prestar o atendimento determinado, o qual se restringe
a prestacdo de assisténcia basica de vida, ndo importando
a enfermidade ou o local do atendimento. Sao
competéncias da equipe de suporte basico: atendimentos
a pacientes traumatizados e portadores de doengas
clinicas, quaisquer que sejam as causas, desde que seja
estabelecido pelo médico regulador que ndo ha risco
imediato a vida®.

A USA constitui-se por um(a) médico(a), um(a)

enfermeiro(a) e um(a) condutor(a). Esta equipe, com

sua respectiva viatura, aguarda nas Unidades Basicas
Distritais de Saude, a determinacdo do médico
regulador para prestar o atendimento médico
emergencial. A determinagdo de risco imediato a vida
observado pelo médico regulador deve ser baseada,
exclusivamente, no grau de comprometimento das
fungdes vitais capazes de comprometer seriamente a
qualidade de vida ou a expectativa de vida, como as
abaixo relacionadas.

e comprometimento da via aérea (A),

» comprometimento da dindmica respiratdria (B),

» comprometimento da dinamica circulatéria (C),

* comprometimento da fungdo neuroldgica (D),

« comprometimento funcional de extremidades (E).

Assim, sdo competéncias da equipe de suporte
avancgado: atendimentos a pacientes traumatizados e
portadores de doencas clinicas, quaisquer que sejam as
causas, desde que seja estabelecido pelo médico
regulador que ha risco imediato a vida'°.

Nos traumas, para se normatizar o diagndstico
da gravidade, a avaliagdo correta para o transporte entre
hospitais que condizem com o suporte necessario e a
avaliagdo do status fisioldgico em diferentes momentos
do atendimento (da chegada na cena até a chegada do
hospital), foi desenvolvido o Revised Trauma Score
(RTS)', o qual tem boa aplicabilidade, por ser de simples
execugdo, ja que tem como varidveis a frequéncia
respiratoria, a pressdo arterial sistolica e a escala de coma
de Glasgow?!13,

A equipe do SAMU-192 de Catanduva, cidade
localizada na regido noroeste do estado de Sao Paulo,
com 109.362 habitantes (dados do IBGE em 2007)%*, é
formada por médicos, enfermeiros, técnicos de
enfermagem, motoristas socorristas, auxiliares de
regulacdo médica, digitadores, auxiliares administrativos
e auxiliar de servigos gerais. Iniciou suas atividades em
julho de 2004 e esta localizado na regido central dessa
cidade, cobrindo uma microrregidao de 18 municipios
através do nimero 192.

O objetivo desse estudo é conhecer o perfil
dos atendimentos do SAMU-192 de Catanduva-SP,
caracterizando os atendimentos realizados pela Unidade

de Suporte Avangado (USA) e os dados epidemiolégicos
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dos individuos atendidos em uma cidade de médio porte

(Catanduva-SP) e sua microrregiao.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo, quantitativo,
transversal, retrospectivo e epidemioldgico. Foram
utilizadas as informagdes contidas no banco de dados
(Epiinfo 3.5.1®) da central de regulagdo médica do
SAMU-192 de Catanduva-SP, referente aos atendimentos
realizados de agosto de 2005 a novembro de 2008.

Foi registrada a saida de 89.407 equipes de
atendimento, a qual foi regulada para 4.201 pacientes
(4,7%) para a USA.

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) das Faculdades
Integradas Padre Albino (FIPA), respectivamente, sob
os protocolos 0015.0.218.000-09 e 34/09.

RESULTADOS

Durante o periodo foi necessaria a saida de
89.407 equipes de atendimento, da qual a USA foi
regulada para 4.201 pacientes (4,7%). O municipio que
mais solicitou o servigo foi Catanduva-SP com 94,7%.
Dentre as cidades da microrregido, a cidade de Novo

Horizonte-SP foi a que mais solicitou o servigo (1,3%).

Os horarios de maior solicitacdo foram das 10h as 13h e

das 19h as 21h, conforme se observa na Figura 2.

Figura 2 - Horério de atendimento das ocorréncias da USA

A mediana de idade dos individuos foi de 45 e a
moda de 40 anos. A Tabela 1 expressa a faixa etaria
segundo a Organizacao Pan-americana de Saude (OPAS)
e os tipos de ocorréncia que os usuarios requisitaram. Os
agravos agudos por enfermidades clinicas apresentaram
maior nimero de saidas da USA seguidos pelas causas

externas (trauma).

Tabela 1 - Faixa etaria e tipo de atendimento dos atendimentos pré-hospitalares realizados pela USA (primeira linha, nimeros absolutos; segunda linha,

numeros relativos)

Nao Informado <1 1-4 15-24 25-34 35-44 45-54 5-14 55-64 65-74 >75 Total
Ocorréncia 33 0 1 3 7 5 6 1 1 5 11 73
ndo informada 2.9 0.0 12.1 0.7 1.6 1.4 1.6 0.7 0.3 1.5 1.9 1.7
Cirargico 9 1 0 1 3 5 1 0 0 0 1 21

0.8 1.4 0.0 0.2 0.7 1.4 0.3 0.0 0.0 0.0 0.2 0.5

Clinico 368 8 11 105 152 177 208 42 158 194 389 1812
32.1 11.4 22.9 25.8 34.3 48.5 56.7 28.0 52.3 59.0 67.7 43.1

GO* 7 0 0 21 5 1 0 0 0 0 0 34
0.6 0.0 0.0 5.2 1.1 0.3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.8

Outros 5 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 6
0.4 0.0 0.0 0.0 0.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1

Pediatrico 28 42 22 4 1 0 1 37 0 0 0 135
2.4 60.0 45.8 1.0 0.2 0.0 0.3 24.7 0.0 0.0 0.0 3.2

Psiquiatria 41 0 0 44 48 24 22 2 8 2 2 193
3.6 0.0 0.0 10.8 10.8 6.6 6.0 1.3 2.6 0.6 0.3 4.6

Queimadura 4 0 0 2 3 2 2 0 0 0 0 13
0.3 0.0 0.0 0.5 0.7 0.5 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3

Retorno 2 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 6
0.2 0.0 0.0 0.2 0.0 0.3 0.0 0.0 0.0 0.3 0.2 0.1

SVO* 19 1 0 0 2 4 8 1 13 18 74 140
1.7 1.4 0.0 0.0 0.5 1.1 2.2 0.7 4.3 5.5 12.9 3.3

Transferéncia 52 9 4 17 16 23 29 9 41 39 46 285
4.5 12.9 8.3 4.2 3.6 6.3 7.9 6.0 13.6 11.9 8.0 6.8

Transporte 61 6 0 10 10 24 39 8 42 42 34 276
53 8.6 0.0 2.5 2.3 6.6 10.6 5.3 13.9 12.8 5.9 6.6

Trauma 516 3 10 199 195 99 51 50 39 28 17 1207
45.1 4.3 20.8 48.9 44.0 27.1 13.9 33.3 12.9 8.5 3.0 28.7

Total 1145 70 48 407 443 365 367 150 302 329 575 4201

* Ginecologia e Obstetricia - Tocoginecologia
** Servigo de Verificagdo de Obito
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Na Tabela 2 esta expresso o destino dos
pacientes atendidos pela USA: o maior fluxo de pacientes
foi para a rede hierarquizada (atencdo primaria, secundaria
e terciaria, segundo a regulacio médica). E importante
ressaltar que 9,6% das ocorréncias foram obitos. A

utilizacdo da rede hierarquizada esta descrita na Tabela 3.

Tabela 2 - Destino dos pacientes atendidos pela USA

Destino Frequéncia Porcentagem
Rede hierarquizada 2991 74,8%
Liberado no local 126 3,2%
Obito 384 9,6%
Enderego ndo encontrado 271 6,8%
Recusa de atendimento 148 3,7%
Transporte interhospitalar 80 2,0%
Total 4000 100,0%

Tabela 3 — Destino dos pacientes quando regulados para a rede hierarquica

Rede hierarquica regulada Frequéncia Porcentagem
Rede secundaria 382 12,8%
Hospital secundario 151 5,1%
Hospital terciario 2074 69,4%
Hospital privado 357 11,9%
Outros 25 0,8%
Total 2989 100,0%

Na Tabela 4 estdo expressos os principais
procedimentos realizados pela USA no local do
atendimento segundo o género. Vale ressaltar que foram
desconsiderados os procedimentos nos quais nao foi

informado o género do paciente.

Tabela 4 - Principais procedimentos realizados na USA quanto ao género

L énero énero
Achado Clinico magculino fegminino P
Desobstrugdo de vias aéreas 55 22 0,095*
Utilizagdo de Canula de Guedel 19 8 0,460*
Utilizagdo de oxigénio suplementar 536 343  0,667*
Necessidade de prancha rigida 469 189 0,000*/t
Necessidade de colar cervical 395 135 0,000%/t
Necessidade de KED? 10 7 0,991*
Necessidade de intubagdo endotraqueal 73 32 0,112*
Necessidade de ventilagdo mecénica 38 21 0,760*
Ressuscitagdo cardiopulmonar 41 21 0,547*
Acesso venoso central 5 3 0,632+
Necessidade de sutura local 11 0 0,004%/t
Desfibrilagdo 14 2 0,033/t
Puncdo venosa periférica 567 302 0,001*/1
Curativos 163 29 0,00%/t
Imobilizagbes 183 53 0,00%/t

* Teste de Correlagdo de Yates, a = 5%
t Significancia estatistica

¥ Teste Exato de Fisher, o = 5%

+ Teste de Mantel-Haenszel, o = 5%

1. KED = Kendrick Extrication Device

Ndo foi possivel o calculo do RTS, pois os dados
referentes as variaveis vitais ndo estavam disponiveis no

banco de dados.

DISCUSSAO
No presente estudo foi observado que 4,7% dos
atendimentos necessitaram da unidade de suporte avancado,

ou seja, intervencdes médicas no local do agravo. A literatura

€ escassa em quantidade e qualidade de informagdes a esse
respeito. Segundo O 'Dwyer e colaboradores?, as urgéncias
absolutas variam de 10 a 30% dos casos, 0 que transpondo
aos atendimentos da USA conclui-se que esta abaixo do
previsto, logo, pacientes considerados graves foram
transportados por unidades de menor recurso. Outro fato
relevante é a predominancia do atendimento dentro do
municipio de Catanduva-SP (94,7%), o que denota uma
subutilizagdo dos municipios pertencentes ao consorcio
intermunicipal.

Quanto aos horarios de atendimento expressos
na Figura 1, a predominancia ocorreu no periodo diurno,
horario este em que a populagdo esta ativa.

A Tabela 1 revela que a maioria dos atendimentos
deu-se por agravos clinicos (43,1%), sendo prevalente na
faixa etaria acima de 55 anos, ao contrario dos atendimentos
por trauma, a segunda causa de utilizagdo da USA, que foi
mais prevalente abaixo dos 35 anos. Tais achados
corroboram com os encontrados por Ladeira e Barreto em
2008¢. A equipe de suporte avangado foi verificar ou atestar
Obitos de causa natural de 140 pacientes, e a analise desse
subgrupo demonstra maior frequéncia nos pacientes acima
de 65 anos, o que é valido pelos dados oficiais do Instituto
Brasileiro de Geografia Estatistica (IBGE) e DATASUS!'#1,
que relacionam um maior niimero de 6bitos por causa natural
acima dessa faixa etdria, o que justifica também a maior
taxa de transporte e transferéncia (rede hierarquizada de
maior complexidade) com equipes avancadas, devido a um
maior nimero de doencas cronicas.

No subgrupo Psiquiatria chama a atencao a necessidade
do atendimento na faixa etaria dos 15 aos 34 anos, devido
ao aumento do consumo de alcool e de drogas ilicitas?’.

As Tabelas 2 e 3 declaram a forte tendéncia
hospitalocéntrical®, uma vez que 74,8% dos individuos
precisaram de acolhimento em alguma unidade de saude;
o hospital terciario foi responsavel por 69,4% da demanda.

Em relagcdo aos procedimentos que foram
realizados pela equipe de suporte avangado (Tabela 4),
destacam-se a necessidade de prancha rigida, colar cervical,
suturas, pungdes venosas periféricas, curativos e
imobilizagdes, nos quais se observou significancia estatistica
entre os géneros masculino e feminino. Na analise dos

dados houve maior prevaléncia do género masculino, pois
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ha maior exposicdo aos agentes externos (trauma)®, ja
que esses procedimentos sdo utilizados, na maioria das
vezes, nos usuarios com agravos agudos dessa natureza.

Quanto ao procedimento desfibrilacdo, o género
masculino também foi o mais prevalente, ja que nesta
parcela populacional a incidéncia de doencas
cardiovasculares é maior, levando a uma maior utilizacdo

deste procedimento para tratamento agudo'®.

CONCLUSAO

O atendimento médico pré-hospitalar, criado em
virtude da necessidade de se reduzirem as sequelas e dbitos
nesse campo, vem evoluindo lentamente no Brasil, estando
em fase de implantacdo e expansdo. Especificamente, quanto
aos profissionais de salide, cabe ressaltar que a sua atuagdo é
imprescindivel em todo o processo de assisténcia a populagao,
desde a prevencao destes eventos, através da orientacdo e
educacdo continuada a salde, além de treinamento aos
profissionais engajados no sistema de atendimento pré-

hospitalar até sua assisténcia as vitimas em ambiente hospitalar.

Ainda que na fase pré-hospitalar ndo se reverta
um quadro extremamente grave, a rapidez de chegada
a cena e ao hospital, bem como as intervengGes iniciais
apropriadas, previnem o agravamento do quadro e o
surgimento de novas lesdes, melhoram condicOes para
alguns casos e até atrasam resultados fatais, dando a
vitima a oportunidade de chegar ao tratamento definitivo
e beneficiar-se.

Com relagdo ao atendimento na microrregido de
Catanduva, deve-se ressaltar que a equipe de
atendimento avancada é acionada em nimero inferior a
necessidade; esse déficit se deve a falta de treinamento
dos médicos reguladores e das equipes de atendimento
do pré-hospitalar fixo da microrregido.

Novos estudos sobre o0 assunto sdo necessarios
para avaliar a cobertura, acesso e qualidade dos servicos
de atencdo pré-hospitalar no Brasil, levando-se também
em consideracdo a grande expansao destes servigos no
pais, assim como a mudanga do perfil de atendimento

ocorrida a partir da implantagdo do SAMU.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi descrever o perfil clinico, laboratorial e o tipo de tratamento utilizado nos recém-nascidos
ictéricos internados no Hospital-Escola Padre Albino, localizado em Catanduva-SP. Estudo quantitativo, transversal,
retrospectivo, com revisdo de 282 prontuarios de recém-nascidos, no periodo de abril/2006 a abril/2011. Foram registrados
dados clinicos, laboratoriais e o tipo de tratamento. Das internacdes, 49,6% eram do género masculino, 50,4% do género
feminino, 19,3% eram prematuros e 80,7% a termo. A idade gestacional foi 38,2 + 1,8 semanas. A idade do recém-nascido
ao diagndstico foi 3,1 + 4,3 dias. Ictericia precoce foi diagnosticada em 49,3% dos casos e tardia em 50,7%. Valores de
pico e de alta hospitalar de bilirrubina foram 13,7 + 4,6 e 8,9 + 2,6 mg/dL, respectivamente. Reticuldcitos de pico e de alta
foram 2,7 = 1,7 e 2,4 £ 1,3%, respectivamente. Coombs, direto e indireto, foram negativos em 99,4% e 80%,
respectivamente. Incompatibilidade sanguinea foi detectada em 53,8%. Fototerapia foi usada em 96,5%. Nenhuma
exsanguineotransfusao foi registrada. O periodo de internagdo hospitalar foi de 3,2 + 2,0 dias. A idade do recém-nascido
na alta foi 6,3 + 4,2 dias. Concluiu-se que o perfil clinico e laboratorial dos recém-nascidos ictéricos internados no Hospital
Padre Albino ndo difere de maneira significante dos perfis de outros hospitais e que a fototerapia foi o principal
tratamento. Nenhum relato de exsanguineotransfusdo e complicacdes sugerem deteccdo precoce da ictericia e tratamento
adequado. O pico de bilirrubina no quarto dia de vida deve servir de alerta para a alta precoce dos recém-nascidos.

Palavras-chave: Ictericia neonatal. Recém-nascido. Kernicterus. Fototerapia.

ABSTRACT

O

The aim of this study was to describe the clinical and laboratory profile, and the treatment used in icteric newborns
admitted in a Padre Albino Teaching Hospital, in Catanduva City-SP, Brazil. This retrospective study comprised 282
newborns hospitalized from April/2006 to April/2011. Data about clinical, laboratory and treatment were obtained
from medical records. Of the hospitalizations, 49.6% were male, 50.4% female, 19.3% were born premature and
80.7% full-term. Gestational age was 38.2 = 1.8 weeks. The age of newborns at diagnosis was 3.1 + 4.3 days.
Early jaundice was diagnosed in 49.3% and late jaundice in 50.7%. Bilirubin’s levels of peak and hospital discharge
were 13.7 = 4.6 and 8.9 £+ 2.6 mg/dL, respectively. Reticulocyte’s levels of peak and hospital discharge were 2.7
+ 1.7 and 2.4 + 1.3%, respectively. Coombs, direct and indirect, were negative in 99.4% and 80%, respectively.
Blood incompatibility was detected in 53.8%. Phototherapy was used in 96.5%. Exchange transfusion was not
registered. The length hospital stay was 3.2 £ 2.0 days. The newborn’s age at the hospital discharge was 6.3
+ 4.2 days. It was concluded that clinical and laboratory profile of icteric newborns admitted at Padre Albino

Hospital it's not different from profiles of other hospitals and that phototherapy was the main treatment. The
absence of cases of transfusion and complications suggests that the jaundice was detected early and the
treatment was effective. The bilirubin’s peak in the fourth day of life may serve as a warning to early hospital

discharge of the newborn.

Keywords: Jaundice neonatal. Infant, Newborn. Kernicterus. Phototherapy.
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INTRODUGAO

A ictericia € uma frequente condigdo clinica do
recém-nascido (RN), podendo constituir um importante
problema do periodo neonatal'2. Aproximadamente 60%
dos neonatos a termo e 80% dos prematuros
apresentam ictericia durante a primeira semana de vidas.
Ela é caracterizada pela coloragdo amarelada da pele e
esclerdticas, em consequéncia de elevagao da bilirrubina
acima de 5-7 mg/dL*. A etiologia caracteriza-se por ser
multifatorial e o tratamento dependera do tipo e da
intensidade da ictericia’.

Em 2004, Carvalho® relacionou de forma didatica
alguns fatores importantes na determinagdo da adequada
terapéutica, dando énfase a histdria materna obstétrica
e de parto, histéria neonatal, tempo de aparecimento
da ictericia e sua evolugdo, exame fisico do RN e exames
laboratoriais tais como Grupo sanguineo, Fator Rh, Coombs
direto, Concentracdo sérica de bilirrubina total e fragoes,
Hematdcrito e Hemoglobina. A avaliagdo destes
parametros permite diagnosticar se a hiperbilirrubinemia
é fisiologica ou patoldgica.

A ictericia tem caracteristicas patoldgicas se for
detectavel clinicamente nas primeiras 24 horas de vida;
se a concentracdo de bilirrubina aumentar mais que 5
mg/dL dia; se a fragdo direta for maior que 2 mg/dL; se
o nivel sérico de bilirrubina total exceder 15 mg/dL e se
a ictericia persistir por mais de uma semana no RN a termo
e por duas semanas no prematuro’.

A ictericia fisioldgica € a principal causa de ictericia
neonatal, correspondendo ao aumento da bilirrubina
indireta (ndo-conjugada). Trata-se de uma condigdo
reversivel e, em geral, benigna, que se inicia apods as
primeiras 24 horas de vida. Ja as situacOes patoldgicas
de ictericia se apresentam nas primeiras 24 horas de vida,
0 que indica uma desordem subjacente de potencial
gravidade. A ictericia patoldgica pode se originar de
condigGes como incompatibilidade sanguinea Rh ou ABO;
anormalidades hepaticas, biliares ou metabdlicas ou ainda
de infeccOes®s.

Uma vez determinados tipo e intensidade da
hiperbilirrubinemia, devem-se decidir quando e qual
terapia sera introduzida. O objetivo principal do

diagndstico e tratamento da hiperbilirrubinemia é prevenir

suas complicagGes neuroldgicas, pois niveis séricos de
bilirrubina indireta de, aproximadamente, 20 mg/dL ou
mais, podem levar a impregnagao cerebral pelo pigmento
amarelo, dando origem a uma encefalopatia denominada
Kernicterus, que é a complicacdo mais grave e mais temida
nos recém-nascidos, aumentado a mortalidade neonatal
e levando a sequelas neuroldgicas importantes®1,

O tratamento da hiperbilirrubinemia pode ser
feito por fototerapia, exsanguineotransfusao ou por
farmacos*s. Uma vez que a exposicdo a luz nado traz
complicagdes imediatas ao recém-nascido!?, a fototerapia
apresenta-se como a modalidade terapéutica mais
utilizada mundialmente para o tratamento da
hiperbilirrubinemia indireta'>!3, enquanto a
exsanguineotransfusdo, devido a alta a incidéncia de
eventos adversos a ela relacionados!, fica reservada
apenas para 0s casos mais graves.

Com base no exposto anteriormente, o objetivo
do presente estudo ¢ descrever o perfil clinico, laboratorial
e o tipo de tratamento utilizado nos recém-nascidos
ictéricos internados nos setores de Pediatria do Hospital
Escola Padre Albino e comparar os resultados com dados

de outros hospitais.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo do tipo quantitativo,
transversal, retrospectivo, no qual foram revisados 282
prontudrios e compilados dados relacionados as criancas
de zero a 28 dias de vida (recém-nascidos ou neonatos),
que foram internadas nos setores de Pediatria do Hospital
Escola Padre Albino, do curso de Medicina das Faculdades
Integradas Padre Albino (FIPA), de Catanduva-SP, no
periodo de abril de 2006 a abril de 2011, com diagndstico
de Ictericia neonatal (registro clinico de coloragao
amarelada da pele e esclerdticas e/ou elevacdo da
bilirrubina acima de 5-7 mg/dL!. Foram excluidos os
prontudrios que ndo apresentavam registro sobre os
valores de bilirrubina de pico (o maior valor detectado) e
de alta e o tipo de tratamento utilizado.

Os prontuarios foram revisados individualmente
e para cada crianga foram registrados dados clinicos e
laboratoriais. Dentre os dados clinicos foram apurados:

género, duracdo da gestacdo, antecedentes maternos
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de doencas infecciosas na gestacdao, idade do RN no
momento do diagnéstico da ictericia e idade da alta hospitalar,
classificagdo da ictericia em precoce ou tardia®, quantificagdo
clinica da ictericia (zona de Kramer®), tipo de tratamento,
tempo de hospitalizacao e comorbidades associadas. Dos
dados laboratoriais foram anotados: bilirrubinas de pico e
na ocasido da alta hospitalar, reticuldcitos em seus valores
maximos e na alta hospitalar, tipagem sanguinea da mae
e do recém-nascido e Coombs direto e indireto.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da instituicdo que considerou
desnecessaria a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) por se tratar de estudo de
levantamento de prontuarios.

Os resultados foram expressos em numero,
percentagem, média e desvio-padrdo (média + DP),

valores maximo e minimo.

RESULTADOS

Dos 282 prontuarios analisados, 142 (50,4%)
pertenciam ao género feminino e 140 (49,6%) ao género
masculino.

A idade gestacional estava registrada em 176
prontuarios. Destes, 34 (19,3%) eram de RN prematuros
e 142 (80,7%) de RN a termo, sendo que a idade
gestacional média foi de 38,2 + 1,8 semanas (maxima
41,4 e minima 32 semanas).

