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ORIGINAL

Doenca periodontal e diabetes mellitus: uma via de mao dupla

Periodontal disease and diabetes mellitus: a two-way road

Maria Rozeli de Souza QUIRINO'
Joao Carlos Moreira JARDIM?

Paulo Henrique Nogueira REZENDE?
Rogério Cardoso BULHOES®

Débora PALLOS'

RESUMO
Objetivo
Verificar as condicbes periodontais dos pacientes diabéticos.
Métodos

Participaram do estudo 32 diabéticos tipo 2 ndo controlados (valor de referéncia
da hemoglobina glicada de 7%) e 45 individuos nao diabéticos do grupo-controle,
dos quais 30 com doenca periodontal e 15 saudéaveis. Foram verificados os
seguintes parametros periodontais: profundidade a sondagem, perda de insercdo
clinica e dentes ausentes. Os dados foram analisados pelo teste Mann Whitney e
teste t Student.

Resultados

Entre os diabéticos, 17 apresentaram periodontite cronica leve; 11, moderada; e
4, avancada; dos nao diabéticos, 15 estavam saudaveis; 13, com periodontite
cronica leve; 15, com periodontite moderada; e 2, com avancada. Os pacientes
diabéticos apresentaram um maior nimero de dentes ausentes quando compa-
rados aos nao diabéticos (p<0,009 e p<0,0000), profundidade a sondagem maior

" Universidade de Taubaté, Departamento de Odontologia. R. Expedicionario Ernesto Pereira, 110, 12020-330, Taubaté, SP, Brasil.
Correspondéncia para/Correspondence to: M.R.S. QUIRINO. E-mail: <rozeliqui@uol.com.br>.

2 Faculdade de Odontologia de Valenca. Valenca, RJ, Brasil.

3 Universidade de Taubaté, Departamento de Ciéncias Médicas. Taubaté, SP, Brasil.

4 Consultor de Estatistica e Sistemas de Gestdo. Taubaté, SP, Brasil.
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que o grupo saudavel (p<0,0000) e menor que o grupo s6 com doenca periodontal
(p<0,0009); perda de insercao clinica ndo apresentou diferenca estatistica entre
os diabéticos e ndo diabéticos com doenca periodontal (p=0,1576), houve dife-