Na Tabela 1 estdo descritos os dados referentes
a idade média do RN quando foi constatada clinicamente
a ictericia; a idade média do RN no momento do pico de
bilirrubina e o tempo para atingir o pico de bilirrubina.

Quanto a classificacdo, a ictericia precoce foi
diagnosticada em 139 (49,3%) RN e a tardia em 143
(50,7%). A ictericia precoce incidiu em 64,7% dos
prematuros e em 73,9% dos a termo e a ictericia tardia
em 35,3% dos prematuros e 26,1% dos a termo.

Média e DP dos valores de pico de bilirrubinas
(total, indireta e direta) e bilirrubinas da alta hospitalar,
bem como seus valores maximos e minimos estdo
apresentados no Grafico 1. Em 27 recém-nascidos
(9,6%), os valores de pico da bilirrubina total estavam
acima de 20 mg/dL e em 100% dos casos, 0 aumento

de bilirrubina total era a custa de bilirrubina indireta.

Balirrubenn (nag/dl)

.Pn-..
o

Todal Indireta Direta

Grafico 1 - Valores de bilirrubinas nos recém-nascidos internados no
Hospital-Escola Padre Albino, em Catanduva, SP, no periodo de abril/
2006 a abril 2011

Valores de reticulécitos estavam registrados em
180 prontuarios, sendo 2,7 £ 1,7% o valor de pico
(minimo 0 e maximo 12,9%) e 2,4 + 1,3% o de alta
hospitalar (minimo 0 e maximo 10,4%).

Valores de Coombs direto foram registrados em
175 prontuarios, sendo que em 174 (99,4%) deles o
resultado foi negativo. Coombs indireto s6 estava
registrado em 5 prontuarios e, destes, 4 (80%)
apresentaram resultado negativo. Nenhum recém-
nascido com ictericia precoce apresentou positividade
para os testes de Coombs.

As zonas de Kramer foram documentadas
em 259 prontuarios. Destes, 2 (0,8%) recém-
nascidos apresentaram zona I; 17 (6,6%) zona II;
68 (26,2%) zona III; 141 (54,4%) zona IV e 31
(12,0%) zona V.

A correlagao entre pico de bilirrubina total e zona

de Kramer estd demonstrada no Grafico 2.

I I [} w ¥ Eramee

Grafico 2 - Bilirrubina total (BT) versus zonas de Kramer nos recém-
nascidos no Hospital-Escola Padre Albino, em Catanduva, SP, no periodo
de abril/2006 a abril/2011
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Os dados referentes ao diagndstico de
incompatibilidade sanguinea materno-fetal, baseados nos
resultados da tipagem sanguinea da mae e do RN, foram
verificados em 208 prontuarios e estdo evidenciados na
Tabela 2. Dos 112 (53,8%) recém-nascidos que
apresentaram incompatibilidade dos sistemas Rh ou ABO,
13 (11,6%) apresentaram incompatibilidade mista (Rh e
ABO). Dos 139 recém-nascidos que apresentaram ictericia
precoce, 77 (55,4%) deles tiveram confirmado o
diagnostico de incompatibilidade sanguinea materno-fetal.

Comorbidades perinatais foram diagnosticadas
em 46 (16,3%) dos recém nascidos. Destas, 11 (23,9%)
estavam descritas como sofrimento fetal agudo, 11
(23,9%) como alteracdes metabdlicas, 10 (21,7%) como
doencas infecciosas, 7 (15,2%) como cardiopatias, 5
(10,9%) como doencas respiratorias e 2 (4,4%) como
doengas hepaticas.

Antecedentes de doencas infecciosas no periodo
gestacional estavam registrados em 83 (29,4%) prontuarios.
Destas, a mais frequente foi a infeccdo do trato urinario
(70 casos, 84,3%), seguida de toxoplasmose (9 casos,
10,9%) e rubéola, hepatite, AIDS e citomégalovirus (1
caso de cada, 1,2% cada). Dos 143 recém-nascidos que
apresentaram ictericia tardia, 19 (13,3%) deles
apresentavam documentados antecedentes maternos de
infeccdo de trato urinario no periodo gestacional.

A andlise do tipo de tratamento utilizado para a
ictericia demonstrou que dos 282 recém-nascidos, 272
(96,5%) foram tratados com fototerapia e os 10
restantes (3,5%) com conduta expectante. Estes ultimos
apresentavam bilirrubina total média de 12,6 mg/dL.
Nenhum recém-nascido foi submetido a
exsanguineotransfusao.

O periodo médio de internacdo hospitalar foi de
3,2 £+ 2,0 dias (com variagdo de 1 a 16 dias).

A idade média do RN na alta hospitalar foi 6,3 +
4,2 dias (maximo 26 e minimo 2 dias).

Tabela 1 — Idade do RN ao ser diagnosticada a ictericia e no momento
do pico de bilirrubina e tempo decorrido desde o diagnéstico até o pico de

bilirrubina. Hospital Padre Albino, Catanduva-SP — abril/2006 a abril/2011
Média = DP* Valor maximo* Valor minimo*

Idade ao diagndstico 3,1+4,3 24 0
Idade no pico de bilirrubina 4,5 £ 4,0 25 0
Tempo para atingir o pico

de bilirrubina L4+1,7 14 0

* em dias

Tabela 2 — Prevaléncia de incompatibilidade sanguinea materno-fetal
nos recém-nascidos internados no Hospital-Escola Padre Albino, em
Catanduva-SP, no periodo de abril/2006 a abril/2011

Tipo N %
ABO 83 39,9
Rh 29 14,0
Ausente 96 46,1
DISCUSSAO

Apesar das dificuldades operacionais encontradas
em se obter informagdes de prontudrios médicos, o
presente estudo contou com uma amostra final
representativa do universo pesquisado. Vale salientar que
nem todos os parametros investigados estavam
documentados nos 282 prontuarios analisados, mas
mesmo assim os dados obtidos eram confidveis e
conseguiram retratar o perfil dos recém-nascidos ictéricos
internados no Hospital Escola Padre Albino.

A analise dos prontuarios revelou prevaléncia
semelhante entre os géneros (50,4% pertencentes ao
género feminino e 49,6% ao masculino). Moro e
colaboradores?s, em um estudo com recém-nascidos de
um hospital de Tubarao-SC, em 2004, observaram discreta
predominancia do género feminino (56,7%). Ja o estudo
de Silva e colaboradores'’, realizado em um hospital do
Chile, mostrou predominancia do género masculino,
variando de 54 a 65%, de acordo com o grupo estudado.

Em relagdo a idade gestacional de nossa
amostragem (38,2 semanas), os resultados foram
semelhantes aos de Silva e colaboradores'” (38,4
semanas). Perazzini e colaboradores'®, em um estudo de
acompanhamento de recém-nascidos de termo e
préximos ao termo ictéricos, na cidade de Campinas-SP,
e Aycicek e colaboradores!?, estudando recém-nascidos
ictéricos em um hospital da Turquia, encontraram valores
discretamente maiores (38,8 e 39,0 semanas,
respectivamente).

Em nosso estudo a ictericia prevaleceu nos
recém-nascidos a termo (80,7%). Resultados diferentes
foram verificados por Moro e colaboradores!® que
registraram distribuicao equilibrada entre nascidos a termo
e pré-termo (43,3% e 56,7%, respectivamente). Vale
lembrar que em apenas 62% de nossos prontuarios havia
registro da idade gestacional.

No presente estudo a idade média do RN,

quando constatada clinicamente a ictericia, foi 3,1 + 4,3
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dias e a idade média do RN no momento do pico de
bilirrubina foi 4,5 = 4,0 dias. No estudo de Silva e
colaboradores!” foram de 2,7 = 1,0 em um grupo e 3,4
+ 1,9 dias no outro.

Baseado na cronologia de aparecimento da
ictericia, alguns autores costumam classifica-la em precoce
ou tardia®. E denominada ictericia precoce quando
detectavel nas primeiras 24 horas de vida do recém-
nascido e tardia, apds este periodo de tempo. A ictericia
precoce esta mais relacionada com situaces patoldgicas,
enquanto a ictericia tardia ocorre principalmente devido
a condigOes fisioldgicas do recém-nascido e geralmente
sem comorbidades associadas’. Em nossa pesquisa os
percentuais de ictericia precoce e tardia foram
semelhantes (49,3 e 50,7%, respectivamente). Ja
Cianciarullo e colaboradores??, estudando a doenca
hemolitica em uma maternidade de Sdo Paulo,
detectaram incidéncia de ictericia precoce em 14,1% e
tardia em 69,3%. Vale ressaltar que este Ultimo trabalho
era altamente especifico e de maior complexidade.

De acordo com a literatura!, a causa mais
frequente de ictericia precoce, devido a
hiperbilirrubinemia indireta, é a incompatibilidade
sanguinea materno-fetal, sendo que a doenca hemolitica
neonatal por incompatibilidade ao sistema ABO vem
assumindo papel importante por causa de sua incidéncia
elevada e a diminuigdo da incidéncia da incompatibilidade
Rh2, Em nosso estudo a incompatibilidade sanguinea foi
detectada em 53,8% dos recém-nascidos (Tabela 2) e a
analise do sistema determinante da incompatibilidade
revelou prevaléncia do sistema ABO quando comparado
ao Rh (39,9 e 14%, respectivamente), fato este também
observado em outros estudos?'-23,

Apesar dos avancos tecnoldgicos, a hemdlise no
recém-nascido é de dificil documentacdo porque a
hiperbilirrubinemia indireta é comum e os niveis de
hemoglobina sdo estaveis durante a primeira semana de
vida. Neste contexto, o parametro mais confiavel é o
nimero de reticuldcitos que, embora alto no recém-
nascido (4,1% a 6,3%), normaliza-se ao terceiro dia de
vida. Dessa forma, a persisténcia de reticulocitose é
compativel com processo hemolitico, embora a

reticulopenia ndo o exclua?®. Em nossa revisao, os valores

de reticuldcitos estavam registrados em 63,8% dos
prontuarios, sendo 2,7 £ 1,7% o valor de pico,
correspondente a 4,5 = 4,0 dias de vida, o que reforgou
a hipdtese de hemdlise.

Segundo Cianciarullo e colaboradores?, para
realizar um diagnostico preciso de doenga hemolitica no
RN é necessaria a realizacdo de testes que detectem
anticorpos antieritrocitarios como o teste de Coombs
indireto, direto e o teste de eluicdo. Nossa analise dos
valores de Coombs direto, registrados em 62,1% dos
prontuarios, evidenciou resultado negativo em 99,4%
deles. Quanto ao Coombs indireto sé havia registro em
1,8% dos prontuarios e destes, 80% apresentaram
resultado negativo. Nenhum recém-nascido com ictericia
precoce apresentou positividade para os testes de
Coombs. O estudo de Cianciarullo e colaboradores?®
detectou incidéncia de doenca hemolitica em 36,2% dos
casos e identificou teste de Coombs direto positivo com
variagdo de 46,7 a 100%, na dependéncia de cada grupo
estudado.

Em nosso estudo ndo foi possivel resgatar, em
todos os casos, antecedentes de infeccGes no periodo
gestacional que contribuissem para minimizar ou agravar
a sindrome ictérica. Das infecgbes maternas registradas,
a mais frequente foi a do trato urinario, o que esta de
acordo com a literatura especifica’. Com relagdo ao RN,
das comorbidades perinatais detectadas (16,3%), as mais
frequentes foram o sofrimento fetal agudo e as alteracoes
metabdlicas, o que também é compativel com dados de
literatura’.

Na atual pesquisa, os valores de pico de
bilirrubinas total, indireta e direta (Grafico 1) foram 13,7
+ 4,6; 13,2 £ 4,5 e 0,5 £ 0,3 mg/dL, respectivamente.
Resultados semelhantes foram observados por Moro e
colaboradores® (12,9 * 5,5 mg/dL de bilirrubina total,
11,9 £ 4,7 de indireta e 0,9 £+ 1,3 de direta). Ja Silva e
colaboradores!’” encontraram valores discretamente
superiores (16,7 £ 1,7 e 16,5 = 1,9 mg/dL, nos dois
grupos estudados).

Com relagdo ao exame fisico da ictericia neonatal,
Kramer®> elaborou uma tabela que relaciona a zona
dérmica de ictericia com os niveis médios da bilirrubina

indireta, considerando sua evolugdo craniocaudal: zona
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1 (cabega e pescogo, cerca de 6 mg/dL); zona 2 (zona
1 + tdérax , cerca de 9 mg/dL); zona 3 (zona 2 + abdomen
e coxas, cerca de 12 mg/dL); zona 4 (zona 3 + bragos e
pernas, cerca de 15 mg/dL) e zona 5 (zona 4 + maos e
pés, cerca de 16 mg/dL ou +). Esta classificacdo ocorre
em carater subjetivo, uma vez que é examinador
dependente. Ela é mais fidedigna em recém-nascidos
pertencentes a etnia branca, por existir dificuldade em
discernir coloracdo amarelada em recém-nascidos de
outras etnias®. Além do método citado ndo ser
considerado confiavel por autores consagrados da
literatura pediatrica3, estudos recentes mostram que a
avaliagdo da progressao céfalo-caudal, isoladamente, tem
pobre correlagdo com os valores reais de bilirrubina sérica
(Coeficiente de Pearson: 0,48)**. No presente estudo,
a analise concomitante dos niveis séricos de bilirrubinas e
da quantificacdo clinica da ictericia pelas zonas de Kramer
(Grafico 2) evidenciou que niveis de bilirrubina iguais ou
inferiores a 10 mg/dL ndo permitiram uma diferenciagdo
entre as zonas 1 e 2, enquanto niveis de bilirrubina acima
de 13 mg/dL demonstraram correlagdo positiva com a
progressao da zona de Kramer. Ja o estudo de Moro e
colaboradores!® que objetivou correlacionar os niveis
séricos de bilirrubinas com a avaliagdo clinica pelo método
estratificado em cruzes ndo conseguiu demonstrar
correlacdo expressiva entre os dois parametros.

No concernente ao tratamento da ictericia, de
acordo com De Carvalho®, a forma mais usada é a
fototerapia e sua indicacdo dependera do tipo de ictericia
(hemolitica ou ndo hemolitica) e de caracteristicas proprias
do recém-nascido (termo ou pré-termo, presenca de
asfixia, equimoses etc). Segundo o autor, a determinacao
da concentracdo sérica de bilirrubina é altamente
imprecisa quando se utilizam métodos convencionais e,
portanto, esse nivel ndao pode ser considerado
isoladamente. Deve ser analisado dentro de um contexto
global que inclua diversos fatores relacionados ao recém-
nascido e sua historia perinatal. Em recém-nascidos a
termo, saudaveis e com ictericia ndo hemolitica
(fisioldgica), a tendéncia atual tem sido protelar o uso
da fototerapia até que a bilirrubina sérica atinja valores
consideravelmente superiores aos utilizados no passado.

A razdo dessa conduta € o aval de inimeras publicacdes

cientificas que demonstram a auséncia de correlagdo
entre o nivel sérico de bilirrubina e dano neurolégico em
recém-nascidos a termo com ictericia ndo hemolitica.
Segundo a Academia Americana de Pediatria®, a
fototerapia deveria ser iniciada em recém-nascidos a
termo com ictericia ndo-hemolitica com niveis séricos de
bilirrubina de 15mg/dL. Em pacientes com mais de 48
horas de vida, estes niveis se situariam entre 18 e 20mg/
dL. Entretanto, apesar das recomendacles preconizadas
por esta instituicdo, a maioria dos pediatras e
neonatologistas ainda continuam, nestes pacientes,
indicando fototerapia com niveis séricos de bilirrubina mais
baixos?.

Outra forma de tratamento da ictericia é a
exsanguineotransfusdo®. Suas indicacdes devem ser
individualizadas e sempre baseadas em julgamento clinico
global do paciente ictérico. De um modo geral, existem
dois tipos de indicagOes de exsanguineotransfusdo: uma
precoce e outra dita tardia. Os critérios para indicacdo
de exsanguineotransfusdo precoce incluem hemoglobina
no corddo menor do que 12 mg/dL, bilirrubina no sangue
do cordao acima de 4 mg/dL e uma velocidade de
ascensao nos niveis séricos de bilirrubina superior a 0,5
mg/dL por hora. Os valores de bilirrubina para indicagao
de exsanguineotransfusdo tardia sdo bastante
controversos e variam de 20 a 25 mg/dL.

Em nosso estudo, ndo foi possivel avaliar os
critérios que foram utilizados para se determinar o tipo
de tratamento, pois estavam registrados apenas os
valores de bilirrubina sanguinea (maximo 33,52 e minimo
4,19 mg/dL) e, na maioria dos casos (96,5%),
documentada a realizagao da fototerapia. Vale ressaltar
que a Unica forma de tratamento instituido foi a
fototerapia, apesar dos valores bastante elevados de
bilirrubina encontrados em alguns casos (9,6% dos recém-
nascidos com bilirrubina de pico acima de 20 mg/dL).
Vale também lembrar que apesar dos niveis elevados de
bilirrubina, nenhum RN foi submetido a
exsanguineotransfusdo e nenhum caso de kernicterus
foi registrado. Perazzini e colaboradores!® também ndo
registraram a necessidade de exsanguineotransfusdo. De
acordo com De Carvalho®, a fototerapia é o principal

recurso para tratamento da ictericia neonatal, pois a
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exosanguineotransfusdo implica em maior taxa de
complicagbes (trombocitopenia, hipocalcemia, apneia e
infeccao)!427.28,

Os recém-nascidos deste estudo receberam alta
hospitalar com bilirrubina total média de 8,9 + 2,6 mg/dL
e reticuldcitos de 2,4 + 1,3%. Este valor de bilirrubina
mostrou-se discretamente inferior aos observados por
Perazzini e colaboradores® (11,1 + 2,6 mg/dL para casos
retornados, 11,0 + 2,8 para casos nao retornados e 13,1
+ 2,6 para casos reinternados) e aos de Silva e
colaboradores'’ (13,5 e 12,9 mg/dL, em ambos os grupos
estudados).

A idade média de alta hospitalar neste estudo
foi de 6,3 + 4,2 dias e o periodo médio de internacdo
hospitalar foi de 3,2 + 2,0 dias. Perazzini e colaboradores'®
registraram idades de alta consideravelmente menores
que as documentadas no presente estudo (2,9 + 1,4
dias para casos retornados, 2,9 + 0,1 ndo retornados e

3,2 £ 1,9 para reinternados), o que pode justificar o alto

indice de reinternagdo deles comparado ao nosso estudo

(13,2% e zero, respectivamente).

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitiram
concluir que o perfil clinico e laboratorial dos recém-
nascidos ictéricos internados no Hospital Escola Padre
Albino, respeitadas as particularidades de cada estudo,
nao difere de maneira significante dos perfis de outros
hospitais e que, a exemplo de outros servigos, a
fototerapia foi de fundamental importancia no manejo
da ictericia, correspondendo ao principal tratamento. A
ndo constatacdo de casos de exsanguineotransfusdo e
complicacdes (kernicterus) sugerem detecgdao precoce
da ictericia e tratamento adequado. Atencdo especial
deve ser dada ao pico de bilirrubina observado entre o
quarto e quinto dias de vida, que pode servir de alerta
contra a alta precoce dos recém-nascidos (24 horas),

atualmente muito comum nos bergarios.
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ALTERAGOES COMPORTAMENTAIS EM MODELO EXPERIMENTAL DE
ESQUIZOFRENIA!

BEHAVIORAL CHANGES IN EXPERIMENTAL MODEL OF SCHIZOPHRENIA

Nayanne Beckmann Bosaipo®, Kelly da Silva®, Diego Padovan®*, Maria Luiza Nunes Mamede Rosa™, Claudia Maria
Padovan™*

RESUMO
Ratos criados em isolamento, uma forma de estresse afetivo, a partir do desmame e durante todo o periodo de desenvolvimento

cerebral, tém sido utilizados como um modelo experimental de disturbios mentais como a esquizofrenia. Diversas evidéncias
demonstraram que o isolamento nestas condigbes induz alteragdes comportamentais como hiperatividade em um novo
ambiente. Entretanto, em um estudo prévio ndo observamos essa alteragdao quando os animais foram testados na arena
durante cinco minutos. No presente estudo avaliamos o padrdo de exploracao e atividade locomotora durante 20 minutos
na arena, de ratos criados em isolamento a partir do desmame. Dois grupos de ratos Wistar machos foram utilizados: grupo
Isolado (1 animal/caixa, n=12) e grupo Controle (3 animais/caixa, n=12). Apds dez semanas os ratos foram submetidos ao
teste no campo aberto (arena) durante vinte minutos. A criacdo em isolamento induziu aumento significante do nimero de
cruzamentos na periferia da arena (F, ,,=14,08; p<0,001) apds cinco minutos de teste, enquanto o nimero de levantamentos
foi significantemente reduzido no centro da arena (F,,,=12,48; p<0,01). Foi observado também que os animais isolados
apresentaram reducdo significante no tempo despendido no centro da arena (F,,,=11,11; p<0,0001) e aumento na
periferia da arena (F,,,=11,20; p<0,01). Os resultados sugerem que ratos Wistar criados em isolamento a partir do
desmame devam ser expostos ao novo ambiente por um tempo superior a cinco minutos para apresentarem hiperatividade.
Além disso, o padrdo de exploracao com clara preferéncia pela periferia da arena apresentado pelos animais isolados
pode refletir aspectos emocionais da esquizofrenia em humanos.

Palavras-chave: Isolamento social. Esquizofrenia. Campo aberto. Arena. Hiperatividade.

ABSTRACT
Rats reared in isolation, a kind of affective stress, from weaning and during the period of brain development, have
been used as an experimental model of affective disorders like schizophrenia. Several evidence have shown that this
isolation condition induces behavioral changes like hyperactivity in a novel environment. However, in a previous

study we did not found this alteration when the animals were tested for five minutes in the arena. In this study we

evaluate the pattern of locomotor and exploratory activity during twenty minutes in the arena in rats reared in
isolation from weaning. Two groups of male Wistar rats were used: Isolated group (1 animal/cage, n=12) and
Control group (3 animals/cage, n=12). After 10 weeks all animals were submitted to open field test (arena) for 20
minutes. Isolation rearing induced a significant increase in the number of crossings only at the periphery of the
arena (F,,,=14,08; p<0,001), that was observed after 5 minutes of test, while the number of rearings was
significanﬂy reduced at the center of the arena (F,,,=12,48; p<0,01). It was also observed that isolated rats
showed a significant reduction on the time spent at the center of the arena (F,,,=11,11; p<0,0001) and an
increase at the periphery of the arena (F, ,,=11,20; p<0,01). The results suggest that Wistar rats reared in
isolation from weaning should be exposed to a novel environment for a time longer than 5 minutes to present
hyperactivity. In addition, the pattern of exploration with a clear preference for the periphery of the arena
showed by isolated rats may reflect emotional aspects of the schizophrenia in humans.

Keywords: Social isolation. Schizophrenia. Open field. Arena. Hyperactivity.
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INTRODUGAO

Os transtornos mentais sao doencas que afetam
a cognicdo, a emocdo e o comportamento. Com inicio
precoce, frequentemente tendem a se estender
cronicamente e assumir um perfil recorrente. Dentre
essas doencas, a esquizofrenia € uma sindrome com
multiplos sintomas e tem sido analisada dentro de um
modelo que engloba sintomas positivos, negativos,
prejuizos cognitivos e sintomas afetivos!3.

Os estudos abordando disturbios psiquiatricos
nos ultimos 40 anos, com foco nos sistemas cerebrais
monoaminérgicos, contribuiram significativamente para
a compreensao da patofisiologia destas doengas*®. Desde
a metade do século XIX, varias teorias surgiram a respeito
das bases neurobioldgicas subjacentes a esquizofrenia.
As pesquisas se detiveram a implicar iniGmeros
neurotransmissores e outros componentes neuroquimicos
com efeito direto na atividade neuronial. Dentre as
teorias, a hipdtese dopaminérgica da esquizofrenia foi a
que apresentou argumentos mais consistentes e serviu
de estimulo para pesquisas posteriores.

Entretanto, nos ultimos anos tem sido
reconhecida a contribuicdo de outros sistemas
neurotransmissores como o glutamatérgico. Disfungbes
desse sistema tém sido observadas em uma serie de
distirbios mentais’. Considerando a participacdo do
glutamato nos mecanismos cerebrais envolvidos na
esquizofrenia, foi demonstrado que uma reducdo na
mediacdo glutamatérgica pode contribuir para a disfuncdo
cognitiva que ocorre nesta neuropatologia’°.
Adicionalmente, tém sido sugerido que as sinapses
glutamatérgicas podem ser o sitio das anormalidades
primarias que ocorrem nesta doenga com as alterages
dopaminérgicas sendo secundarias as alteracGes
glutamatérgicas'!. De acordo com Nieoullon e
colaboradores’, o aprimoramento dos conhecimentos
basicos a respeito das sinapses glutamatérgicas podera
contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias
direcionadas para reduzir as alteracOes patoldgicas
associadas com as disfungdes desta mediagao.

Um grande conjunto de evidéncias sugere que
a esquizofrenia € uma desordem que ocorre durante o

desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC).

Traumas biolégicos como doengas ou estresse durante
os periodos de desenvolvimento cerebral podem
contribuir para explicar os casos de esquizofrenia ndo
associadas a heranca genética!?!3,

A utilizagdo de modelos experimentais,
principalmente modelos genéticos nos quais genes
associados a esquizofrenia sao abolidos (knocked out),
reduzidos (knocked down) ou exacerbados (over-
expressed), fornece evidéncias de que tais manipulagGes
produzem alteragles significativas durante o
neurodesenvolvimento!*. Assim, o0s modelos
experimentais em roedores tém sido amplamente
utilizados como ferramentas importantes para o
esclarecimento da patofisiologia de doengas psiquiatricas
como a esquizofrenia!>?’. Nesse sentido, os modelos tém
auxiliado na identificacdo de alteracdes morfoldgicas,
bioquimicas, genéticas e comportamentais relacionadas
as patologias e constituem elementos importantes para
a compreensao das doengas, além de contribuirem para
o aprimoramento dos diagndsticos e para o
desenvolvimento de novos tratamentos:®.

Considerando especificamente as alteragdes
comportamentais, em modelos experimentais que utilizam
roedores foram identificados comportamentos
semelhantes aos sinais e sintomas da esquizofrenia. A
agitagao psicomotora, caracterizada como atividade
locomotora exacerbada e a sensibilidade a drogas
psicomiméticas poderiam ser categorizadas como sintomas
positivos. Entre os sintomas negativos pode-se citar a
retirada social, mensuravel como uma reducdo da
interagdo com animais da mesma espécie. No contexto
cognitivo, os fatores identificados foram diminuigdo da
memoria de trabalho, déficits de atencdo, alteragdes no
registro sensorio-motor e em funcdes executivas, além
de déficits cognitivos generalizados!*.

O modelo experimental ndao farmacoldgico mais
utilizado para o estudo da esquizofrenia é o isolamento
social de ratos durante todo o periodo do
desenvolvimento cerebral, que induz alteragdes
semelhantes aquelas que ocorrem no cérebro de
humanos esquizofrénicos. Esta similaridade é observada
em alteracdes morfoldgicas, neuroquimicas e

comportamentais, como atrofia dendritica no estriado®®,
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funcGes dopaminérgica e serotoninérgica aumentadas na
area mesolimbica?®-2?, hiperatividade em um novo
ambiente??, dificuldade de aprendizado discriminativo®,
déficits na memoria de reconhecimento?, e redugdo na
inibicdo pelo pré-pulso - PPI?6%, dentre outras alteragGes
que mostram similaridade aos aspectos clinicos da
esquizofrenia®.

O isolamento social é considerado um estressor
afetivo cronico®3 e tem sido amplamente empregado
como um modelo de esquizofrenia32, Diversos estudos
fornecem dados que ddo suporte a utilizagdo da exposigao
crénica de animais experimentais a um estressor, em
condigdes rigorosamente determinadas, como modelo
de depressao e esquizofrenia®?33. Demonstrou-se que a
exposigdo de um organismo a um tipo de estressor
diariamente durante semanas causa déficits severos na
memdria hipocampal®*. Além disso, animais estressados
cronicamente mostram alteragdes do comportamento
motivado pelo medo*®. Pittenger e Duman3® relacionam
os efeitos do estresse também a neuroplasticidade no
hipocampo, cortex pré-frontal, amigdala e estriado
ventral. Ainda, Kloet, Joéls e Holsboer?” demonstraram
correlagdes anatOmicas e neuroquimicas dos déficits
comportamentais induzidos por estresse crénico no
hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal, como a
remodelagao estrutural e proliferagao celular, modificages
nos sistemas aminérgicos, de neuropeptideos e
corticosterdides. Adicionalmente, os autores sugeriram
que a neurotransmissdo glutamatérgica seria
primordialmente responsavel por mediar as alteracoes
neuroniais que ocorrem como consequéncia destas
exposigoes.

Especificamente, animais submetidos ao estresse
por isolamento social durante todo o periodo de
desenvolvimento cerebral apresentam alteragdes
comportamentais e fisiolégicas semelhantes a
esquizofrenia quando comparados aos animais criados em
grupo3.. Segundo Hatch e colaboradoress?, ratos isolados
por um longo periodo tornam-se emocionalmente mais
reativos e agressivos, além de apresentar uma
endocrinopatia com hiperfungdo do cortex da glandula
adrenal. As observacdes de Weiss e colaboradores3?

corroboram esses dados, sugerindo que o isolamento

social cronico aumenta a reatividade ao estresse e produz
um hiperfuncionamento do eixo Hipotalamo-Hipdfise-
Adrenal (HPA) em ratos adultos. O trabalho de revisdo
de Fone e Porkess3 sumarizou os efeitos
comportamentais provocados pela criacdo de ratos em
isolamento. Dentre eles, o comportamento exploratdrio,
inibicdo do sobressalto acustico pelo pré-pulso, inibicao
latente, anedonia, interacdo social, dor, esquiva passiva,
déficits cognitivos, ansiedade, entre outros.

A hiperatividade em um novo ambiente
observada em ratos isolados a partir do desmame é uma
das alteracbes comportamentais mais reportadas pelos
autores3'®, Entretanto, ha relatos de autores que nao
observaram hiperatividade em ratos criados em isolamento
a partir do desmame quando testados no campo aberto
por cinco minutos?. Estes achados foram fidedignamente
reproduzidos utilizando outros grupos de animais e outros
experimentadores desse mesmo grupo de pesquisadores
(resultados nao publicados). A discordancia destes
resultados em relagao aos descritos na vasta literatura
relacionada € intrigante, especialmente considerando a
hiperatividade neste modelo experimental de isolamento
social. Os resultados de Rosa e colaboradores?” foram
discutidos por Fone e Porkess®, os quais sugeriram que
a hiperatividade seria observada se os animais fossem
mantidos no campo aberto por periodo superior a cinco
minutos.

Outra analise comportamental foi realizada no
campo aberto durante 15 minutos, apds o mesmo
protocolo de isolamento social. Novamente os animais
controles (agrupados) e isolados apresentaram igual perfil
de atividade exploratéria e nenhuma diferenca foi
observada no decorrer da sessao de teste quando
comparagoes pontuais (minuto a minuto) foram realizadas
entre os dois grupos (artigo em preparagdo).
Posteriormente, estudo semelhante avaliou também a
atividade exploratdria no centro e na periferia da arena,
independentemente. Os resultados foram
surpreendentes, uma vez que o perfil de exploragao
observado demonstrou um padrdo mais ativo nos animais
isolados contrapondo um padrdo mais homogéneo nos
animais agrupados. As atividades exploratdrias, no centro

e na periferia da arena, analisadas em cada minuto
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reforgaram esta caracteristica, uma vez que os animais
isolados apresentaram um comportamento de “vai e vem”
entre as duas areas da arena, enquanto os animais
agrupados exploraram uma ou outra area.

Diante do conjunto de evidéncias apresentado,
a proposta deste trabalho foi investigar a hipotese de
que ratos Wistar isolados durante todo o periodo do
desenvolvimento cerebral apresentam hiperatividade no
campo aberto quando testados por tempo mais longo.
Adicionalmente, também investigar o padrdo desta
hiperatividade, se ocorre de forma diferencial na area

central ou periférica da arena.

OBJETIVO
Investigar o padrdo de atividade exploratoria
durante 20 minutos no campo aberto (arena) de ratos

isolados por 10 semanas a partir do desmame.

MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados 24 filhotes de ratos Wistar
machos, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
de Sao Paulo (USP), campus de Ribeirdo Preto-SP.
Imediatamente apds o desmame, os filhotes (21 dias -
+40g) foram separados e divididos aleatoriamente em
dois grupos (12 animais/cada): Grupo I (Isolado): alojados
em caixas individualmente (um animal/caixa) e Grupo II
(Agrupados/controle): alojados em grupos (trés animais/
caixa).

Todos os animais (isolados e agrupados) foram
mantidos no biotério do Laboratério de Neurobiologia do
Estresse e da Depressao (LNED) da FFCLRP-USP, com
livre acesso a agua e racdo, sob ciclo regular claro/escuro
(12h/12h), temperatura constante (23°C 1) e
podendo ver, ouvir e sentir o cheiro dos outros animais.

A duragao do isolamento foi de 10 semanas e
neste periodo os animais “isolados” foram manipulados
apenas 1x/sem. para limpeza das caixas (troca da
maravalha e manutencdo de agua e ragdo), enquanto
os “agrupados” foram manipulados 3x/sem. O contato
do manipulador com o animal ndo excedia cinco segundos,
tempo necessario para pegar o animal pela cauda e troca-

lo de caixa, a fim de evitar que o contato com o

manipulador tivesse qualquer interferéncia nos resultados
do trabalho.

Os procedimentos experimentais foram
conduzidos de acordo com o guia de cuidados e uso de
animais de laboratério do Colégio Brasileiro de
Experimentagao Animal (COBEA) e foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) - USP-
campus Ribeirdo Preto-SP. Todos os esforgos foram feitos

para minimizar o sofrimento dos animais.

Teste no campo aberto

Ao término do periodo de isolamento os animais,
agrupados e isolados, foram submetidos ao teste
comportamental para andlise da atividade exploratdria
induzida pela criagao em isolamento. O teste foi realizado
utilizando uma arena circular (campo aberto) de 75cm
de didmetro, paredes de acrilico de 50cm de altura e
com a base dividida em 12 quadrantes de mesma area.
Os animais foram colocados no centro da arena e as
respostas comportamentais filmadas durante 20 minutos.
Os videos foram, posteriormente, analisados e os
seguintes parametros registrados, a cada minuto, durante
toda a sessao de teste:

- nimero de cruzamentos entre qualquer das
areas da base com as quatro patas (crossings) - Exploracao
Horizontal (Atividade Locomotora): este parametro foi
avaliado separadamente no centro e na periferia da
arena.

- tempo despendido no centro e na periferia da
arena;

- numero de levantamentos do corpo com as
patas dianteiras erguidas (rearings) - Exploragao Vertical:
este parametro foi avaliado separadamente no centro e
na periferia da arena.

Os resultados estao apresentados em blocos de
tempo de cinco minutos (BT) e no tempo total de 20

minutos de teste.

Analise estatistica

Os resultados obtidos para o grupo controle e
isolado foram comparados utilizando ANOVA de medidas
repetidas. As diferengas foram consideradas significantes

quando p<0,05.
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RESULTADOS
Padrdo de atividade locomotora em ratos criados
em isolamento a partir do desmame

A atividade locomotora (exploracao horizontal)
apresentada pelos dois grupos experimentais, agrupados
e isolados, foi intensa nos primeiros minutos seguida de
uma redugdo gradativa até o término da sessdo de 20
minutos de teste na arena. Este perfil foi observado tanto
no centro como na periferia da arena (Figura 1).

A criacdo em isolamento induziu aumento significante
da atividade locomotora, representada pelo nimero total de
cruzamentos em 20 minutos de teste (F, ,,=0,38; p<0,05).
Este aumento ocorreu apenas na regido periférica da arena
(73%; F
foi observada entre os grupos no centro (F, ,,= 0,13; p>0,05).

1= 14,08; p<0,001), enquanto nenhuma diferenga
Esta caracteristica pode ser observada quando o nimero de
cruzamentos na periferia foi comparado entre os grupos em
BTs de cinco minutos, e revela que a atividade locomotora
dos isolados foi significantemente diferente dos agrupados a
partir de cinco minutos de teste (BT2) (BT1: F,,,=3,08;
p>0,05; BT2: F,,,=23,53; p<0,0001; BT3: F, ,,=20,29;
p<0,001; BT4: F1'22=5,75; p<0,05).
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Figura 1 - Efeito da criagdo em isolamento a partir do desmame sobre a
atividade locomotora no centro e na periferia da arena. Estdo representadas
as médias do nimero de cruzamentos + EPM durante os 20 minutos de

teste (Total de cruzamentos) e em blocos de tempo (BT) de cinco minutos.
*p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001

Padrdo de atividade exploratéria em ratos criados
em isolamento a partir do desmame
Na Figura 2 podemos observar que os animais

isolados apresentaram uma discreta, mas significativa

reducdo na atividade exploratoria total no campo aberto,
demonstrada pelo nimero de levantamentos nos 20
minutos de teste (F1'22=0,27; p=0,05). Entretanto,
quando este nuimero foi analisado separadamente no
centro ou na periferia, observamos que a redugao ocorreu
no centro da arena, nos primeiros 15 minutos de teste
(58%, F,
relagdo aos animais agrupados no BT1 (F,,,=14,95;

p<0,001) e BT3 (F,,,= 7,54; p<0,05). Em contraste,

1,227

,,=12,48; p<0,01), sendo significante em

na periferia do campo aberto os animais isolados
apresentaram aumento significativo no numero de
levantamentos no segundo e terceiro BT (F, ,,=;
p<0,05).
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Figura 2 - Efeito da criagdo em isolamento a partir do desmame sobre a
atividade exploratdria no centro e na periferia da arena. Estdo representadas
as médias do nimero de levantamentos + EPM durante os 20 minutos de
teste (Total de levantamentos) e em blocos de tempo (BT) de cinco minutos.
*p< 0,05; **p<0,01; ***p< 0,001

Tempo de permanéncia no centro e na periferia da
arena em ratos criados em isolamento a partir do
desmame

A analise do tempo despendido em cada regido
da arena durante os 20 minutos de teste demonstrou
que o isolamento induziu uma redugdo significativa do
tempo despendido no centro da arena (54%, p=0,003)
quando estes animais foram comparados aos controles
agrupados. Esta reducdo foi observada em todos os BTs
ao longo dos 20 minutos de teste (F, ,,=11,11;

p<0,001). Como esperado, o inverso foi observado em
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relagao ao tempo despendido na periferia da arena, onde
0s animais criados em isolamento apresentaram aumento
significativo em relacdo aos controles (65%, p=0,003)

em todos os BTs analisados (F, ,,=11,20; p<0,01).

1,22

Tempo despendido no centro e na periferia do campo aberto em blocos
de tempao (ET) de dnco minutos durante os 20 minutes de teste
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Figura 3 - Efeito da criagdo em isolamento a partir do desmame sobre a
o tempo de permanéncia no centro e na periferia da arena. Estdo
representadas as médias +EPM do tempo de permanéncia em cada regido
da arena durante os 20 minutos de teste, avaliados em blocos de tempo
(BT) de cinco minutos. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

DISCUSSAO

Inimeros estudos utilizam o isolamento social
de ratos durante 8 a 10 semanas apds o desmame,
periodo do desenvolvimento cerebral, como modelo
experimental para estudar doencas psiquiatricas como a
esquizofrenia3?334041, Estes estudos tém demonstrado
que este modelo experimental produz uma série de
alteragbes comportamentais duradouras e reproduziveis
nos animais na idade adulta.

No presente trabalho avaliamos a atividade
locomotora de ratos submetidos ao isolamento com o
foco voltado para o perfil de exploracdo apresentado
por esses animais em comparacdao com aqueles criados
em grupo. Nossos resultados mostraram diferencas na
atividade exploratéria horizontal (atividade locomotora)
no campo aberto como um todo e principalmente na
periferia, enquanto as diferencas na frequéncia de
levantamentos (exploragdo vertical) ocorreram no centro
da arena. A hiperatividade locomotora, uma caracteristica
comportamental descrita para este modelo experimental,
foi observada em nosso estudo e estd de acordo com
diversos achados da literatura a partir de estudos
semelhantes3'3242, Este achado corrobora a ideia de que
a hiperatividade observada no campo aberto é um dos
efeitos classicos do isolamento social quando aplicado na

fase de desenvolvimento cerebral.

Apesar da consisténcia e qualidade dos
experimentos que embasam essa tese, varios autores
ndao puderam observar os mesmos resultados?4°. A
discrepancia entre eles é intrigante se comparados com
a vasta literatura relacionada especificamente a
hiperlocomogao utilizando o modelo do isolamento social.
Assim, varios aspectos devem ser discutidos a respeito
das diferengas encontradas entre os estudos
experimentais.

Considerando inUmeras discussoes na literatura,
diferentes resultados obtidos a partir de testes
comportamentais podem ser influenciados por um
conjunto de fatores relacionados as caracteristicas
especificas de cada condicdo experimental. Sendo assim,
a discordancia entre os estudos citados poderia ser
explicada por fatores que podem variar entre os
laboratdrios de pesquisa como a linhagem dos animais,
os protocolos de manipulagdo, as condigdes do ambiente
de isolamento, a sensibilidade ao ambiente de teste, ao
teste comportamental em si e ao aparato utilizado, entre
outros fatores, que podem ser decisivos na reproducao
dos efeitos do isolamento.

Walsh e Cummins® revisaram em detalhes as
diversas variaveis envolvidas no teste de animais no campo
aberto e suas influéncias, além dos métodos de analise e
interpretacdo dos resultados. Segundo esses autores,
fatores genéticos e o background da experiéncia exercem
efeitos diferenciais nos animais que culminam em
manifestacdes comportamentais no teste do campo
aberto. O trabalho discute, por exemplo, que
caracteristicas fisicas do aparato como o tamanho, a cor,
a forma, a subdivisdo, a altura da parede, a textura do
chdo, o odor, a natureza e a localizacdo da area de inicio,
variam entre os estudos que utilizam o teste no campo
aberto. Além disso, o ambiente circundante onde o teste
é realizado é diversificado, com variacdes que incluem a
natureza, a intensidade e a posicdo da luz, fontes de
som e de odores, além da visibilidade e posicdo do
observador. O mesmo ocorre com diversos detalhes do
procedimento e das caracteristicas individuais de
observacdo de cada experimentador. Assim, ainda que
tenham sido estabelecidas padronizagdes dentro de cada

laboratdrio, ndo ha uniformidade nos procedimentos e
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resultados encontrados na literatura como um todo. De
acordo com Walsh e Cummins®, isso ocorre porque
poucos trabalhos citam, além das informagOes sucintas
do método, detalhes dos materiais e procedimentos
especificos utilizados. Este aspecto tem importancia
fundamental, uma vez que a grande diversidade de
protocolos experimentais existentes torna dificil a
comparagao entre os estudos e, em alguns casos, estes
sdo impossiveis de interpretar®. Outro aspecto desta
diversidade é a dificuldade de reproduzir os achados
descritos na literatura.

Devido a estas consideragdes encontramos
dificuldades em comparar nossos resultados com aqueles
da literatura. Estas foram feitas em relacdao a trabalhos
que utilizaram protocolos experimentais semelhantes,
embora encontremos entre eles variagdes com relagao
ao tempo de exposicao ao novo ambiente, a luz utilizada
no teste, aos parametros observados e a linhagem de
animais utilizada.

Considerando o tempo de exposicdo ao novo
ambiente, Fone e Porkess3' sugeriram que a
hiperatividade locomotora poderia ter sido observada se
0s animais fossem expostos ao ambiente por um periodo
mais longo, suficiente para registrar um perfil temporal.
Nossos resultados corroboraram essa ideia quando
observamos diferengas na atividade locomotora entre os
grupos apenas a partir do segundo bloco de tempo, ou
seja, apos cinco minutos de teste. Nossos achados
sugerem que ratos da linhagem Wistar necessitam ser
expostos ao ambiente novo por um tempo mais longo
que os cinco minutos para que a hiperatividade
locomotora possa ser registrada.

Considerando a linhagem, Fone e Porkness?!
discutem que as alteracdes comportamentais reportadas
nos trabalhos da literatura sé sao reprodutiveis quando o
isolamento social é aplicado a mesma linhagem de ratos.
Dessa forma, ainda que duas linhagens diferentes sejam
submetidas rigorosamente ao mesmo protocolo de
isolamento e teste, as respostas comportamentais podem
ser mais marcantes ou mesmo opostas. Weiss e
colaboradores®, em experimentos com as linhagens Lister
hooded, Wistar e Sprague-Dawley, observaram que

diferencas na sensibilidade aos estimulos refletiam na

atividade locomotora. Este estudo comparou o
comportamento destes animais, apds o isolamento,
durante 60 minutos no campo aberto. Uma vez que em
nosso estudo a duracdo do teste foi de 20 minutos,
nossos resultados podem ser comparados aos resultados
obtidos na primeira etapa do experimento de Weiss.
Entretanto, os autores registraram a atividade locomotora
total nos 60 minutos de teste, ndo sendo possivel concluir
se a hiperatividade observada ocorreu uniformemente
ao longo de todo o periodo ou em algum momento
especifico. Esta observacao somente poderia ser feita
se os resultados tivessem sido apresentados em blocos
de menor tempo.

Arakawa*® também utilizou a linhagem Wistar e
ndo observou hiperatividade locomotora nos animais
criados em isolamento. Como mencionado anteriormente,
este efeito também nao foi observado em nosso
laboratdrio nos experimentos em que os animais foram
testados no campo aberto por cinco minutos. Outra
caracteristica semelhante entre nossos achados e os de
Arakawa foi o padrao mais ativo do comportamento
exploratério dos animais isolados relatado pelo autor,
também representado por um nimero maior de entradas
no centro da arena em relagdo aos animais agrupados,
embora nao tenham sido observadas diferengas
significativas.

ApOs a realizagdo de quatro experimentos
independentes utilizando a linhagem de ratos Wistar
obtivemos resultados que, embora ndo estejam de
acordo com a literatura, sdo consistentes (artigos em
preparagdo). ObservagGes semelhantes relacionadas
as diferentes linhagens foram descritas por outros
pesquisadores que estudaram o déficit de atencdo
no PPI¥39.45 Estas caracteristicas sugerem que ratos
da linhagem Wistar criados em isolamento a partir do
desmame podem ser mais resistentes em desenvolver
a sensibilidade a estimulos necessaria para induzir
respostas comportamentais de hiperatividade e déficit
de atencdo. Entretanto, ndo podemos excluir a
possibilidade de que o protocolo experimental e os
parametros empregados para analise neste estudo
nao tenham sido adequados para detectar estas

diferengas.
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Os resultados significantes entre os grupos
experimentais encontrados aqui sé foram visiveis
porque os comportamentos foram analisados de
forma independente na periferia e no centro da
arena. Considerando o numero de levantamentos
(atividade exploratdria), os animais isolados
apresentaram diferenga significante em relagdao aos
agrupados apenas no centro da arena. Entretanto,
ao analisar estes dados em conjunto com os
encontrados na periferia, a diferenca entre os grupos
ndo foi significante. A analise realizada separadamente
permitiu ainda observar que os ratos criados em
isolamento permaneceram a maior parte do tempo
do teste na periferia da arena, refletindo efeito
ansiogénico do isolamento. Adicionalmente, estes
achados permitem ainda estabelecer relagdes com
os sintomas negativos da esquizofrenia, os quais
estdo associados a diminuicdo ou perda das fungdes
normais como embotamento afetivo, restricbes na

fluéncia de raciocinio, anedonia (inabilidade em

experimentar prazer), retraimento social, diminuigdo

da motivacao e da iniciativa.

CONCLUSAO

Os resultados apresentados no presente trabalho
corroboram os dados da literatura no sentido de que ratos
mantidos em isolamento a partir do desmame e durante
todo o periodo do desenvolvimento cerebral apresentam
hiperatividade em ambiente novo (campo aberto ou
arena). Entretanto, sugerem que ratos da linhagem Wistar
criados nestas condicOes sdo mais resistentes a
desenvolverem este comportamento e devem ser
expostos ao ambiente por um periodo mais longo para
que a hiperatividade possa ser detectada. Adicionalmente,
0s resultados sugerem que o isolamento de ratos desta
linhagem apresenta um padrao de exploragdo com uma
clara preferéncia pela periferia da arena. Assim, a analise
separada deste comportamento na periferia € no centro
da arena deve ser considerada quando ratos Wistar forem

utilizados neste modelo experimental.
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AVALIAGCAO DA QUALIDADE DE VIDA DOS CUIDADORES DE CRIANGAS
PORTADORAS DA SINDROME DE DOWN

EVALUATION OF THE QUALITY OF LIFE OF CAREGIVERS OF DOWN SYNDROME
CHILDREN

Nilce Barril*, Mirna Aparecida Teixeira™, Roberta Machado™

RESUMO

O atraso neuro-psicomotor observado nos portadores de Sindrome de Down exige dedicagdo e atengdo maior de seus
familiares. Essa atencdo especial pode gerar sobrecarga preditiva de alteracdes na qualidade de vida de seus pais. Este
estudo objetivou avaliar a qualidade de vida dos cuidadores primarios de criancas com Sindrome de Down. Participaram da
pesquisa 56 individuos divididos em dois grupos: um formado por cuidadores primarios de pacientes com a Sindrome de Down
(n=28) e o outro — o grupo controle - por cuidadores de criangas normais (n=28). A qualidade de vida de todos os
participantes foi avaliada através do inventario Short-Form SF-36. Para a apresentacdo dos resultados utilizou-se estatistica
descritiva e o teste t de Student para verificar diferengas significativas entre os grupos, considerando-se o nivel de
significancia de 95%. Os resultados mostraram reducdo estatisticamente significativa para os dominios capacidade funcional,
estado geral de salde e salde mental do SF-36, no grupo de cuidadores de criancas com Sindrome de Down, em
comparagdo ao grupo controle. Conclui-se, dessa forma, que cuidadores de pacientes com Sindrome de Down apresentam
reducdo na qualidade de vida, possivelmente, em consequéncia da sobrecarga resultante do processo de cuidar. Isto
indica a necessidade do oferecimento, ao cuidador de crianca com Sindrome de Down, de informagdes referentes ao
processo de cuidar e suporte emocional para que ele possa cuidar sem prejuizo de sua qualidade de vida.

Palavras-chave: Sindrome de Down. Qualidade de vida. SF-36. Cuidadores.
ABSTRACT

The neuro psycomotor delay observed in patients affected with Down Syndrome requires a greater dedication and
attention from their relatives. This special attention can develop an overcharge predictive of changes in the quality of
life of their parents. The purpose of this study was to evaluate the quality of life of children with DS primary
caregivers. Took part to this research 56 individuals divided into two groups: one included children wich Down
Syndrome primary caregivers (n=28) and, another, the control group, included primary caregivers of normal children
(n=28). The quality of life of all the participants was evaluated through the protocol Short Form SF-36. The Student
test was used to compare the scores from the study and control groups considering a significance level of 95%. The
study showed statistically significant for the domains physical function, general health and mental health status,

of SF-36, in the children with Down Syndrome primary caregivers in comparison with the control group. The
conclusion is that children with Down Syndrome primary caregivers have a reduced quality of life possibly due to
the overcharge resulting from the process of taking care. This result suggests, the necessity of offering the

children wich Down Syndrome primary caregivers, information relating to the process of taking care and emotional
support in order to taking care without losing their quality of life.

O

Keywords: Down syndrome. Quality of life. SF-36. Caregivers.
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INTRODUGAO

A sindrome de Down (SD), ligada a trissomia do
cromossomo 21 é a cromossomopatia mais frequente na
espécie humana e constitui uma das causas principais de
deficiéncia mental, compreendendo cerca de 18% do
total de deficientes mentais em instituicdes especializadas.
Cerca de uma em cada 800 criancas nasce com a sindrome
e, entre as nativivas e os fetos de maes com idade igual
ou superior a 35 anos, a taxa € ainda maior'=.

O atraso do desenvolvimento neuro-psicomotor
caracteristico dos afetados exige estimulagdo, dedicacdo
e atencdo maiores, especialmente pelos pais. Essa
atengdo especial pode gerar alteragdes funcionais e
emocionais na familia, alterando, principalmente, a
qualidade de vida dos pais*.

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) define
qualidade de vida (QV) como “a percepcdo do individuo de
sua posicao na vida, no contexto da cultura e sistema de
valores nos quais ele vive e em relagdo aos seus objetivos,
expectativas, padrdes e preocupacdes” e refere-se a
indicadores objetivos e subjetivos de felicidade e satisfacdo®.

No caso da SD, as alteragdes na qualidade de
vida dos pais estdo relacionadas a diferentes fatores, tais
como: a aceitacao da deficiéncia do filho, a forma como
a noticia foi recebida, a dificuldade de acesso a
informagdes e alteragGes das rotinas da vida diaria'°.

No Brasil, s3o escassos os estudos a respeito da
qualidade de vida dos cuidadores que convivem
diariamente com os pacientes portadores da sindrome.
No entanto, sabe-se que o desempenho funcional com
consequente autonomia desses pacientes esta

diretamente relacionado ao suporte familiar recebido®?®.

OBJETIVOS

Diante do exposto, foi realizada a presente
pesquisa, que teve por objetivo avaliar a qualidade de
vida dos cuidadores primarios de criangas com SD,
utilizando-se o questionario genérico SF-36 (The Medical
Outcomes Study Short Form 36 - MOS-36 SF-36).

METODOS
Estudo transversal no qual foram avaliados 28

cuidadores primarios de pacientes afetados pela SD que

frequentam o Ambulatdrio de Aconselhamento Genético
do Hospital Escola Emilio Carlos, Catanduva-SP,
acompanhando seus familiares sob cuidados, referidos
aqui como grupo de cuidadores ou tratado. E outros 28
sujeitos cuidadores primarios de criancas ndo portadoras
de doencas croénicas, escolhidos intencionalmente para
compor o grupo controle.

Os critérios adotados para a inclusao dos
cuidadores em ambos os grupos foram: ser cuidador
primario, ou seja, o0 membro da familia mais proximo do
paciente, encarregado pela principal responsabilidade do
cuidado; apresentar condicOes fisicas e mentais para
fornecer os dados necessarios, e concordar em participar
do estudo!!?2,

A coleta dos dados foi realizada apds aprovacao
do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa
das Faculdades Integradas Padre Albino (FIPA) de
Catanduva-SP. Apds as autorizagdes necessarias, o0s
cuidadores de criangas portadoras da SD e aqueles do
grupo controle foram convidados a participar do estudo,
e 0s que aceitaram foram devidamente instruidos a
assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
e a responderem as questdes do inventario The Medical
Outcomes Study Short Form 36 (MOS-36 SF-36), versao
brasileira. Trata-se de um instrumento de medidas
genéricas para avaliar qualidade de vida, composto por
36 itens que abrangem oito dominios: capacidade
funcional (CF) (com 10 itens); limitacdo por aspectos
fisicos (AF) (com quatro itens); dor (D) (com dois itens)
e estado geral de saude (EGS) (com cinco itens) que
representam os componentes fisicos do SF-36 e,
vitalidade (VITA) (com quatro itens); aspectos sociais
(AS) (com dois itens); limitagdo por aspectos emocionais
(AE) (com trés itens) e saude mental (SM) (com cinco
itens) que representam os componentes mentais do
formulariot*2,

O escore final obtido para cada dominio varia de
0 a 100, de modo que, quanto maior a pontuagao, melhor
€ o estado de salde do avaliado (zero: pior estado geral
de salde; 100: melhor estado de satde). De modo geral,
médias acima de 65 tém sido frequentemente
observadas em diferentes aplicacbes do SF-36 e

consideradas como indicador de bom estado de salde.
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Essa escala de calculo é denominada Raw Scale, pois o
valor final ndo apresenta unidade de medida; sdo niUmeros
simbdlicos que definem o grau de comprometimento que
o individuo apresenta em cada dominio®

Os resultados das variaveis género, idade,
estado civil, nimero de filhos e tipos de vinculos foram
analisados a partir de estatistica descritiva e apresentados
em numeros absolutos e porcentagens.

Foram calculadas médias, desvios-padrao, valor
maximo e minimo para os escores obtidos do SF-36 em
ambos os grupos, e o teste t de Student para grupos
independentes foi aplicado para verificar diferengas
significativas entre os grupos, considerando-se o nivel
de significancia de 95% (p<0,05).

RESULTADOS

Na Tabela 1, estdo apresentadas as caracteristicas
sociodemograficas obtidas para o grupo de cuidadores e para
0 grupo controle. No grupo tratado, todos os cuidadores
eram do sexo feminino, a idade variou de 19 a 41 anos com
média de 32 anos, o estado civil predominante foi o de
casada (85%) e em 72% dos casos os pais tinham trés
filhos. Quanto a escolaridade, a maioria dos cuidadores ndo
havia completado o ensino fundamental (78,5%). Os tipos
de vinculos mais frequentes entre cuidadores e pacientes
foram: mde (81%), avo (14%) e tia materna (5%).
Tabela 1 - Distribuigdo das caracteristicas sociodemograficas para o grupo

controle e cuidador
Caracteristicas

Grupo cuidador
Pacientes Cuidadores

Grupo controle
Pacientes Cuidadores

Género
Masculino 15 0,0 16 0,0
Feminino 13 28 12 28
Idade M= 4 anos M= 32 anos M= 4 anos M= 30 anos
Estado civil
casado 0 24 0 23
solteiro 0 1 0 2
outros 0 3 0 3
Numero de filhos
la?2 - 6 - 23
3 - 20 - 5
4 ou mais - 2 -
Tipo de vinculo
mae - 23 - 21
avo - 4 - 7
outros - 2 - -
Escolaridade da méde (anos)
Ensino fundamental
incompleto - 22 (78,5%) - 10 (36%)
Ensino médio completo - 4 - 11
Ensino superior completo - 2 - 7
Renda familiar em salarios minimos
Até 1 salario minimo 02 (7%) 01 (3,5%)
De 1 a 2 salarios minimos 13 (46,5%) 12 (42,5%)
De 2 a 5 salarios minimos 07 (25%) 10 (36%)
De 5 a 10 salarios minimos 06(21,5%) 05 (18%)

M= média

No grupo controle, 100% dos cuidadores
eram do sexo feminino, a idade variou de 21 a 39
anos com média de 30 anos, o estado civil
predominante foi o de casada (82%) e em 83% dos
casos os pais tinham dois filhos. No que se refere a
escolaridade, 36% dos cuidadores nao havia
completado o ensino fundamental. Os tipos de
vinculos mais frequentes da amostra controle foram:
mae (74%) e avo (26%).

A renda mensal prevalente foi de um a dois
salarios minimos no grupo de cuidadores (46,5%) e
no controle (42,5%), considerando-se o valor do
salario-minimo vigente a época do levantamento de
dados (R$ 380,00).

Das 56 criangas constituintes da casuistica, 31
eram do género masculino (55,4%) e 25 do feminino
(44,6%). A idade variou de um a sete anos com média
de quatro anos, tanto na amostra de cuidadores quanto
na de controle.

A analise exploratdria dos dados mostrou que,
nos dominios referentes aos aspectos fisicos e
emocionais, os cuidadores apresentaram média de
escores menores do que o grupo controle
(média=75,89; média=64,19 e média=51,19;

média=66,66, respectivamente) (Grafico 1).
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Grafico 1 - Comparagdo dos escores dos dominios aspectos fisicos e
emocionais do SF-36 do grupo cuidador e controle
AF= aspectos fisicos; AE= aspectos emocionais.

Os resultados obtidos permitiram verificar valores
inferiores para todos os escores do SF-36 para o grupo
de cuidadores em relacdo ao controle. No entanto,
diferengas estatisticamente significativas foram
observadas apenas para os dominios capacidade funcional,

estado geral de salide e salide mental (Tabela 2).
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Tabela 2 - Valores médios dos escores dos dominios do SF-36 obtidos

para o grupo cuidador e controle

Variaveis Grupo cuidador (n=28)
Média DP Min Max

Grupo controle (n=28) P
Média DP Min Max

CF 82,67 19,97 25 100 9571 6,19 75 100 0,0009%*
AF 7589 34,34 0,0 100 78,57 38,31 0,0 100 0,76
D 48,57 19,38 10 70 45,71 14,51 0,0 70 0,19

EGS 49,64 13,42 25 80
VITA 49,64 11,93 25 65

5535 13,93 30 80 0,025*
68,21 795 40 80 0,29

AS 52,14 11,81 0,0 75 74,97 16,88 0,0 65 0,5
AE 71,60 3586 0,0 100 74,97 40,30 0,0 100 0,21
SM 56,14 17,16 4 92 69,64 12,31 50 100  0,04*

N= ndmero de individuos da amostra; Min= minimo, Max= maximo; DP
desvio padrdo; CF= capacidade funcional; AF= aspectos fisicos; D= dor;
EGS= estado geral de saude; VITA= vitalidade; AS= aspectos sociais;
AE= aspectos emocionais; SM= saude mental (*p<0,05)

O melhor escore obtido nos dois grupos foi no
dominio capacidade funcional, que reflete as limitagdes
fisicas impostas pelo estado geral de saude em relacdo a
realizacdo de atividades fisicas, como por exemplo, a
execucao de autocuidados. Por outro lado, os piores
resultados observados foram no dominio dor corporal,
que relata a gravidade da dor sentida, limitando seu
funcionamento doméstico e laboral.

Os valores do desvio padrao permitem aferir a
distancia entre os valores individuais e a média. Na Tabela
2 observa-se também os valores maximos e minimos de
cada dominio obtidos nas respostas individuais.

Com excecdo do dominio capacidade funcional
do grupo controle, em que o maior valor encontrado
foi 75, todos os demais dominios apresentaram, pelo
menos, uma pessoa, em ambos 0s grupos, com valor
minimo inferior a 50, representativo de pior qualidade

de vida.
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Grafico 2 - Comparagdo da qualidade de vida no questionario SF-36
entre os individuos do grupo cuidador e controle

CF= capacidade funcional; AF= aspectos fisicos; D= dor; EGS= estado
geral de saude; VITA= vitalidade; AS= aspectos sociais; AE= aspectos
emocionais; SM= saide mental

DISCUSSAO
Os resultados deste estudo mostraram que

tanto no grupo tratado quanto no controle 100% dos

cuidadores eram do género feminino e maior
prevaléncia do vinculo de mae, o que corrobora as
observagbes de varios outros estudos sobre qualidade
de vida de cuidadores de pacientes afetados por
doengas cronicasi®,

Estes resultados, provavelmente, refletem o
compromisso do matrimdnio, assim como os tracos
culturais de nossa sociedade que impdem a mulher o
dever e a obrigacao de assumir a funcdo de cuidadora
de seus descendentes, especialmente daqueles mais
frageis e dependentes'> 18,

O inquérito SF-36 utilizado para avaliar qualidade
de vida dos cuidadores de criangas dos grupos tratado e
controle é uma medida genérica, considerada valida,
segura, confiavel e Util para aplicagdo em cuidadores
primarios'!.

Os resultados do presente estudo mostraram
que as dimensdes mais comprometidas da qualidade
de vida dos cuidadores foram referentes aos dominios
dor corporal (D), capacidade funcional (CF), estado
geral de saude (EGS) e salude mental (SM). Séo
dominios do SF-36 associados a percepcdo do estado
geral de saude ou enfermidade (D; CF; EGS) e estados
emocionais, como depressdo, ansiedade e desamino
(SM), o que pode estar refletindo a sobrecarga
excessiva imposta aos cuidadores do grupo tratado. O
conceito de sobrecarga refere-se a extensdao com que
cuidadores percebem sua emocdo, saude fisica, vida e
status social, sendo ainda classificado em objetiva e
subjetiva. A sobrecarga objetiva esta associada ao
tempo dispensado pelo cuidador no atendimento das
necessidades diarias do cuidado, a dependéncia
econ6mica e a privacdo das necessidades de outros
membros da familia em detrimento daquelas do
paciente!”?1.22,

A classificagdo subjetiva de sobrecarga
representa o estresse sofrido pelo cuidador sendo,
portanto, relacionada aos aspectos emocionais que
incluem a culpa, vergonha, baixa autoestima e
autoprotecao do familiar doente*!°. Considerando que
a prevaléncia de cuidadores da amostra com SD do
presente estudo foi representada pelas maes, a

convivéncia diaria e a grande proximidade afetiva com
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as criancas podem gerar sobrecarga, com consequente
comprometimento da qualidade de vida através dos
dominios dor corporal, capacidade funcional, estado
geral de salde e salude mental. Sdo resultados
semelhantes aos observados por Allegretti e
colaboradores?! e Martins e Pazin?® em cuidadores de
criangas com paralisia cerebral e SD.

Além disso, o processo de cuidar de criangas
com SD exige esforgos maiores do que aqueles
dispensados a criangas nao especiais, o que impde a
mae uma sobrecarga maior, que pode ser geradora de
alteragGes em sua saude fisica e social. Sendo a SD
uma condigdo congénita, norteada por relagdes
familiares marcadas por superprotecdo e preconceitos
de diversas ordens, espera-se o desenvolvimento,
entre cuidador e paciente, de interacdo emocional
especial, fortalecida na sindrome e limitativa de
crescimento individual??2,

Os aspectos relacionados as limitagbes nas
atividades sociais (AS) podem ser consequentes a
percepcao, distorcida ou nao, de falta de apoio e
colaboracdo dos demais membros da familia no processo
de cuidar, o que pode desencadear, no cuidador, o
desconforto e sentimento de soliddo caracteristico de
pais de criangas especiais. Além disso, as familias,
usualmente, permanecem socialmente isoladas por medo
da rejeicao consequente do preconceito da comunidade
em relacao a sindrome?3,

Outra possivel explicagdo para os resultados
deste estudo seria a gratificacdo do cuidador para com o
paciente decorrente de culpa pela ocorréncia da
sindrome. A experiéncia com pacientes com SD e seus
familiares, suas maes, em especial, indica que a gratidao
por culpa determina uma relacao negativa, tanto para o
cuidador quanto para o paciente. O cuidador esquece
de si e vive a vida do filho e este, na condicdo de
superprotegido, ndo necessita enfrentar as limitacGes
impostas pela sindrome. Assim, o foco passa a sera SD e
nao as pessoas individualmente.

Os resultados mostram deterioragao
estatisticamente significativa do escore salide mental no
grupo de cuidadores. Esse dado, compativel com outros

estudos em cuidadores de criangas especiais, ressalta a

importancia do atendimento multidisciplinar ao cuidador
primario, em especial ao fornecimento de suporte
psicoldgico!316:18-20,

Finalmente, destaca-se a importancia do
oferecimento de apoio e informagdes aos familiares de
portadores da SD com a proposicdao de estratégias de
intervencdo terapéutica apropriadas que possam auxiliar
na inter-relacao entre o cuidador e o paciente, de
modo que haja uma percepgao individual quanto aos
aspectos envolvidos na qualidade de vida e a
sobrecarga fisica e emocional impostas pela ocorréncia
da sindrome. Quanto mais conhecimento o cuidador
apresentar sobre as comorbidades associadas a SD e
as estratégias a serem utilizadas no processo de cuidar,
identificar e compreender seus sentimentos em relagao
ao paciente, maiores serdo os beneficios para a familia
como um todo, inclusive para o paciente, pois a
literatura sugere que os fatores ambientais relacionados
as atitudes do cuidador podem influenciar diretamente
no desenvolvimento do desempenho funcional de
criangas afetadas?*26.

Ressalta-se também, que a quantidade e
complexidade dos fatores que interferem no cuidador
justificam a necessidade da realizagdao de estudos
adicionais que auxiliem na identificacdo das
particularidades do cuidador e do cuidado dispensado

ao paciente com SD.

CONCLUSAO

Ao final deste estudo, é possivel concluir que
os cuidadores primarios de criancas afetadas pela SD
apresentam piora da qualidade de vida quando
comparados aos cuidadores de criancas de igual idade e
sem problemas cronicos de salude. Isto sugere a
necessidade do oferecimento, ao cuidador de crianga
com SD, de informac0es referentes ao processo de cuidar
e suporte emocional para que ele possa cuidar sem

prejuizo de sua qualidade de vida.
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ENTEROPARASITOSES EM MANIPULADORES DE DINHEIRO
ENTEROPASITOSIS IN COLLECTORS OF MONEY

Filipe Augusto Fornari Montanholi*, Roberta Vieira do Valle Goncalves®, Lair Merlo™, Marcia Alcantara Santos™,
Manzélio Cavazzana Junior™**

RESUMO

Nas Américas, especialmente no Brasil, populagdes analisadas em estudos epidemioldgicos revelam que mais de 50% dessas
pessoas possuem algum tipo de parasitose. Entre todos os meios de transmissdo destas doengas, a veiculagdo de agentes
infecciosos e parasitérios por cédulas de dinheiro é considerada uma das mais eficientes pelo frequente contato com a
populagdo humana. Baseado neste conjunto de informagGes, analisamos cerca de 500 cédulas, obtidas de diversas casas
comerciais em varios bairros da periferia e centro na cidade de Catanduva-SP, quanto a presenga de parasitas e outros
agentes infecciosos e também os profissionais que trabalham diretamente com dinheiro. As andlises mostraram a presenga
de bactérias do grupo Sthaphylococcus, Streptococcus, Bacilus e coliformes, e também ovos embrionados viaveis de Ascaris
lumbricoides, Acylostoma sp e cistos Microsporidium sp, grupos bacterianos e parasitdrios comumente encontrados em
fezes humanas. Todos os profissionais analisados, estavam infestados com parasitas, sendo a maioria com os descritos
anteriormente. A andlise dos dados evidencia claramente que o dinheiro, devido a sua textura e grande circulagdo entre
a populagdo tem uma consideravel capacidade de armazenar e veicular diversos grupos microbianos e também parasitas
oriundos, principalmente, de fezes humanas, evidenciando a necessidade de prestar informagdes a profissionais que
trabalham diretamente com dinheiro quanto a insalubridade e os cuidados com higiene.

Palavras-chave: Dinheiro. Doengas infecciosas. Doengas parasitarias. Coliformes fecais. ContaminagOes alimentares.

ABSTRACT

In America, especially in Brazil, populations analyzed in epidemiologic studies displayed more than 50% of that people
have some type of parasitosis. The epidemiologic inquiries perform in Brazilian territory indicate that each year have a
expressive growth of infectious and parasitic diseases principally in child in school age and that nowadays aren't restrict
to destitute population. Among all the transmission means of those diseases the diffuse of the infectious and parasitic
agents for money note is consider a one of the most efficient for frequent contact with human population. Based in
conjunct of this information we analyzed approximately 500 notes get in divers business establishment in many
periphery districts and in downtown of Catanduva-SP. The material removed of the notes were analyzed by
parasitological and microbiological classic methods, showed the presence of bacterium of Sthaphylococcus,
Streptococcus, Bacilus and others enterobacterial groups, and also embryonated and viable eggs of Ascaris
lumbricoides, Ancylostoma sp, Microsporidium cysts, bacterial and parasitic groups usually founded in human
excrements. All the analyzed notes were detecting an elevated index of total coliforms and all professionals
analyzed were infested with parasites, being the majority with the described ones previously. The data analyzed
clearly evidence that the money, due to your texture and circulation among the population have a considerable
capacity of garner and to diffuse many microbial groups and also parasites derived principally of human excrement
and evidence the necessity of a personal hygiene after the contact whit money don't care about your origin.

O

Keywords: Money. Infectious disease. Parasite disease. Fecal coliforms. Food contaminations.
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INTRODUGAO

As parasitoses estdo presentes em mais de 50%
da populagdo humana. Além do grande impacto econémico
para o sistema de salde, o déficit organico também resulta
em efeitos negativos no desenvolvimento normal de
criangas, principalmente em relagdo ao aprendizado e
também na capacidade de trabalho nos adultos'3. Os
inquéritos epidemioldgicos realizados no territdrio brasileiro
indicam que a cada ano ha um aumento significativo das
doencas infecciosas e parasitarias, principalmente em criancas
em idade escolar e que atualmente ndo esta restrita a
populagdo carente. Entre todos os meios de transmissao
destas doencas a veiculacdo de agentes infecciosos e
parasitarios por cédulas de dinheiro é considerada uma das
mais eficientes pelo frequente contato com a populacdo
humana. A presenca de ovos e cistos de parasitas em
dinheiro é constante e os profissionais que manipulam cédulas
e moedas frequentemente tém suas maos infestadas por
ovos ou cistos destes parasitas. Neste estudo, verificamos
a presenca de agentes parasitarios e infecciosos em
cédulas que circulam no comércio de uma maneira geral
e também a presenca de parasitoses em profissionais

que manipulam diretamente dinheiro.

METODOLOGIA
Coleta do material

As cédulas foram obtidas no ambiente de trabalho
dos manipuladores de dinheiro analisados neste estudo, ou
seja, no comércio, bancos e pracas de pedagios préximos a
cidade de Catanduva-SP. Para a escolha dos pontos de
coleta foram observados os niveis socioecondmicos e
também a distancia de cada ponto, procurando abranger o

maximo possivel a area relativa ao municipio.

Analise das cédulas

As cédulas foram separadas em grupos de trés
unidades em um erlenmeyer com agua e submetidas a
agitacdo por 30 minutos. Apds este tempo, as cédulas
foram cuidadosamente raspadas com uma lamina de vidro
para retirar o material contido em sua superficie e o
material centrifugado a 8000 rpm/5min. Os métodos
utilizados para pesquisa e identificacdo de enteroparasitas

foram os métodos direto para pesquisa de trofozoitos

de protozoarios em fezes diarreicas, o método de FAUST*
7 para pesquisa e identificacdo de ovos leves de helmintos
e cistos de protozoarios, o0 método de sedimentacdo
espontanea® ' para ovos leves e pesados de helmintos e
cistos de protozoarios, 0 método de Rugai'! para pesquisa
e identificacao de larvas de helmintos, e o método de
Ziehl Neelsen modificado!* para pesquisa e identificacao
de coccidios intestinais, em amostras de fezes, utilizando-
se uma concentracdo prévia das amostras pelo método

de centrifugo-sedimentacdo com formol-éter.

Exame parasitoléogico em manipuladores de
dinheiro

Neste estudo, 16 profissionais foram selecionados
apds uma observagdo prévia de comportamento na sua
rotina de trabalho quanto a frequéncia de lavagem das
mdos, e a frequéncia com que estes profissionais levam
a mao a boca durante o expediente.

Foram coletadas trés amostras de fezes
semanalmente para a realizagdo do exame parasitoldgico

pelos métodos de Faust, Hoffman e Rugai'?®3,

Analise microbioldgica
TSI

E utilizado para diferenciagdo de Enterobacteriaceae,
especialmente para diferenciar Salmonella de outras bactérias

entéricas. O método foi utlizado de acordo com Macfadding.

RUGAI

Este método é baseado em um meio de cultura
diferencial destinado a triagem (identificacdo presuntiva)
de enterobactérias oxidase negativas e os procedimentos
forma realizados de acordo com Koneman e

colaboradores?.

EMB
O meio de cultura EMB é indicado para confirmar
a presenca de bactérias do grupo coliformes e foi utilizado

de acordo com Murray®.

RESULTADOS E DISCUSSAO
As parasitoses humanas sao comuns em todas

as regides do planeta. Dados da World Health
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Organization (WHQO), mostram que os indices de
infeccdes em humanos véem caindo a cada ano, devido
as campanhas de educagdo sanitaria, porém ainda
estdo longe de serem controladas. Desde a década
de 1970,

epidemioldgicos foram publicados em diversas regies

um grande numero de inquéritos

do planeta. No Brasil, esses estudos indicaram que mais
de 50% da populacdo estd infectada por algum tipo
de parasitose.

Quanto a forma de propagacdo destas
parasitoses na populagdo, as fomites sempre foram
consideradas os meios mais eficientes e dentre elas o
dinheiro circulante na populagdo. A cidade de
Catanduva-SP possui uma populagdo estimada em 100
mil habitantes entre dreas urbanas e rurais, com um
comércio bastante ativo e diverso, por onde circulam
mais de 30 mil pessoas por dia, trocando de mdos cédulas
de dinheiro, permitindo, assim, a disseminacao da
diversidade bacteriana e também parasitaria
possivelmente encontradas nestas notas. As analises
microbioldgica e parasitoldgica das cédulas revelaram a
presenca de bactérias dos grupos Sthaphylococcus
(Figura 1A), Streptococcus, Bacilus e coliformes (Figura
1B), e também ovos embrionados viaveis de Ascaris
lumbricoides (Figura 3A), Ancylostoma sp (Figura 3B) e
cistos de Microsporidium, grupos bacterianos e
parasitarios comumente encontrados em fezes
humanas. Em todas as amostras analisadas foi detectado
um alto indice de coliformes totais e fecais identificados
por teses bioquimicos como Rugai (Figura 2A), TSI
(Figura 2B) e EMB (Figura 3).

Figura 1 - Coloragdo pelo método de GRAM do material contido na
superficie das cédulas

Figura 2B - TSI

Figura 3 - Teste EMB confirmatorio para E. coli

Além do grupo coliforme, estavam presentes
bactérias pertencentes aos grupos Staphylococcus,
principais responsaveis por contaminagGes alimentares,
e Streptococcus, que fazem parte das floras bacterianas
das regibes orofaringea e nasal de humanos.

Apesar da pequena amostragem de notas
infestadas com ovos e cistos de parasitas intestinais,
devemos considerar que a quantidade de material fecal
acumulado em uma Unica nota é pequena (Figura 4),
porém torna-se significativo quando comparado ao nimero
de ovos existente por grama de fezes em uma pessoa
infectada. Mesmo com a grande abrangéncia avaliada
dentro do municipio, ndo foi possivel determinar a origem
dos ovos encontrados devido a grande rotatividade destas

notas. A andlise dos dados evidencia claramente que o
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dinheiro, devido a sua textura e grande circulagdo entre a
populagdo tem uma consideravel capacidade de armazenar
e veicular diversos grupos microbianos e também parasitas,

todos oriundos principalmente de fezes e saliva humanas.

A

Figura 4 - Ovos de enteroparasitas encontrados na superficie das cédulas
(A) ovo corticado e viavel de Ascaris lumbricoides e (B) ovo de
Ancylostoma sp

Foram encontrados também particulas de poeira,
esporos de fungos e fibras vegetais e residuos de lipidios
(Figura 5). Todos os residuos organicos encontrados em
presenca de umidade permitem, além da fixacdo, a
multiplicagdo de diversos grupos bacterianos e fungos,

aumentando, assim, a infestagdo da superficie da cédula.

Figura 5 - “Pellets” obtidos apds a centrifugagdo do material contido em
cada cédula

As técnicas utilizadas para o exame
parasitologico de fezes realizado nos profissionais que
trabalham diretamente com cédulas mostrou que,
dentre os 16 profissionais que aceitaram realizar os
exames parasitoldgicos, 6 estavam poliparasitados por
cistos de Giardia lamblia, ovos de Ascaris lumbricoides
e cistos de Entamoeba coli; 2 estavam poliparasitados
com Ascaris lumbricoides e Entamoeba coli; 5
monoparasitados com Ascaris lumbricoides; e 3
apresentavam larvas rabditoides de Ancilostoma
duodenalis. Estas analises demonstram que, além
destes profissionais estarem infestados com as
parasitoses mais comuns entre os brasileiros,
apresentam indices altamente elevados quando
comparados aos ocorridos nas Américas. Estes indices,
em relagdo a ocorréncia na populacdo em geral,
sugerem que estes profissionais, apesar de muitas
vezes estarem alocados em uma classe social mais
privilegiada, estdo inclusos também na “populacdo de
risco” para as parasitoses intestinais, da mesma forma
que as populagdes mais humildes que ndo desfrutam
de saneamento basico.

O conjunto dos dados se completa, uma vez
que os indicios de parasitas encontrados no dinheiro
foram os mesmos encontrados em manipuladores.
Podemos sugerir que o dinheiro, de fato, pode
transmitir parasitoses para seres humanos. Assim, é
necessaria a higiene pessoal apds o contado com
dinheiro, ndo importando sua origem, além dos
cuidados necessarios em relagdo as pessoas que
trabalham diretamente com ele, como bancarios e
comerciantes, caixas de lojas, supermercados e,
principalmente, manipuladores de alimento em bares,
restaurantes e até mesmo no ambiente doméstico.
As questdes legais que tratam das profissdes insalubres
ndo contemplam estes profissionais e neste estudo foi
demonstrado que o risco a salide para estas pessoas é
maior.

O monitoramento de pessoas que trabalham com
dinheiro deve ser constante, no tocante a exames
parasitoldgicos, campanhas informativas e até mesmo
cursos que instruam como devem ser os cuidados para

guem desenvolve esta atividade.
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[Efeitus do estresse afetivo crénico sobre a neurotransmissdo glutamatérgica no hipocampo

EFEITOS DO ESTRESSE AFETIVO CRONICO SOBRE A
NEUROTRANSMISSAO GLUTAMATERGICA NO HIPOCAMPO

EFFECT OF CHRONIC AFFECTIVE STRESS ON THE GLUTAMATERGIC
NEUROTRANSMISSION IN THE HIPPOCAMPUS

Fabio Henrique Limonte®, Marina Teixeira Ramalho Pereira™, Melina Mizusaki Iyomasa™*, Maria Luiza Nunes
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Mamede Rosa

RESUMO
O estresse afetivo precoce, que ocorre no inicio da vida, parece expor um individuo a um maior risco para muitas doencas

mentais como depressdo e estresse pds-traumatico. Foi demonstrado o envolvimento da neurotransmissao glutamatérgica
nessas doengas através de diferentes receptores em diversas areas cerebrais. O objetivo deste estudo foi investigar as
alteragoes induzidas pelo estresse afetivo por separacdo materna (SM) sobre a expressdo dos receptores glutamatérgicos
do tipo AMPA, GIuR1 e GIuR2, no hipocampo de ratos. Filhotes de ratos Wistar machos (n=10) foram submetidos a uma
separacao diaria (3h) de suas mdes de DPN1-21, enquanto os controles (n=11) foram mantidos com suas maes. No dia do
desmame (DPN21) os filhotes foram alojados (4/caixa) durante 5 semanas, quando foram profundamente anestesiados,
perfundidos com paraformaldeido 4% e seus cérebros removidos. A expressdo das subunidades GluR1 e GIuR2 foi avaliada
por imuno-histoquimica (n=6/grupo) no hipocampo (CA1, CA2 e hilus do giro denteado) e os grupos comparados através
do teste “t” de Student (significante quando p<0,05). A SM ndo induziu qualquer alteragdo no numero de células
imunopositivas para GIuR1 na area do hilus do giro denteado quanto comparados aos controles. Entretanto, uma reducdo
de GluR1 foi observada na area CA3. Para GIuR2, uma reducdo significativa no nimero de células imunopositivas foi
encontrada na area CA3 (24%, p=0,001) em contraste com um aumento significativo no hilus do giro denteado (36%,
p=0,02) e na area CA1 (27%, p=0,01) do hipocampo. Os resultados demonstram que o estresse afetivo cronico pela SM
induz alteragOes permanentes nas vias glutamatérgicas de resposta a esta forma de estresse, sugerindo que estas
alteragdes podem contribuir para desencadear o desenvolvimento de processos patoldgicos como depressao maior e

estresse pos-traumatico na vida adulta.

Palavras-chave: Estresse. Separagdo materna. Receptores AMPA. Imuno-histoquimica. Hipocampo.

O

ABSTRACT
Early life stress seems to put an individual at a greater risk for many mental disorders such as depression and

posttraumatic stress. Glutamatergic neurotransmission has been shown to be involved in these disorders through
different receptors in several brain areas. The aims of this study were to investigate the changes induced by
maternal separation (MS) affective stress on the expression of glutamate AMPA receptors, GIuR1 and GIuR2, in
the hippocampus of rats. Pups of male Wistar rats (n=10) underwent a daily-3h separation from their mothers
from PND1-21 and the controls (n=11) were left undisturbed. At the weaning day (PND21) the pups were housed
(4/cage) for 5 weeks, when were deeply anaesthetized, perfused with paraformaldehyde 4% and their brains
removed. The expression of GluR1 and GIuR2 subunits was evaluated by immunohistochemistry (n=6/group) on
the hippocampal formation (CA1, CA2 and hilus of dentate gyrus) and the groups compared by Student t-test
(significant when p<0.05. MS induced no changes in the number of GIuR1 immunopositive cells in  the hilus of
dentate gyrus when compared to controls. However, a decrease of GluR1 was found in CA3. For GIuR2 a
significant decrease of these cells was observed in the number immunopositive cells in CA3 (24%; p=0.001) in
constrast with a significant increase in the hilus of dentate gyrus (36%, p=0.02) and CA1 (27%; p=0.01) of
the hippocampus. The results show that chronic affective stress by MS induces permanent changes on the
glutamatergic pathways of response to this kind of stress suggesting that these changes may contribute to
triggering the development of pathological processes such as major depression and posttraumatic stress in

adulthood.

Keywords: Stress. Maternal separation. AMPA receptors. Immunohistochemistry. Hippocampus.
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INTRODUGAO

O estresse afetivo cronico, quando ocorre nos
primérdios do desenvolvimento cerebral, causa alteragbes
em diversos neurotransmissores do sistema nervoso
central (SNC), cujos efeitos sdao duradouros e se
manifestam na vida adulta'*. Utilizando varios modelos
experimentais, tem sido demonstrado que diversos tipos
de manipulacdo animal nos primeiros dias de vida induzem
uma exacerbacdo da resposta ao estresse. Um destes
modelos é a separagdo materna (SM) em ratos, em que
0s animais recém nascidos sdo separados diariamente de
suas progenitoras até o desmame, que ocorre no 21°
dia pds-natal (DPN21)°.

A utilizacdo de modelos experimentais na
pesquisa cientifica tem sido de grande importancia no
avanco de todas as areas da medicina. Dentre elas, tem
contribuido com a elucidagdo de processos patoldgicos
envolvidos nas doengas neuroldgicas e psiquiatricas®.
Especificamente, a exposicdo precoce de mamiferos a
um evento estressante parece expor 0S mesmos a um
grande risco de desenvolver doencas psiquiatricas como
depressdao maior e estresse pos-traumatico’-1°.

Uma vez que a SM pode alterar as respostas
cerebrais ao estresse, é esperado que esta forma de
estimulo afetivo tenha efeitos sobre diversos sistemas
neurotransmissores em diferentes areas cerebrais na vida
adulta'*2, De acordo com esta hipdtese, evidéncias
experimentais tém demonstrado que a neurotransmissao
glutamatérgica é especificamente alterada por este
estimulo, sendo de crucial importancia uma vez que o
glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do
SNC, distribuido difusamente em inUmeras regides®13.

Através da interacdo com receptores especificos
(GluRs), o glutamato participa dos mecanismos cerebrais
envolvidos tanto nas fungdes fisioldgicas como em
processos patoldgicos relacionados ao estresse!*16, Por
exemplo, dentre os processos fisioldgicos destaca-se a
formacdo de redes neurais durante o desenvolvimento
e as modificagBes plasticas envolvidas nas funcoes de
aprendizado e memdria. Entretanto, em situagbes de
estresse para o cérebro o glutamato é altamente
neurotoxico devido a excessiva ativacdo da

neurotransmissdo que leva a morte neuronal?’.

Os GIuRs sdo classificados em metabotropicos
(mGIuRs) e ionotrdpicos (iGIuRs). Os mGIuRs modulam a
formacdo de mensageiros intracelulares através do
acoplamento a proteinas-G. Os iGluRs formam canais
ionicos especificos e sdo subdivididos, de acordo com a
especificidade de ligacdo dos agonistas, em trés grupos:
N-metil-D-aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionato (AMPA) e cainato (KA). Os AMPA e
KA sdao conjuntamente chamados de receptores nao-
NMDA8, O grupo dos receptores AMPA é composto de
quatro subunidades distintas conhecidas como GluR1-
4% ou GIuRA-D?, codificadas por quatro genes distintos.
As mlltiplas combinacGes destas subunidades originam
receptores homomeéricos ou heteroméricos com
diferentes propriedades funcionais!®%,

Técnicas de “binding”, imuno-histoquimica e
hibridizacdo in situ tém demonstrado que os receptores
AMPA/KA estao amplamente e abundantemente
distribuidos no SNC de vertebrados, embora esta
distribuigdo ndo seja uniforme. Diferengas na densidade,
subtipos, isoformas e combinagles de subunidades sao
dependentes da espécie, da area cerebral, do tipo celular,
do estagio de desenvolvimento cerebral etc!6:20-26,
sugerindo caracteristicas farmacoldgicas especificas destes
receptores. Foi demonstrado que a distribuicdo de RNAm
para as subunidades AMPA no cérebro humano é
semelhante aquela encontrada no cérebro de rato e, no
hipocampo humano, esta se correlaciona com a
distribuicdo dos sitios de ligacdao para [*H]glutamato e
[*HJAMPA427,

Acredita-se que o conhecimento da distribuigao
precisa dos varios subtipos dos receptores NMDA e ndo-
NMDA, assim como o esclarecimento do papel funcional
de cada subunidade nos processos fisioldgicos e
patoldgicos, auxiliariam na identificacdo de alvos
terapéuticos especificos e no desenvolvimento de novas
drogas para o tratamento das anormalidades cerebrais
que podem ser causadas pelo funcionamento inadequado
dos GluRs.

A mediacdo glutamatérgica, através dos
receptores NMDA e nao-NMDA, tem sido demonstrada
participar especificamente dos mecanismos hipocampais

de resposta ao estresse afetivo por SM, assim como nas
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desordens mentais decorrentes, tais como o estresse
pos-traumatico e a depressao maiorz>14, Um Unico episodio
de SM induziu uma reducdao nas subunidades dos
receptores NMDA hipocampais?®. Posteriormente,
Pickering e colaboradores® utilizando RT-PCR
demonstraram que a SM (DPN1-21) induz uma redugao
na expressao das subunidades GIuR1 e GluR2 em todo o
hipocampo. Com o objetivo de estender o conhecimento
das alteragdes induzidas pela SM na expressao destas
subunidades nas areas especificas do hipocampo, neste
estudo analisamos a expressao de GIuR1 e GIuR2 nas
areas CA1, CA3, hilus do giro denteado de animais

submetidos ao estresse por SM.

MATERIAIS E METODOS
Condigoes de criagao

Ratos Wistar machos, no dia do nascimento (DPN
0), foram separados das progenitoras e notificados de
acordo com o sexo. Com a finalidade de evitar as possiveis
influéncias das variagbes hormonais, as fémeas foram
descartadas e os filhotes machos foram aleatoriamente
agrupados com uma rata progenitora (6/mae) em uma
caixa plastica (48,5 x 25,8 x 15,6-cm), forrada com
maravalha e com aporte constante de agua e ragdo.
Nestas condicdes os animais foram transportados do
biotério central da Universidade de Sdo Paulo (USP) —
campus Ribeirdo Preto para o biotério das Faculdades
Integradas Padre Albino (FIPA), Catanduva-SP, onde
foram alojados em sala climatizada (21°+£29) com ciclo
claro/escuro de 12 horas (7h-19h).

Separacao Materna (SM)

A SM foi realizada de acordo com Pickering e
colaboradores®. No DPN 01 os animais foram divididos em
uma das duas condicdes: 1) Separacdo Materna (SM) - os
filhotes (n=10) foram separados das progenitoras por 3 horas
diariamente, no periodo claro do dia (09n30min as 12h30min)
e 2) Nao separados (NS) - os animais (n=11) foram mantidos
com suas progenitoras durante todo o periodo experimental.

No dia do desmame (DPN 21), as progenitoras
foram sacrificadas e os filhotes mantidos em grupos
randomizados, quatro ratos/caixa, onde permaneceram

por cinco semanas.

Os experimentos ocorreram de acordo com as
normas da sociedade brasileira de neurociéncia e
comportamento para cuidados com animais de laboratdrio
e todas as condutas foram devidamente tomadas para

minimizar o sofrimento dos animais.

Imuno-histoquimica

Os animais foram profundamente anestesiados
(uretana, 25%, Sigma) e sacrificados para a realizagao
da perfusdo intra cardiaca com PBS 0,1M, pH7,4 (PBS),
seguida por PBS 0,1M pH7,4 + PFA4% em PBS. Os
cérebros foram imediatamente removidos e imersos na
solugao de PFA4% por 2 horas adicionais e, em seguida,
0s mesmos foram crioprotegidos em solugao de sacarose
30% em PBS por 48 horas (4°C). Apds estes
procedimentos, os cérebros foram congelados em
isopentana (-40°C, Sigma) e estocados a -70°C até o
seccionamento. Vinte e quatro horas antes deste
procedimento os cérebros foram transferidos para um
freezer a -200°C. A areas cerebrais foram selecionadas
utilizando como referéncia o atlas ilustrado de projegGes
esteriotaxicas de Paxinos e Watson (1997). Em seguida,
seccdes coronais (40um) contendo hipocampo foram
obtidas no criostato (-20°C, Leica) e processados para
imuno-histoquimica. Os tecidos foram sucessivamente
lavados e incubados (18horas) com o anticorpo primario
anti-GIuR1 (1:500, Chemicon) ou anti-GIuR2 (1:500,
Millipore). Apds este periodo foram novamente lavados
em PBS e incubados com o anticorpo secundario biotililado
(1:250, Dako) por 90 minutos e, em seguida, incubados
com o complexo avidina-biotina-peroxidase (Vectastain
ABC, kit Vector). As células imunorreativas para GluR1
ou GIuR2 foram reveladas pela adigdo do cromdgeno 3,3-
diaminobenzidina (DAB, Sigma) e hidrogénio peroxidase.
As seccdes foram montadas em laminas gelatinizadas,
desidratadas e cobertas com permount e laminula para
analise microscopica. Neurbnios imunopositivos para GIuR1
e GIuR2 puderam ser visualizados e quantificados pela

coloragdo marrom-caramelo.

Quantificacao e analise
As seccOes cerebrais contendo hipocampo (hilus

do giro denteado, CA3 e CAl) foram analisadas e as
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imagens capturadas utilizando microscépio 6ptico
(Axioskop 40 with AxioCam ICc3, Zeiss) para posterior
quantificagdo através do programa de analise de imagens
(AxioVision Release 4.6.3, 04-2007, Zeiss).

A quantificacao de células imunopositivas para
GIuR1 e GIuR2 foi realizada em todo o campo de visao de
magnitude 200x (i.e. 10x eyepiece e 20x objetiva plana),
considerando uma area fixa de 566 x 424um (0,24mm?)
para cada regido cerebral. Cada campo foi quantificado
em trés seccOes por animal, bilateralmente (seis valores/
regido/rato), por dois observadores independentes. Os
resultados foram expressos em numero de células
imunopositivas para GluR1 e GIuR2/ 0,1mm?. Devido ao
grande nimero de células imunopositivas para GIuR2 na
area CA1 hipocampal, a expressdo de GIuR2 foi medida
por densitometria. As imagens coloridas relativas a estas
areas foram capturadas e convertidas em preto e branco
para a medida de densidade optica (DO) em “escala de
cinza” utilizando o software “Image J”. O valor original
(DO para cada area subtraida pela DO do plano de fundo
do tecido) foi subtraido do valor maximo de brilho (255)
e convertido em escala logaritmica (DO corrigida), com o
objetivo de obter um valor numérico que aumenta
proporcionalmente com o aumento do sinal®*3t.. A DO
foi também medida bilateralmente, em trés seccGes/
animal e a leitura utilizada para calcular a média do nimero
de células imunopositivas para GluR2 de cada animal.

Os resultados obtidos para os grupos SM e NS
foram comparados pelo teste "t” de Student, utilizando
o software SPSS e as diferengas consideradas significantes

qguando p<0,05.

RESULTADOS
Expressao das proteinas GluR1 no hipocampo
Observamos que a expressao de GluR1 e GIuR2
no hipocampo foi heterogénea, demonstrada pelas
diferencas no nimero de células imunopositivas para estas
subunidades nas diversas areas hipocampais. Para a
proteina GluR1 nenhuma alteracdo foi observada no hilus
do giro denteado quando o grupo SM foi comparado ao
grupo NS. Entretanto, a SM induziu uma reducao de
12% na area CA3, proximo ao nivel de significancia
(t=1,99; p=0,065) (Figural e Figura 2A, B, C, D).

A Figura 2 (E, F) mostra secgdes cerebrais nas
quais os anticorpos primarios, anti-GIuR1 e anti-GIuR2
foram omitidos no procedimento de imuno-histoquimica.
A completa auséncia de marcagdo comprova a

especificidade de ligagdo.
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Figura 1- Efeito da separagdo materna na expressao de GluR1 nas areas
hipocampais (HGD e CA3). Os valores representam a Média + EPM. *
p<0,05 (teste t-Student)

Figura 2 - Imuno-histoquimica para os receptores AMPA do tipo GluR1
no hipocampo de ratos. GIuR1 (HDG, A e B; CA3, C e D). SecgGes
incubadas com o Ac primario anti-GluR1, Chemicon (1:500) e com o Ac
secundario, Dako. Barra = 100um. Secgdes incubadas na auséncia do Ac
primario. Barra = 100um e 400um (E e F)

Expressao das proteinas GIluR2 no hipocampo
Para a proteina GIuR2 um aumento significante
de 36% (t=4,00; p=0,001) foi encontrado no hilus do
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giro denteado, em contraste com uma redugao
significativa de 24% (t=4,00, p=0,001) na area CA3 dos
animais SM em relagao aos NS (Figura 3A e Figura 4A, B,
G, H). Na area CA1 a expressdo de GluR2 foi quantificada
por DO e observamos um aumento de 27% (t= -1,96;
p=0,018) no grupo SM em relagdo aos NS (Figura 3B e
Figura 4E, F).
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Figura 3- Efeito da separagdo materna na expressdo de GIuR2 nas areas
hipocampais (HGD, CA3 e CAl). Os valores representam a Média *
EPM. * p<0,05 (teste t-Student)

Figura 4 - Imuno-histoquimica para os receptores AMPA do tipo GluR2
no hipocampo de ratos. GluR2 (HDG, A e B; CA3, Ce D; CA1l,EeF) .
SecgGes incubadas com o Ac primario anti-GIuR2, Invitrogen (1:50) e com
o Ac secundario, Dako. Barra = 100im.

DISCUSSAO

As desordens mentais que se expressam muitas
vezes somente na vida adulta podem ser decorrentes
de alteragdes extremamente precoces, iniciadas no
periodo neonatal quando ocorre o desenvolvimento
cerebral*#. A Separacdo Materna é um modelo animal de

estresse afetivo crénico, aplicado no inicio da vida e

amplamente utilizado em estudos que avaliam os efeitos
de drogas anti-depressivas®¢°1, O estresse crénico
aplicado durante o momento critico do desenvolvimento
cerebral promove alteracGes em  varios
neurotransmissores do SNC>?22,

O estimulo estressante promove, de imediato,
um aumento nos niveis de cortisol na corrente sanguinea,
que é centralmente percebido no cértex entorrinal. A
partir desta regido, uma via glutamatérgica excitatoria
emerge para o HGD (via perfurante), o qual estabelece
conexdo sinaptica também glutamatérgica com a area
CA1, que novamente faz conexdo com a area CA3 e
cortex envolvendo também o neurotransmissor
glutamato. O conjunto destas vias é chamado de “loop
glutamatérgico” de resposta ao estresse. A partir do
hipocampo sdo estabelecidas conexdes excitatorias para
outras regides da formagdo hipocampal as quais sao
também estimuladas em resposta ao estresse. Devido a
grande importancia da mediacdo glutamatérgica nestas
respostas, é fundamental o esclarecimento da
composicao dos receptores de glutamato presentes
nestas areas cerebrais envolvidas.

Nossos resultados mostram a distribuicdo regional
dos receptores de glutamato do tipo AMPA, sub-unidades
GIuR1 e GIuR2, no hipocampo de ratos submetidos ao
estresse por SM. E classicamente conhecido que as
propriedades do canal iGnico destes receptores sdo
dependentes da composicao de suas subunidades.
Receptores AMPA compostos apenas de GIuR2 sdo
impermeaveis ao Ca**, enquanto receptores compostos
de GIuR1, GIuR3 ou GluR4 sdo altamente permeaveis ao
Ca**. Receptores AMPA co-expressando GIuR2 com
GluR1,

permeabilidade ao Ca+**183233, A reducao de GluR1

GIuR3 e/ou GIluR4 apresentam pouca

encontrada para as areas CA3 nos animais submetidos a
SM sugerem uma reducdo na excitabilidade da via
glutamatérgica envolvida na estimulagdao cerebral
disparada pelo cortex entorrinal (Cx.E) em resposta ao
estresse.

No cérebro adulto, a elevada expressdo de GIuR2
na composicao do receptor AMPA limita o influxo de Ca**
para dentro dos neurdnios centrais, modulando sua

atividade funcional. Entretanto, nos cérebros embri6nicos
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a baixa expressdo de GIuR2 leva ao predominio das
subunidades permeaveis ao Ca** na composicdo do
receptor, demonstrando que ocorre maior excitabilidade
durante o desenvolvimento cerebral'’. Em nosso estudo,
0 aumento encontrado para a subunidade GIuR2 no HGD
e CA1, as primeiras areas estimuladas pelo Cx.E em
resposta ao estresse, reforgam a queda de excitabilidade
nestas vias, altamente recrutadas durante o periodo de
estresse cronico por SM.

A ativacao de receptores especificos (NMDA,
AMPA ou KA) leva a alteragdes na homeostase ao Ca*+,
que induz aumento na concentracdo de espécies de
oxigénio reativos (ROS), e consequentemente, morte
celular**, No intuito de preservar os neuronios envolvidos
na resposta ao estresse, tanto a reducdo de GluR1 como
0 aumento de GIuR2 encontrado em nosso estudo
mostram uma modulagdo negativa da excitabilidade
glutamatérgica mediada por AMPA em todo hipocampo
dos animais separados. Se por um lado nossos resultados

sugerem que a SM dispara um mecanismo de plasticidade

neural ao modular uma via previamente hiperestimulada,
por outro estes resultados podem representar um dos
mecanismos responsaveis por desencadear processos
patoldgicos tais como a depressdo maior e o0 estresse

pds-traumatico, que virdo a se manifestar na vida adulta.

CONCLUSOES

Os modelos animais sdao importantes ferramentas
para o estudo e compreensao da fisiopatologia de diversas
desordens mentais. O estresse afetivo cronico provocado
pela separacdo materna em ratos é capaz de induzir
alteragbes permanentes em receptores AMPA do
glutamato nas diferentes areas hipocampais. Tais
alteragdes resultam na modulagdao negativa das vias
glutamatérgicas, que podem representar uma forma de
neuroplasticidade ou o inicio de um processo patoldgico.

O conhecimento especifico do envolvimento da
mediacdo glutamatérgica na patogénese das doengas mentais
pode abrir o caminho para o desenvolvimento de farmacos

mais seletivos e efetivos no tratamento destas doengas.
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IMPORTANCIA DA ANALISE DO DISCO OPTICO PARA DIAGNOSTICO
PRECOCE DO GLAUCOMA

IMPORTANCE OF THE ANALYSIS OF OPTICAL DISC FOR EARLY DIAGNOSIS OF
GLAUCOMA

Maria Elizabete Jimenes de Campos”

RESUMO

0O glaucoma € a maior causa de cegueira ndo curavel no mundo. No Brasil a forma predominante da doenga ¢ o Glaucoma
Primario de Angulo Aberto que, pelas suas caracteristicas, ndo é passivel de deteccdo antes que ocorram alteragGes da
cabeca do nervo optico e/ou da camada de fibras nervosas da retina. Mesmo em areas bem desenvolvidas
socioeconomicamente, cerca de 50% dos casos de glaucoma n&o sdo diagnosticados ou o sdo tardiamente, ja com grande
perda visual. Considerando as dificuldades dos rastreamentos populacionais para glaucoma, cabe ressaltar a importancia
do exame cuidadoso do disco dptico pelo oftalmologista em todos os pacientes.

Palavras-chave: Glaucoma. Disco Optico. Exame fisico.

ABSTRACT

Glaucoma is the leading cause of blindness in the world not curable. In Brazil the predominant form of the disease is
primary open-angle glaucoma which, by their nature, is not capable of detecting changes that occur before the optic
nerve head and / or nerve fiber layer of the retina. Even in a well-developed socio-economically, about 50% of glaucoma
cases are not diagnosed or are late, already with great visual loss. Considering the difficulties of population screening
for glaucoma, it is worth emphasizing the importance of careful examination of the optic disc by the ophthalmologist in
all patients.

go de Atualizacao

Keywords: Glaucoma. Optic disk. Physical examination.
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INTRODUGAO

O glaucoma é a maior causa de cegueira ndo
curavel no mundo! e sua evolugdo é lenta, gradual e
assintomatica, sendo que a maioria dos diagndsticos é
realizada quando a doenca ja estd em estagio avangado?.
Em 2003, o Conselho Brasileiro de Oftalmologia estimava
que no Brasil houvesse 900 mil portadores dessa doenga3.
Portanto, é evidente a necessidade de diagnodstico
precoce.

E consenso que no Brasil a forma predominante
da doenca é o Glaucoma Primario de Angulo Aberto
(GPAA) que, pelas suas caracteristicas, ndo é passivel de
deteccdo antes que ocorram alteracGes da cabeca do
nervo Optico e/ou da camada de fibras nervosas da
retina. No entanto, por meio desses sinais, pode-se fazer
a suspeita de glaucoma, antes que ocorram perdas do
campo visual.

Por isso, é preconizado que os rastreamentos
de glaucoma pré-perimétrico em populacGes ou na
pratica clinica iniciem com o exame da cabeca do nervo
Optico*®. Mesmo com a utilizagdo de oftalmoscopia direta,
em olhos com pigmentacdo normal, é possivel verificar,
também, lesGes na camada de fibras nervosas que podem
preceder as do nervo Optico e, geralmente, aparecem
varios anos antes das perdas no campo visual. Portanto,
ha diferenca entre a progressdo estrutural (nervo optico
e camada de fibras nervosas) e a progressao funcional
(campo visual) do glaucoma®!:.

No Brasil, ainda permanece a dificuldade de
submeter a populagdo, em geral, aos exames necessarios
para o diagnostico do glaucoma.

Mesmo em areas bem desenvolvidas
socioeconomicamente, cerca de 50% dos casos de
glaucoma ndo sao diagnosticados ou o sao tardiamente,
ja com grande perda visual.

Além disso, parcela significativa da populagdo nao
segue corretamente as recomendagGes médicas ou o
uso das medicacOes prescritas!®13,

Varias campanhas de ambito nacional ja foram
realizadas para deteccao precoce da doenca, porém
acontecem quase sempre nos grandes centros com
acesso limitado. Além disso, a maioria dessas campanhas

utiliza somente a tonometria, que ndo é o exame inicial

adequado para o rastreamento do glaucoma. Desta forma,
a maioria das campanhas tem apenas a funcao de educar
a populacao sobre o glaucoma.

O exame fundoscopico direto do disco dptico,
por si s6, nao é suficiente para o referido diagnostico,
porém é o primeiro alerta num exame de rotina em que
ha suspeita da doenga, devendo-se iniciar a investigagdo.
Estudos especificos e outros métodos de diagndstico do
glaucoma deveriam ser realizados em todos os casos
suspeitos, bem como um acompanhamento periddico
desse pacientes®.

Estudo realizado na FMRP-USP para detectar a
eficacia de métodos diagndsticos no rastreamento do
glaucoma concluiu que a probabilidade de um individuo
selecionado apenas pelo aumento da escavacdo do nervo
optico apresentar defeito no campo visual é de 34,8%. A
associacdo do exame supralimiar com o exame do disco optico
aumentou a probabilidade de haver alteragdes na campimetria
de estimulos liminares de 34,8% para 85% se o primeiro for
positivo (alterado) e diminui para 12% se este for negativo
(normal). Quando o exame do disco é associado a tonometria,
a probabilidade inicial aumenta de 34,8% apenas para
50% se o teste for positivo (PO>20 mmHg) e diminui
para 32% se o teste for negativo (PO<20mmHg)*“.

A avaliagdo das imagens fotograficas do disco
optico tem sido historicamente recomendada tanto para
o diagndstico quanto para a detecgdo de progressdo da
doenga’.

As escavac0es fisioldgicas variam de um individuo
para outro, dependendo da dimensdo do canal da
esclerdtica. Na maioria dos individuos existe simetria, entre
os olhos, da relagao escavacgdo/disco, sendo assimetria
importante sinal na suspeita de lesdo glaucomatosa.
Diferencas de razdo escavacao/disco de 0,2 podem
aparecer em 1 a 6% da populagao adulta normal e
assimetrias de 0,3 em 1% da populagao geral'>8,

Salienta-se que, no glaucoma juvenil, o aspecto
da papila optica €, muitas vezes, mais importante que a
afericao da PIO™%,

Considerando as dificuldades dos rastreamentos
populacionais para glaucoma, cabe ressaltar a importancia
do exame do disco dptico pelo oftalmologista, no

momento de consultas de rotina.
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COMPLICAGOES INFECCIOSAS EM PACIENTES COM DOENCA
PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA

iIsQo

INFECTIOUS COMPLICATIONS IN PATIENTS WITH CHRONIC OBSTRUCTIVE
PULMONARY DISEASE

*

Renato Eugénio Macchione™ Fabio Macchione dos Santos*, Pedro Enzo Macchione®, Marcelo Ceneviva Macchione

RESUMO
A doenca pulmonar obstrutiva cronica tem merecido grande interesse e preocupacgdo da comunidade médica e cientifica por
seu comportamento epidemioldgico de crescente prevaléncia e mortalidade. A infeccdo respiratoria constitui a principal
causa de agudizagdo, conhecida como episddio de exacerbacao da doenga pulmonar obstrutiva cronica, com piora aguda na
fungdo pulmonar e um rapido aumento na frequéncia de sintomas respiratorios, com prejuizo a qualidade de vida e restricao
da autonomia dos pacientes.

Palavras-chave: Doenca pulmonar obstrutiva cronica. Infecgdo. Diagndstico.

ABSTRACT
The respiratory disease known as chronic obstructive pulmonary disease as aroused great interest and concern in the
medical and scientific community due to an epidemiological trend toward an increase in this prevalence and mortality. The
respiratory infection is de great cause of acute worsening, known as episodes of chronic obstructive pulmonary disease
exacerbation, that consists of acute deterioration in pulmonary function and a fast increase in the frequency of
respiratory symptoms, negatively affecting the quality of life of patients and limiting their autonomy.

Keywords: Pulmonary disease chronic obstructive. Infection. Diagnosis.
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CONCEITO

A doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC)
¢é definida como uma patologia evitavel, pois cerca de
90% das pessoas que a tém sdo fumantes, por isso
basta, principalmente, evitar a exposicao ao tabaco. A
doenga caracteriza-se pela limitacdo cronica ao fluxo
aéreo, ser parcialmente reversivel e geralmente
progressiva; considerada de origem inflamatoéria e,
consequentemente, tratavel. Ndo é incomum a
associacao entre DPOC e outras comorbidades, como a
doenga cardiovascular, caquexia, osteoporose,
neoplasia, diabetes e hipertensao arterial sistémica, cujos
fendtipos terdo diferentes manifestagdes clinicas na
histéria natural da patologia. E a maior causa de
morbimortalidade entre as doengas cronicas, no Brasil;
o projeto Platino (Projeto Latino-Americano de
Investigagdao em Obstrugdo Pulmonar) estimou a
prevaléncia em 6% a 15,8% da populagdo com idade
igual ou superior a 40 anos. Na América Latina, a
prevaléncia flutuou entre 7,8% no México a 19,7% no
Uruguai, cuja prevaléncia mundial, calculada de 7% a
10% da populacdao, compromete a qualidade de vida
dos pacientes de forma acentuadal.

O diagndstico clinico deve ser suspeitado nos
casos de pacientes com idade acima de 40 anos, com
histéria cronica de tosse, expectoragdo e/ou dispneia
aos esforgos, na presencga de histdria de exposicdo a
fatores de risco, cujo mais importante é o tabagismo. A
deficiéncia sérica de alfa-1 antitripsina sérica também é
uma causa de enfisema e, entretanto, s6 ocorre em
torno de 1% dos pacientes com DPOC. Dentre os
objetivos de controle clinico dos portadores de DPOC,
destacam-se quatro componentes: avaliar € monitorar a
doenga, reduzir os fatores de risco, manter a estabilidade
e controlar as exacerbacdes. O controle inadequado das
exacerbacOes leva a persisténcia de inflamagdo nas vias
aéreas e a perda acelerada de fungdo pulmonar,
caracterizada clinicamente pelo aparecimento ou piora
da dispneia e/ou de tosse e/ou volume de expectoracao,
que habitualmente apresenta alteracdo da sua coloracao
(amarelada ou esverdeada) ou viscosidade. Portanto, o
quadro clinico presuntivo tem como base a piora do status

respiratorio anterior do paciente?.

ETIOLOGIA

A principal causa de exacerbacdo da DPOC sdo
as infecgOes das vias aéreas inferiores, responsavel pelo
quadro clinico agudo, episodico, cujas consequéncias sao
0 aumento da inflamagdo brénquica e sistémica, além da
piora clinica do paciente.

Dentre os agentes bacterianos, destacam-se o
H. influenzae ndo-encapsulado, o S. pneumoniae e a M.
catarrhalis como organismos cuja colonizacao das vias
respiratérias superiores e inferiores sao frequentes nesses
pacientes. Dentre estes, o H. influenzae é considerado
o principal agente etioldgico nas exacerbagdes agudas
(20% a 30%), enquanto o S. pneumoniae, de 10% a
15%, inversamente aos descritos nos casos de
pneumonia. Nos pacientes com estadio mais avangado,
no entanto, aumenta a presenca de Haemophilus
inflluenzae, Moraxella catarrhalis e enterobacteriaceas. A
colonizacdo da arvore traqueobronquica €, por si so,
problema significante para a DPOC, tanto em relagdo a
cronicidade, como a gravidade. Assim, o resultado de
sucessivas infeccGes podera desencadear o
desenvolvimento de fibrose e deformidades na arvore
bronquica (Bronquiectasias). Nos casos mais graves, a
colonizagao por Pneumocystis jiroveci tornou-se
prevalente, além da infeccao pela pseudomonas, como
fator causal da exacerbagdo respiratoria aguda nos
usuarios crénicos de corticosterdides e doenga pulmonar
avancada. A colonizacdo das vias aéreas inferiores pelos
fungos ocorrem com determinada frequéncia neste Ultimo

grupo?.

PATOGENESE

A compreensdo da patogenia das doencas
pulmonares obstrutivas cronicas era limitada as
observacoes histoldgicas e fisioldgicas relacionadas aos
fatores de risco como o tabagismo. E necessario
considerar, também, outros fatores em sua génese, como
a poluigdo ambiental, fatores ocupacionais e genéticos.
Além disso, o entendimento da patogénese tem
aumentado substancialmente com o uso de técnicas
moleculares, imunoldgicas e celulares no estudo da
interacdo hospedeiro-patégeno, na demonstragdo da

infeccdo como causa predominante de exacerbagao
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aguda e na importancia do componente inflamatério da
doenga.

A proliferagdo bacteriana na arvore bronquica
desencadeia série complexa de eventos como o
recrutamento celular, incluindo os neutréfilos, associado
a transudacao protéica do plasma e a ativacdo e liberagdo
enzimatica. O circulo vicioso descrito € suficiente para a
progressiva piora da DPOC a partir da colonizagao
bacteriana (infeccdo crénica) em qualquer estadio da
doenca. A limitagdo crbnica ao fluxo aéreo, em
decorréncia da obstrugdo das vias, faz com que ocorra
retencao anormal de ar, aprisionado nos pulmdes. Em
decorréncia desta anormalidade mecanica, surgem os
sinais e sintomas caracteristicos como a dispneia e limitagao
das atividades, o que favorece a falta de condicionamento

dos pacientes”.

QUADRO CLINICO

Durante a evolucao da moléstia, além da piora
progressiva, os pacientes evoluem com exacerbagoes
agudas, importante fator de morbimortalidade, cujo
predominio afeta os fumantes e ex-fumantes de ambos
0s sexos, principalmente acima dos 50 anos de idade.
Por definicao estabelecida pelo Global Initiative for
Obstructive Lung Disease (GOLD), tratam-se de doengas
caracterizadas por limitacdo crbnica ao fluxo aéreo
parcialmente reversivel aos broncodilatadores, geralmente
progressivas e associadas a resposta inflamatdria dos
pulmdes aos estimulos.

Na exacerbagao aguda do paciente com
DPOC por infecgdo, destaca-se a mudanga da
coloragao e o aumento da expectoragao, surgimento
ou piora da dispneia, além de outros sintomas
inespecificos como anorexia, mal-estar geral e,
ocasionalmente, febre. O exame fisico & variavel,
dependendo do grau de comprometimento basal do
sistema respiratorio, podendo ser normal ou, no outro
extremo, apresentar sinais de franca insuficiéncia
respiratoria, tais como, dispneia importante, cianose,
agitacdo, confusdo mental e piora das comorbidades
de base®. A piora do estado clinico e funcional dos
pacientes determina aumento do trabalho da

musculatura toracica e faléncia respiratoria, com

necessidade de internagao hospitalar e, em alguns
casos, a instituicdo de suporte ventilatério mascara
de pressao positiva, ou de modo invasivo na unidade

de cuidados intensivos.

DIAGNOSTICO

O diagnéstico das exacerbacGes infecciosas na
DPOC ¢, basicamente, clinico, com base no exame de
espirometria realizado previamente, utilizado na
confirmacdo do diagndstico e na avaliagdo da gravidade
da obstrucdo ao fluxo aéreo. No entanto, s6 12% dos
pacientes ja fizeram uma espirometria alguma vez na vida,
segundo o projeto Platino. A radiografia de tdrax revela,
na maioria dos casos, hiperinsuflagdo pulmonar ou
acentuagdo de imagens lineares e, com frequéncia, nao
permite a caracterizacdo do processo infeccioso. Ha
utilizacdo cada vez maior da tomografia de térax, cujo
resultado do exame pode demonstrar a presenca de
bronquiectasias localizadas, comuns em casos avangados
da DPOC. O hemograma geralmente nao apresenta
qualquer alteracdo sugestiva de infeccdo bacteriana,
mesmo na ocorréncia da mesma. A gasometria arterial
auxilia na determinacdo da gravidade do
comprometimento funcional, especialmente quando a
hipercapnia estiver presente no quadro agudo. Os
principais diagndsticos diferenciais sdao: asma,
bronquiectasia, tuberculose, aspergilose, pneumotorax,
tromboembolia, cardiopatia, histoplasmose, bronquiolite,
pneumopatia intersticial, traqueobroncomalacia, aspiracao
digestiva recorrente, doenca auto-imune, neoplasia,
mucoviscidose do adulto, discinesia ciliar e demais
individuos

pneumopatias nos portadores de

imunodeficiéncia adquirida®.

TRATAMENTO

Os pacientes com exacerbacdo aguda da DPOC
sao divididos em dois grupos em relagdo a escolha dos
antibidticos: grupo ndo complicado e grupo complicado.

O grupo ndo complicado inclui os pacientes
abaixo de 65 anos de idade, sem fatores de risco, outras
doencgas associadas significativas (cardiopatias), com
menos de trés exacerbagbes durante o ano anterior, sem

uso frequente de corticosterdide e prova de fungao
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pulmonar anual (espirometria) com VEF1 maior que 50%.
Caso a deterioracdo clinica destes pacientes seja leve,
devido ao quadro clinico ndo complicado, é preconizado
o controle do sintoma principal (exemplo-piora da
dispneia) com observagdo nas primeiras 72 horas.
Entretanto, nas exacerba¢des agudas moderadas e
graves, com piora do status clinico, com aparecimento
de dois ou trés sintomas principais (aumento da dispneia
e/ou volume e/ou coloragdo esverdeada da secregao), a
escolha do antibidtico é feita a partir dos grupos
relacionados, sem ordem de preferéncia: amoxacilina,
azitromicina, claritromicina, doxiciclina, cefuroxime,
sulfametoxazol-trimetropim. Caso tenha sido utilizado
recentemente algum antibidtico (prazo inferior a trés
meses), € escolhida uma outra classe no tratamento
subsequente’.

No grupo complicado estdo os pacientes com
DPOC acima de 65 anos de idade, um ou mais fatores de
risco, portadores de comorbidades graves (cardiopatias),
mais de trés exacerbagdes durante o ano anterior, uso
frequente de corticosterdides e VEF1 menor que 50%.
Portanto, inclui pacientes com maior risco de
deterioracdo. Neste grupo € sugerida a introducdo de
antibidticos com maior acdo bactericida. Devem ser
administrados: moxifloxacina, gemifloxacina, levofloxacina,
amoxacilina-clavulanato. Caso tenha o risco de infecgao
pelas pseudomonas, considerar a utilizacdo de
ciprofloxacina e solicitar investigacdo bacterioldgica com
cultura. Da mesma maneira, caso tenha sido utilizada uma
classe de antibioticos nos Ultimos trés meses, considere
0 emprego de outra classe.

Como regra geral, o0 emprego dos antibidticos,
como a tetraciclina, ampicilina ou sulfametoxazol-
trimetoprim sdo considerados pouco eficazes no
tratamento das infecgdes pelo S. pneumoniae, H.
influenzae, M. catarrhalis, principais responsaveis pela
exacerbacao aguda da DPOC. A azitromicina nao é superior
a amoxacilina ou amoxacilina-clavulanato como tratamento
empirico da exacerbacdo aguda de DPOC, entretanto,
recentemente, alguns trabalhos tém demonstrado
crescente utilizagdo nestas situagdes clinicas®.

E de fundamental importancia o abandono do

vicio de fumar, mesmo em fases adiantadas da doenca,

assim como evitar exposicdes ocupacionais/ambientais
agressoras. Estas orientagdes podem reduzir a perda
acelerada da fungdo pulmonar. Os beneficios sdo muitos
e os principais sintomas, como a reducdo na producao
de secregdo e da tosse, ocorrem apds a interrupgdo do
tabagismo. Em todas as consultas o tema devera ser
abordado e estabelecido um plano de agao contra a
exposicao ao tabaco ativo e passivo.

Outras medidas devem ser introduzidas no
tratamento para reduzir a limitagdo ao fluxo de ar através
do uso dos broncodilatadores com acdo beta-2
adrenérgica por via inalatdria (de curta agdo como o
fenoterol e o salbutamol, ou de longa duracdo como o
salmeterol ou o formoterol), drogas anticolinérgicas
(brometo de ipratrdpio, tiotrdpio), isoladamente ou
associadas aos beta-2. O papel das teofilinas, no
tratamento da DPOC, suscita controvérsias em relagdo
ao seu efeito broncodilatador, mas melhora a funcgdo da
musculatura respiratéria e da atividade mucociliar nas
exacerbacdes. O corticdide sistémico esta sempre indicado
nos quadros de exacerbagao aguda, infecciosa ou ndo,
na dose de 20 a 40 mg por dia durante uma semana. O
uso de corticéide inalatério esta indicado somente ao
subgrupo de pacientes estaveis com VEF1<50% do
previsto e exacerbagdes frequentes (maiores ou iguais a
trés exacerbagbes ao ano).

E importante identificar precocemente os
pacientes que necessitardao de atendimento hospitalar
como aqueles que apresentam fadiga dos musculos
respiratérios, estado mental alterado, hipoxemia ou
hipercapnia graves, necessidade de ventilagdo assistida
(invasiva ou nao) e descompensacdo cardiaca. A
oxigenioterapia é o principal tratamento para os pacientes
hipoxémicos.

Os fatores que podem induzir ao risco maior de
fracasso no tratamento da exacerbacao da DPOC sdo:
dispneia grave, uso de oxigénio domiciliar, varias
intercorréncias anteriores nos Ultimos trés meses, mais
de quatro exacerbagdes no ano anterior, uso de
esterdides sistémicos e internagdes prévias (evidéncia
niveis II e III). O fracasso no tratamento da exacerbagdo
aguda envolve elevado custo econdmico, relacionado ao

excesso de internagOes hospitalares e consultas
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ambulatoriais. Os programas de reabilitacdo respiratéria
sdo de extrema importancia na reducdo do risco de
exacerbagoes. A redugdo das exacerbagdes dos quadros
infecciosos pode ser obtida com a utilizagdo de vacinas,
como a antipneumocdécica e a anti-influenza (evidéncia
nivel I). Em recente estudo ecoldgico de séries temporais
de mortalidade em idosos no Brasil, notou-se uma
diminuicdao da taxa de mortalidade por doengas
respiratorias selecionadas entre homens e mulheres, apds
a introdugdo do uso de vacinas contra a influenza, mostra
o reflexo positivo no quadro de mortalidade, obtido

através da prevengdo especifica®.

PROGNOSTICO

A intervencdo apropriada com o uso de
medicamentos, educa-¢ao dos pacientes e seus familiares,
fisioterapia e reabilitacdo por grupo multidisciplinar de

profissionais, pode desacelerar a progressdao da DPOC.

Os objetivos fundamentais do tratamento sdo: atingir a
melhora ou remissdo dos sintomas, melhora na qualidade
de vida, reducdo do risco de hospitalizacgdo, manutencao
da fungdo pulmonar e reducao da mortalidade.

A utilizagdo de medicamentos associados, como
o uso de corticoides inalatérios e beta-2 de acao
prolongada, além do tiotrdpio, reduzem as exacerbagGes,
melhoram a qualidade de vida e diminuem a mortalidade
em portadores de DPOC. Os efeitos adversos, aderéncia
ao tratamento e efetividade podem ser diferentes na
pratica clinica em comparagdo aos resultados encontrados
na literatura e isto se deve a varios fatores, como os
critérios de inclusdo e exclusdo dos pacientes e perdas
nas amostras durante os estudos?®.

Conclui-se que o tratamento da DPOC deve ser
individualizado a partir das caracteristicas do paciente,
de acordo com os critérios de gravidade e diretrizes

baseadas nas evidéncias clinicas existentes no momento.
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CHA VERDE (Camellia sinensis) E O RIM

TEA SINENSIS (Camellia sinensis) AND THE KIDNEY

Luis Lazaro Ayusso®, Vinicius Gutierrez Parise™, Tiago Nogueira Spinosa™

RESUMO

O uso de plantas com finalidade terapéutica vem aumentando diariamente em todo o mundo, e essa realidade também é
bastante evidente no Brasil. Hoje se sabe que plantas medicinais, da mesma forma que medicamentos sintéticos, possuem
grupos de compostos farmacologicamente ativos que atuam no organismo O cha é a segunda bebida mais consumida no
mundo e o cha verde, derivado da planta Camellia sinensis, tem recebido muita atengdo devido ao seu papel como antioxidante
e neutralizador de radicais livres. O cha verde é o segundo cha mais produzido e consumido (20-22%), sendo superado
apenas pelo cha preto (76-78%), e é amplamente bebido na China, Japdo, Coréia e Marrocos. Evidéncias experimentais
indicam que ERO desempenham um importante papel fisiopatoldgico no desenvolvimento da hipertensdo arterial e diabetes
mellitus. Estudos de modelos de ratos hipertensos e diabéticos sugerem que as catequinas do chd verde influenciam o
metabolismo glicidico, lipidico e melhoram a fungao renal, reduzindo o estresse oxidativo. Varios estudos epidemiolégicos e
clinicos mostraram que o chd verde pode reduzir o risco de muitas doengas cronicas como o diabetes mellitus, incluindo
doencas cardiovasculares. Catequinas do cha verde podem desempenhar um papel crucial na prevengdo da aterosclerose,
pois exercem efeitos protetores vasculares através de mudltiplos mecanismos, incluindo efeitos antioxidantes, anti-
hipertensivos, anti-inflamatdrios, anti-proliferativos, anti-trombogénicos, redutores lipidicos, bem como efeitos benéficos
sobre a fungdo endotelial. Em qualquer caso, a aterosclerose é um componente importante de doencas renais cronicas e,
adicionalmente, recente revisdo de evidéncias clinicas sobre o cha verde concluiu que o mesmo pode atenuar os fatores
de risco associados com o desenvolvimento de aterosclerose, diminuindo a incidéncia de eventos cardiovasculares e
infarto. Assim, sugerimos que o consumo de chd verde esteja associado a comportamentos saudaveis, tais como
aumento da atividade fisica, dieta rica em alimentos antioxidantes e abstinéncia ao fumo; possa ser uma forma eficaz,
ndo-farmacoldgica, pouco dispendiosa e suficiente para conferir melhorias notaveis. Concluimos que novos estudos
clinicos sobre o uso de cha verde sdo necessarios, principalmente aqueles relacionados a fungdo renal de pacientes
hipertensos e diabéticos.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Camellia sinensis. Catequina. Radicais livres.
ABSTRACT

The use of plants for therapeutic purposes has been increasing every day around the world, and this reality is also
quite evident in Brazil. Today we know that medicinal plants, just like synthetic drugs, present groups of
pharmacologically active compounds which act in human body. Tea is the second most consumed beverage in the
world and green tea, extracted from the plant Camellia sinensis, has received e great attention, due to its role as
an antioxidant and free radical neutralizer. Green Tea is the second most produced and consumed type of Tea (20-
22%), being surpassed only by black tea (76-78%), and is widely drunk in China, Japan, Korea and Morocco.
Experimental evidence indicates that ROS play an important pathophysiological role in the development of
hypertension and diabetes mellitus. Studies about mouse models of hypertension and diabetes suggest that
green tea catechin affect glucose also lipid metabolism, improving also kidney function and reducing oxidative
stress. Several epidemiological and clinical studies have shown that green tea can reduce the risk of many
chronic diseases like diabetes also cardiovascular disease as well. Green tea catechins may play a crucial role in
preventing atherosclerosis, because exert vascular protective effects through multiple mechanisms, including
antioxidant, anti-hypertensive, anti-inflammatory, anti-proliferative, anti-thrombogenic effects, lowering also
lipids, as well as beneficial effects on endothelial function. In any case, atherosclerosis is an important component
of chronic kidney diseases and in addition, a recent review of clinical evidence about green tea concluded that
it can ease the risk factors associated with the development of atherosclerosis, reducing also the incidence of
cardiovascular events and stroke. Accordingly we suggest that green tea consumption, associated with
healthy behaviors, such as increased physical activity, diet rich in antioxidant foods and avoidance of tobacco,
can be an effective, non-pharmacological and inexpensive tool, effective to provide noticeable improvements.

We conclude that further clinical studies on the use of green tea are needed, especially those related to renal
function of hypertensive and diabetic patients.

Keywords: Medicinal plants. Camellia sinensis. Catechin. Free Radicals.
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INTRODUGAO
Plantas medicinais

0 uso de plantas com finalidade terapéutica vem
aumentando dia a dia em todo o mundo, e essa realidade
também é bastante evidente no Brasil'. As plantas
constituem a mais rica fonte natural de biomoléculas
utilizadas pelo homem. O uso de plantas com propriedades
curativas é evidenciado desde a era pré-historica, em
que sociedades primitivas buscavam a cura terapéutica e
psicoterapéutica através de preparacOes botdnicas?. A
partir do século XVII, com a introducdo do método
cientifico, a contribuicdo da natureza para a melhoria da
qualidade de vida da humanidade passou a ser cada vez
maior. Estimativas da Organizagdo Mundial da Satide (OMS)
revelam que cerca de 80% da populagao mundial utilizam,
de alguma maneira, formas medicamentosas derivadas
de plantas®, e aproximadamente 25% das drogas
prescritas no mundo todo sdo originarias de plantas®. Por
diversos motivos, sejam de ordem médica, social, cultural,
econdmica ou filoséfica, as plantas medicinais tém sido
opgao terapéutica para uma parcela crescente da
populagdo brasileira. Hoje se sabe que plantas medicinais,
da mesma forma que medicamentos sintéticos, possuem
grupos de compostos farmacologicamente ativos que
atuam no organismo. O emprego terapéutico dessas
plantas exige o conhecimento desses grupos para a
avaliagdo das potencialidades terapéuticas, toxicas, e para
a formulagdo de uma estratégia adequada para seu uso?.
Os fitoterapicos de utilizagdo popular sdo derivados de
25.000 espécies de plantas, sendo que foram catalogadas
mais de 365.000 espécies. Desse total, somente cerca
de 1.100 espécies ja foram estudadas como fonte de
compostos biologicamente ativos e, em sua grande
maioria, em espécies européias®. Atualmente, tem
aumentado o interesse em plantas medicinais que sao
efetivas como tratamento alternativo para muitas doencas

humanas®.

OBJETIVO

Realizar revisdo de literatura médica sobre os
beneficios do cha verde (camellia sinensis) na salude
humana, principalmente aqueles relacionados as doencas

renais, hipertensao arterial e diabetes mellitus.

Radicais livres

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo
produzidas na vasculatura de uma forma altamente
regulamentada. Sinalizagdo de anion superéxido (O,) e
peroxido de hidrogénio (H,0,) tem importantes
propriedades, principalmente através da modificagdo
oxidativa de proteinas e ativacdo de fatores de transcricao
que mantém a estrutura e fungdo vascular, cardiaca e
renal’®. ERO tém um importante papel no
desenvolvimento de doengas cardiovasculares, incluindo
hipertensdo, aterosclerose, diabetes, hipertrofia cardiaca,
insuficiéncia cardiaca, injuria isquemia-reperfusao e
acidente vascular cerebral®. Isto é devido, em grande
parte, ao excesso de producdo de oxidantes, a diminuicdo
da bioviabilidade do déxido nitrico (NO) e a diminuigdo da
capacidade antioxidante na vasculatura e rins®. A familia
de ERO compreende muitas moléculas que tém efeitos
divergentes sobre a fungao celular, tais como regulagao
da diferenciacdo e crescimento celular, modulagao da
producdo de matrix extracelular, inativagdao do NO,
estimulagdo de muitas “quinases” e genes pro-
inflamatdrios!!, e aumento da concentragdo intracelular
de calcio livre, o qual é um grande determinante da
reatividade vascular®. Importante salientar que muitas
dessas acOes estdo associadas com alteracOes observadas
nas doengas cardiovasculares. O termo estresse oxidativo
descreve condicOes envolvendo aumento dos niveis de
ERO, as quais sao entidades quimicamente reativas
compreendendo dois grandes grupos: radicais livres (e.g.,
superoxido [O,7], hidroxila [OH], 6xido nitrico [NO]) e
derivativos ndo radicais de O, (e.g., H,0,, ONOO")°. Entre
as ERO, atengdo concentrou-se sobre o radical livre O,,
altamente reativo (aumento de seus niveis inativa NO,
causando disfuncdo endotelial e vasoconstricdo), e sobre
o H,0,,

vasodilatador em alguns leitos vasculares, incluindo

mais estavel?, ou seja, que atua como um

cerebral, coronariano e artérias mesentéricas®. Varias
patologias e em particular as acima citadas sao

influenciadas em diversos graus pelas EROS.

Cha Verde (Camellia sinensis)
A histéria do cha comecou ha mais de 5.000

anos atras na China antiga'?. O cha é a segunda bebida



74 %Ciéncia, Pesquisa € Consciéncia 2011 janeiro/dezembro; 3(1):72-81

Revista de Medicina

Ché verde (Camellia sinensis) e o rim

mais consumida no mundo, bem a frente do café, cerveja,
vinho e refrigerantes’?, e sabe-se que atualmente é
consumida por 2/3 da populagdo mundial®?. O interesse
social e econdmico do cha € claro e seu consumo é parte
da rotina diaria de muitas pessoas, como uma bebida
cotidiana e como um auxilio terapéutico em muitas
doengas. Dependendo do processo de fabricagdo, os
chas sdo classificados em trés tipos principais: “nao-
fermentados” cha verde (produzido por secagem e
aquecimento das folhas frescas para inativar a enzima
polifenol oxidase e, portanto, a oxidagdo ndo ocorre);
“semi-fermentado” cha oolong ou também conhecido
como cha amarelo (produzido quando as folhas frescas
sao submetidas a um estagio de fermentagdo parcial antes
da secagem) e “fermentados” preto e vermelho (chas
que passam por um tratamento pds-colheita de
fermentacdo antes da secagem e aquecimento)?s.
McKeay e Blumberg!* relataram um consumo per capita
médio do cha no mundo de 120ml/dia. O cha verde é o
segundo cha mais produzido e consumido (20-22%),
sendo superado apenas pelo cha preto (76-78%), e é
amplamente bebido na China, Japdo, Coréia e Marrocos.
Embora os beneficios de salde tenham sido atribuidos
ao consumo de cha verde, desde o inicio de sua histdria,
as investigagGes cientificas sobre a bebida e seus
componentes estdo em curso ha menos de trés
décadas!®. Cha verde é derivado da planta Camellia
sinensis?, tem recebido muita atencdo devido ao seu
papel como um antioxidante e neutralizador de radicais
livres'®. A planta Camellia sinensis pertence a familia
Theacea, é conhecida popularmente por cha verde ou
ché da India’¢. E um arbusto ou &rvore (Figura 1) sempre-
viva e pode crescer a alturas de, aproximadamente, 9
metros, mas geralmente podadas para cultivo entre 60cm
e 1,5 metro. As folhas sdo verde-escuro, com bordas
serrilhadas, alternadas e ovais, e as flores sao brancas,
perfumadas e aparecem em cachos ou isoladamente
(Figura 2: A e B)Y. Composicdo quimica do cha verde é
complexa: proteinas (15-20% do peso seco); aminoacidos
(1-4% do peso seco), como tianina, acido glutamico,
triptofano, glicina, serina, acido aspartico, tirosina, valina,
leucina, treonina, arginina, lisina; carboidratos (5-7% do

peso seco), como a celulose, pectinas, glicose, frutose,

sacarose; lipidios como acido linoléico; esterdis como
estigmasterol; vitaminas (B, C, E); cafeina e teofilina;
pigmentos como clorofila e carotendides, e compostos
volateis como aldeidos, alcoois, ésteres, lactonas,
hidrocarbonetos; minerais e oligoelementos (5% do peso
seco), como Ca, Mg, Cr, Mn, Fe, Cu, Zn, Mo, Se, Na, P,
Co, Sr, Ni, K, F e A3,

Tabela 1 - Resumo da composicdo média (%) do Cha Verde!3*

COMPOSICAO CHA VERDE
Polifendis 30%
Fibras 26%
Proteinas 15%
Carboidratos 7%
Lipidios 7%
Minerais 5%
Aminoacidos 4%
Pigmentos 2%

*(modificado)

A ingestdao total de polifendis é de,
aproximadamente, um grama por dia, dependendo do
estilo de vida e preferéncias alimentares'?. Polifendis sao
os mais abundantes antioxidantes dietéticos, sendo
componentes comuns de frutas, legumes, cereais, nozes,
sementes, chocolate e bebidas, como cha, café ou vinho.
Eles tém sido utilizados para levar muitos beneficios a
saude, tais como prevengao do cancer!®, doengas
neurodegenerativas!®, doengas cardiovasculares?®,
diabetes?!, efeitos antienvelhecimento??, sobre a
densidade Ossea, fungdo cognitiva, carie dentaria e
nefrolitiase!3, entre outros efeitos. Polifendis constituem
0 grupo mais interessante de componentes de folhas de
cha verde, o qual pode ser considerado uma importante
fonte alimentar de polifendis, em especial flavondides.
Os flavonoides sdo derivados fendis sintetizados em
quantidades substanciais (0,5-1,5%) e variedade (mais
de 4.000 identificados) e amplamente distribuidos entre
as plantas. Os principais flavondides presentes no cha
verde incluem catequinas®3. As catequinas sao polifendis
predominantes no cha verde, constituindo,
aproximadamente, 30% do peso seco da folha da planta
Camellia sinensis?, sao potentes antioxidantes, quelantes
de metais e inibidores da lipoperoxidagao'¢. As
catequinas mais abundantes encontradas nas folhas do
chd sdo (-) epigalocatequina 3-O- galato [(-) EGCG],
que representa 59% do total de catequinas,
(-)-epigalocatequina [(-)-EGC], 19% aproximadamente,

(-)-epicatequina-3-galato (ECG) 13,6% aproximadamente
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e (-)-epicatequina (EC) 6,4% aproximadamente!2. O cha
verde também contém 4acido galico e outros acidos
fendlicos como acido clorogénico e acido cafeico, e
flavonois, como canferol, mircetina e quercetina?3. EGCG,
o principal polifenol do cha verde, foi sugerido participar
na eliminagdo de toxinas urémicas e, assim, melhorar os
distdrbios renais®?3, Wu e Wei indicaram que uma Xxicara
de cha verde (2,5g de folhas de cha verde/200ml de
agua) pode conter 90 mg de EGCG?*. Por exemplo, uma
dose de 300mg diariamente de EGCG pode ser capaz de
induzir efeitos metabdlicos favoraveis na oxidagdo de
gorduras?®. Os mecanismos dos polifendis do cha verde
foram sugeridos como se segue: 1°) os polifendis
aumentam a atividade bioldgica da superdxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase, que inativam os radicais
livres de oxigénio como O,, e podem reduzir a perda de
NO mantendo sua fungao fisioldgica; 2°) os polifendis do
cha verde podem inibir a sintese de tromboxane A2
(TXA2), leucotrienos!> e endotelina 1 (ET1)%. Os
potentes efeitos vasoconstritores do TXA2 e leucotrienos
contribuem na ativagdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona. Existem depodsitos de angiotensina II
intrarenal e excessiva expressao de receptores tipo I de
angiotensina II tem sido observada na medula renal®®.
Os efeitos prejudiciais sobre o consumo do cha
verde sdo devido a trés fatores principais: (1) ao seu
teor de cafeina, (2) presenga de aluminio e (3) efeitos
dos polifendis do cha sobre a biodisponibilidade do ferro.
Os efeitos negativos produzidos pela cafeina sdo
nervosismo, distlrbios do sono, vomitos, dores de
cabeca, dor epigastrica, taquicardia. Assim, o cha verde
ndo deve ser tomado por pacientes que sofrem de
doencas cardiacas ou grandes problemas
cardiovasculares. Gravidas e mulheres a amamentar ndo
devem beber mais do que 1-2 xicaras/dia, pois pode
provocar um aumento do ritmo cardiaco. Quanto a
presenca de aluminio no cha verde, alguns estudos
revelaram a elevada capacidade da planta de acumular
Al, e este aspecto € importante para pacientes com
insuficiéncia renal. Assim, estudos futuros projetados
para avaliar com precisdo a presenca e a
biodisponibilidade de Al nas folhas do cha verde sao

necessarios!3. Ha relatos de casos com hepatoxicidade

relacionados ao consumo de cha verde. Os casos isolados
de insuficiéncia hepatica aguda devido ao consumo de
polifendis do cha verde?-*, quando comparados com o
numero de participantes envolvidos em ensaios clinicos
controlados com a intervencdo humana3'3* e estudos
epidemioldgicos3*3%, sugerem que outros fatores
desconhecidos podem ter contribuido para a
hepatotoxicidade. Recente estudo prospectivo com
objetivo de testar a funcdo hepatica e renal realizou
suplementacdo de altas doses de polifendis (714mg/
dia) do cha verde em homens saudaveis durante trés
semanas, nao causou efeitos colaterais ou prejudicou a
funcdo hepatica e renal®®. Entre todos os chas
consumidos no mundo, o cha verde é o mais estudado
para beneficios da saude!?. Além de todas as
propriedades anteriormente mencionadas, que
contribuiram para o reconhecimento do cha verde como
alimento funcional por alguns autores, ndo é para
esquecer 0 seu uso corrente na preparagao de uma
variedade de alimentos, produtos farmacéuticos, cremes

dentais e cosméticos?3.

Figura 2A - Camellia sinensis®®
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Figura 2B - Camellia sinensis com sua flor3®

Estudos cientificos experimentais e eficacia do cha
verde (Camellia sinensis)
Hipertensdo arterial

Evidéncias experimentais indicam que ERO
desempenham um importante papel fisiopatoldgico no
desenvolvimento da hipertensdo arterial. Isto é devido,
em grande parte, ao estresse oxidativo e diminuicdo da
biodisponibilidade de NO no endotélio vascular e rins.
Modelos de ratos deficientes em enzimas geradoras de
ERO tém pressdo arterial baixa em comparagao com ratos
selvagens, nos quais infusdo de angiotensina II ndo induziu
hipertensao arterial’. Na hipertensdo, a disfuncdo de
enzimas tais como NAD(P)H oxidase, NO sintase, xantina
oxidase, enzimas mitocondriais ou superoxido dismutase
que geram O,, H,0, e radical hidroxila, ou reduzida
varredura por antioxidantes, resulta em aumento na
formagao de ERO, que tem agOes prejudiciais sobre a
vasculatura. Radicais livres em hipertensdo contribuem a
injuria vascular por promover crescimento celular vascular,
deposicao de matrix extracelular, inflamacao, disfuncao
endotelial e aumento do tonus vascular®. Estudo realizado
em ratos espontaneamente hipertensos concluiu que o
estresse oxidativo aparece antes da inflamagdao como uma
anormalidade primaria no rim desses animais®, e foi
confirmado em muitos modelos animais de hipertensao
e doenga renal, bem como esta associado com fibrose
renal, vasoconstricdo, apoptose, redugao da excregao
de sodio*® e nefroesclerose hipertensiva sal
dependente*'. Os mecanismos que conduzem ao excesso
de produgao de ERO no interior do rim estdo comegando
a ser entendidos. Esta evidente que tanto uma reducdo

na producdo de NO*, elevacdes de hormdnios como a

angiotensina II, aumento na concentragdo de sddio
tubular ou extracelular podem estimular o aumento no
estresse oxidativo no interior medular da alca espessa
ascendente de Henle e contribuir para hipertensao e
injuria renal*#2, A elevacao da pressao de perfusdo renal
(PPR) secundaria a hipertensdo pode contribuir de forma
importante para a progressao da lesdo renal, geralmente
observada na hipertensado arterial*>, como demonstrado
em dois modelos de ratos hipertensos*#>. Nos rins
expostos a alta PPR, moléculas relacionadas com as vias
de estresse oxidativo, como por exemplo, TGF- e NF«k-B,
exibiram expressao reforgada em comparagao com o rim
protegido de pressdo. Rins expostos a maior pressao de
perfusdo também exibiram maior esclerose glomerular e
tubular medular, e fibrose intersticial com uma exagerada
expressao de genes relacionados com as vias do estresse
oxidativo e apoptose* quando comparada com o rim
protegido de pressao. Estes resultados indicam que a
PPR, de alguma maneira, estimulou o estresse oxidativo
e contribuiu para a progressao da hipertensdo arterial e
lesdo renal. Foi demonstrado que elevagdes na PPR
aumentam o fluxo sanguineo medular e a pressdo
hidrostatica intersticial renal, e estes parametros
indiretamente também avaliam os mecanismos
responséveis pelas mudangas observadas de H,0, no
exterior da medula. Neste mesmo sentido,
recentemente, em estudo experimental, concluiu-se que
elevacdo na PPR estimula a liberacdo de NO e H,0, no
exterior da medula renal. Os mecanismos responsaveis
pela liberacao destas importantes moléculas vasoativas
diferem, sendo que o NO parece ser estimulado pelo
aumento do fluxo sanguineo medular, enquanto o
aumento de H,0, resulta do aumento da oferta de NaCl
na alca espessa ascendente medular de Henle. O
equilibrio da produgdo de H,0, e NO no exterior da
medula é, portanto, importante consideragdo para o
entendimento das inter-relagdes entre PPR, excrecdo
de sodio e controle em longo prazo da pressdo arterial
sistémica. Sendo assim, desenvolvimento de agentes
antioxidantes que possam efetivamente reduzir a
produgdo na medula renal de O,- e H,0, podem ser mais
benéficos clinicamente do que aqueles que visam uma

maior producdao de NO, por exemplo, L-arginina“.
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Angiotensina II induz disfungdo endotelial que é crucial
para o desenvolvimento da aterosclerose e hipertensao.
Estudo experimental concluiu que o cha verde preveniu
lesbes de dérgaos alvo e hipertensdo induzida por altas
doses de angiotensina II, provavelmente por prevengao
ou eliminagao da geragao de anion superoxido?’. A
administracdo de EGCG para ratos espontaneamente
hipertensos melhorou a fungdo endotelial, a sensibilidade
a insulina e reduziu a pressdo arterial®®, além disso, o cha
pode atenuar o desenvolvimento de hipertrofia ventricular
esquerda induzida por hipertensdao renovascular em
ratos*>*°, Estes resultados podem ser relevantes para a
compreensdo dos beneficios para a salde cardiovascular
e metabdlica do consumo de cha verde em seres

humanos*.

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus é caracterizada por
hiperglicemia, a qual tem sido fortemente ligada a
complicagdes como neuropatia, retinopatia e nefropatia
diabética. Acima de tudo, os diabéticos sdo de alto risco
para doenca renal terminal secundaria a nefropatia
diabética. Controle rigoroso da hiperglicemia pela
insulinoterapia tem demonstrado evitar hipertrofia e
hiperfiltracdo glomerular e o subsequente aumento da
excrecdo urinaria de proteinal. A nefropatia diabética é
essencialmente de origem metabdlica e hemodinamica,
além da interagdo dos resultados entre a suscetibilidade
genética e fatores ambientais®2. Cada vez mais evidéncias
mostram envolvimento de dois importantes mecanismos
na patogénese da nefropatia diabética, diferentes da
proteina kinase C (PKC) e da via poliol, ou seja, estresse
oxidativo®54 e produtos finais da glicosilacao avancada
(PFGA). Aumento do estresse oxidativo esta envolvido
com alteragbes estruturais renais, devido as substancias
oxidativas, afetando diretamente as células endoteliais
glomerulares, infiltrando as regiGes mesangiais, tubulo-
intersticial e em outras partes do tecido renal,
consequentes ao abundante fluxo sanguineo no rim
diabético. A formagdo de PFGA, um dos disturbios
metabdlicos causados pela hiperglicemia, também tém
sido fortemente implicado na patogénese das doencas

macro e microvasculares diabéticas, cujas proteinas

modificadas pelos PFGA podem estimular uma variedade
de respostas celulares através de um receptor de
superficie celular especifico tal como RAGE, resultando
na expressao e ativacdo de mediadores patogenéticos,
por exemplo, estresse oxidativo da matrix extracelular,
citocinas e fatores de crescimento. Recentemente, foi
bem documentado que um aumento na producdo de
superdxido no interior da mitocondria € um link causal
entre hiperglicemia e dano celular induzido pela formacao
de PFGA, ativacao da PKC e acumulo de sorbitol**,
Hiperglicemia e hipertensdo podem ativar varias vias que
levam ao aumento da geragdo de superdxido e outras
ERO'. Algumas destas vias incluem o aumento da
atividade da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial
induzida pela hiperglicemia®; o aumento da expressao e
desacoplamento da sintase éxido nitrico endotelial,
levando a uma maior producao de superdxido em relacao
ao Oxido nitrico® e ativacdo das formas reduzidas de
NADPH3, O Ultimo sistema esta presente em diferentes
tipos de células renais*®* e pode contribuir para a lesdao
renal na presenca de diabetes ou hipertensdo.
Recentemente, mostrou-se que a hipertensdao aumenta
o estresse oxidativo renal, elevando a produgao de
superdxido NADPH-dependente e diminuindo as defesas
antioxidantes em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) e com diabetes induzido por estreptozotocina
(STZ)%¢. Estratégias que reduzam a formagdo de
superdxido via NADPH oxidase e/ou aumentem a atividade
dos sistemas de defesa antioxidante podem atenuar a
lesdo renal induzida pela hiperglicemia®.

Cha verde é uma fonte rica de polifendis,
particularmente catequinas, que tém mostrado ter
numerosos efeitos farmacoldgicos. Estudos utilizando
modelos animais mostram que as catequinas do cha verde
podem ser benéficas para reprimir obesidade secundaria
a dieta rica em gorduras, modulando o metabolismo
lipidico e fornecendo alguma protecdo contra os
transtornos do metabolismo lipidico e glicidico implicados
no diabetes tipo 2, e poderiam reduzir o risco de doengas
cardiovasculares®. Em ratos diabéticos induzidos por STZ
ou por aloxano, com nefropatia diabética, a administracao
do cha verde melhorou a funcgdo renal®** por sua acao

anti-trobogénica®*; reduziu proteinuria, excregdo de
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creatinina, atividade urinaria de enzimas do epitélio tubular
renal®!, peroxidacdo lipidica®, glicemia®>*e concentragbes
de hemoglobina glicosilada’!; atenuou a retinopatia e a
producdo renal de ERO mitocondrial®>; impediu o acimulo
de glicogénio nos tdbulos renais®! e aumentou a enzima
superdxido dismutase®. Estes estudos sugerem que as
catequinas do cha verde influenciam o metabolismo
glicidico, lipidico e melhoram a fungdo renal, reduzindo o
estresse oxidativo. J& em outro estudo, as catequinas do
cha verde diminuiram os niveis séricos de insulina, mas
ndo alteraram os niveis plasmaticos de glicose em um teste
oral de tolerdncia a glicose em ratos normais. Dada a
importancia das relagGes reciprocas entre a resisténcia a
insulina e disfungao endotelial na fisiopatologia do diabetes
e doengas cardiovasculares, os resultados deste estudo
podem ser relevantes para a compreensao dos mecanismos
moleculares responsaveis pelos efeitos benéficos do
consumo de cha verde para melhorar a saude
cardiovascular e metabdlica, bem como a mortalidade
global**. Ribaldo e colaboradores testaram a hipdtese de
que o cha verde e suas propriedades antioxidantes
atenuam lesdo renal em ratos diabéticos hipertensos e
exploraram mecanismos moleculares subjacentes. Assim,
observaram os efeitos do cha verde sobre a expressdo da
Nox4 NADPH oxidase, que é uma grande fonte de
produgao de ERO no rim. Os resultados mostraram que o
cha verde melhorou a albumindria e o acimulo de colageno
IV renal, além de reduzir marcadores de estresse oxidativo
renal em ratos diabéticos e espontaneamente hipertensos.
O mecanismo subjacente a estes efeitos benéficos,
aparentemente, envolve a baixa regulagdo da expressao
de Nox4 NADPH oxidase. No entanto, o cha verde ndo
afetou a pressao arterial ou glicemia desses mesmos ratos.
Os autores concluiram que o cha verde melhora lesdo
renal em ratos diabéticos hipertensos por inibicdo do
estresse oxidativo através da baixa regulacao da expressao
de Nox4, e sugerem que o consumo do cha verde pode

ser benéfico em pacientes diabéticos hipertensos®.

Estudos clinicos do cha verde na hipertensao
arterial e diabetes mellitus
Diabetes mellitus e hipertensdo sao as causas mais

importantes de nefropatia e estagio final de doenga renal

terminal. Um recente relatério mostra que o diabetes mellitus
constitui cerca de metade e hipertensdo constitui cerca de
um tergo dos novos casos de doenca renal terminal®®. Estudos
clinicos sugerem que radicais livres sdo importantes mediadores

na fisiopatologia glomerular e doenca renal progressiva™.

Hipertensao arterial

Estudos demonstram aumento na produgdo de
ERO em pacientes com hipertensao essencial, principalmente
os individuos sal-sensiveis, hipertensdo renovascular,
hipertensdo maligna e pré-eclampsia. Pacientes com
hipertensdo arterial tem niveis diminuidos de antioxidante
glutationa e a atividade da enzima superdxido dismutase
esta reduzida. Modalidades terapéuticas para modificar a
biodisponibilidade de ERO, diminuindo a producdo e/ou
através de um aumento na varredura de radicais livres,
podem regredir a remodelacdo vascular, evitar novas lesdes
vasculares e danos em drgaos-alvo, em especial 0s rins, e
reduzir a pressao arterial em pacientes hipertensos’.
Informag0es sobre o efeito do consumo de cha na saude
humana sdo escassas, principalmente em populagdes
idosas®. No entanto, o consumo de cha especialmente o
verde na saude humana tem sido observado®®. Varios
estudos epidemioldgicos e clinicos mostraram que o cha
verde pode reduzir o risco de muitas doencas cronicas,
incluindo doencas cardiovasculares'>?. Catequinas do cha
verde podem desempenhar um papel crucial na prevencao
da aterosclerose, pois exercem efeitos protetores vasculares
através de mdltiplos mecanismos, incluindo efeitos
antioxidantes, anti-hipertensivos, anti-inflamatorios, anti-
proliferativos, anti-trombogénicos, redutores lipidicos, bem
como efeitos benéficos sobre a fungdo endotelial?>*. Além
disso, existem evidéncias de efeitos no miocardio dos
componentes do cha, incluindo efeitos inotropicos positivos
e anti-hipertrdficos, e o impacto benéfico na isquemia do
miocardio e reperfusao®. Em particular, uma vez que o cha
verde reduz a pressao arterial, pode diminuir o risco de
acidente vascular cerebral e insuficiéncia coronariana®.
Recente meta-analise de um total de nove estudos
(194.965 individuos agrupados) observou 4.378 acidentes
vasculares cerebrais e concluiu que o consumo de, pelo
menos, trés xicaras, tanto do cha preto como verde, podem

reduzir o risco de acidente vascular cerebral isquémico em
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21%5!. Outro estudo recente realizado no Japao investigou
a associacdao entre o consumo de chd verde e todas as
causas de mortalidade, como cancer e doencas
cardiovasculares. Os pesquisadores analisaram 12.251
individuos entre 65 e 84 anos de idade, através de
questionarios completos que incluiram frequéncia do
consumo de cha verde e foram seguidos por até seis anos.
Pessoas que bebiam sete ou mais xicaras de cha verde por
dia apresentaram um risco 55% menor para todas as causas
de mortalidade e um risco 75% menor de mortalidade para
doencas cardiovasculares em comparagao com pessoas que

bebiam menos de uma xicara de cha verde por dia®2.

Diabetes mellitus

Hipertensdao e diabetes, frequentemente,
coexistem, e a presenca destas duas condicbes aumenta
significativamente o risco de nefropatia. Assim, glicemia e
pressao arterial estao entre as manobras mais eficazes para
o tratamento e prevencdo da doenca renal diabética.
Estudos clinicos®* sugerem que ndo ha ainda um
tratamento completamente eficaz para a nefropatia
diabética. Hiperglicemia € o principal fator responsavel pelas
alteragGes estruturais a nivel renal e esta diretamente
relacionada as complicacdes microvasculares diabéticas,
principalmente nos rins. Assim, o controle glicémico
continua sendo o principal alvo do tratamento. No entanto,
muitos estudos tém revelado que a producdo acelerada
da peroxidacdo lipidica pelo estresse oxidativo esta
aumentada nas lesdes glomerulares de pacientes diabéticos
com nefropatia diabética incipiente ou avancada. Dessa
forma, é necessario investigar os efeitos do estresse
oxidativo e formagdo de PFGA, a fim de avaliar novos
agentes terapéuticos que possam prevenir ou retardar o
desenvolvimento da nefropatia diabética®*. Estudos
mostraram que o controle da hiperglicemia pds-prandial
pelo cha verde pode ajudar a reduzir o risco de diabetes
tipo 2 e fornecer evidéncias que o cha promove o
metabolismo da glicose em humanos saudaveis®%3, Foi
revelado que consumo moderado (ou seja, 1-2 xicaras
por dia) de cha no longo prazo esta relacionado a uma
redugdo significativa nos niveis de glicemia em jejum e,
consequentemente, com menor risco de diabetes,

independentemente de varias outras caracteristicas clinicas

e estilo de vida®%5, Mas alguns estudos ndo suportam
estes achados?>¢, Este resultado observado é de grande
importancia para a salde publica, uma vez que o diabetes
€ uma das principais causas de incapacidade e morte nas
pessoas idosas e o consumo de cha parece ser um meio
efetivo nao-farmacoldgico para reduzir a incidéncia do
diabetes e suas consequéncias para a saude. Em outro
estudo recente com cerca de 17.300 japoneses, realizado
com homens e mulheres de meia idade, foi demonstrado
que o consumo de cha verde entre 1 a 6 xicaras por
semana foi associado a um risco 34% menor de diabetes
(tipo 2) apos cinco anos de seguimento®. Isto levou a
sugestao de que as agoes benéficas do cha na prevencao
de varias doengas crbnicas podem ser devido a sua
capacidade de reduzir a susceptibilidade das lipoproteinas
de baixa densidade a oxidagdo, suprimir a expressdo de
células do endotélio vascular de citocinas pro-inflamatdrias
e alta regulacdo na sequéncia de moléculas de adesao e
adesdo de mondcitos®. Varios dados epidemioldgicos e
clinicos mostraram que o cha pode beneficiar a salde
humana através de varios caminhos?.

Tendo em vista o papel dos processos oxidativos
em causar dano que leva a glomeruloesclerose e fibrose
intersticial renal medular, podera ser dedicada maior
atengdo a utilizacdo de componentes de alimentos
antioxidantes e o uso de drogas com reconhecido
potencial antioxidante. Em qualquer caso, a aterosclerose
€ um componente importante de doencas renais
cronicas® e, adicionalmente, recente revisdo de
evidéncias clinicas sobre o cha verde concluiu que o
mesmo pode atenuar os fatores de risco associados com
o desenvolvimento de aterosclerose, reduzindo a
incidéncia de eventos cardiovasculares e infarto”.

Assim, sugerimos que o consumo de cha verde
esteja associado a comportamentos saudaveis, tais
como aumento da atividade fisica, dieta rica em
alimentos antioxidantes e abstinéncia ao fumo; possa
ser uma forma eficaz, ndo-farmacoldgica, pouco
dispendiosa e suficiente para conferir melhorias notaveis.
Diante desta revisdo, concluimos que novos estudos
clinicos sobre o uso de cha verde sdo necessarios,
principalmente aqueles relacionados a funcao renal de

pacientes hipertensos e diabéticos.
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material serd enviado e-mail de confirmacdao ao autor
responsavel.

SELECKO DOS ARTIGOS: inicialmente, todo artigo submetido
a Revista sera apreciado pelo Conselho Cientifico nos seus
aspectos gerais, normativos e sua qualidade cientifica. Ao ser
aprovado, o artigo sera encaminhado para avaliacdo de dois
revisores do Conselho Cientifico com reconhecida competéncia
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auxilio e nome da agéncia financiadora) e o endereco eletronico.
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Palavras-chave: devem aparecer abaixo do resumo, fonte
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por ponto. Ex: Palavras-chave: Genética. Coracdo fetal.
Pesquisa fetal.

Tabelas: as tabelas (fonte 10) limitadas a cinco no conjunto,
devem ser numeradas consecutivamente com algarismos
arabicos, na ordem em que forem citadas no texto, com a inicial
do titulo em letra mailscula e sem grifo, evitando-se tracgos
internos horizontais ou verticais. Notas explicativas deverao
ser colocadas no rodapé das tabelas. Seguir Normas de
Apresentagdo Tabular do IBGE. Ha uma diferenga entre Quadro
e Tabela. Nos quadros colocam-se as grades laterais e s3o usados
para dados e informacgGes de carater qualitativo. Nas tabelas
nao se utilizam as grades laterais e sdo usadas para dados
quantitativos.

Ilustragdes: deverdo usar as palavras designadas (fotografias,
quadros, desenhos, graficos, etc) e devem ser limitadas ao
minimo, numeradas consecutivamente com algarismos arabicos,
na ordem em que forem citadas no texto, e inseridas o mais
préximo da citagdo. As legendas devem ser claras, concisas e
localizadas abaixo das ilustragOes. Figuras que representem os
mesmos dados que as tabelas ndo serdo aceitas. Para utilizagdo
de ilustracbes extraidas de outros estudos, ja publicados, os
autores devem solicitar a permissdao, por escrito, para
reproducdo das mesmas. As autorizacdes devem ser enviadas
junto ao material por ocasido da submissdo. Figuras coloridas
nao serdao publicadas.

As ilustragOes, além de inseridas no texto, deverdo ser enviadas
juntamente com os artigos em uma pasta denominada figuras,
no formato BMP ou TIF com resolugdo minima de 300 DPI. A
revista ndo se responsabilizara por eventual extravio durante o
envio do material.

Abreviagoes/Nomenclatura: o uso de abreviagdes deve ser
minimo e utilizadas segundo a padronizagao da literatura. Indicar
o termo por extenso, seguido da abreviatura entre parénteses,
na primeira vez que aparecer no texto. Quando necessario,
citar apenas a denominagdo quimica ou a designacdo cientifica
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Citagbes no Texto: devem ser numeradas com algarismos

arabicos sobrescritos, de acordo com a ordem de aparecimento
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no texto. Quando o autor é novamente citado manter o
identificador inicial. No caso de citacao no final da frase, esta
devera vir antes do ponto final e no decorrer do texto, antes da
virgula. Exemplo 1: citagdes com numeracdo sequencial “...de
acordo com varios estudos!.” — Exemplo 2: citagdes com nimeros

w

intercalados “...de acordo com varios estudos!37-10.12"
Excepcionalmente pode ser empregado o nome do autor da
referéncia como, por exemplo, no inicio de frases destacando
sua importancia.

Agradecimentos: deverdo, quando necessario, ocupar um
paragrafo separado antes das referéncias bibliograficas.
Referéncias: as referéncias devem estar numeradas
consecutivamente na ordem que aparecem no texto pela primeira
vez e de acordo com o “Estilo Vancouver” Requisitos Uniformes
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Disponivel em: http://www.nIm.nih.gov/bsd/
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www.bu.ufsc.br/bsccsm/vancouver.html traduzido e adaptado

por Maria Gorete M. Savi e Eliane Aparecida Neto.
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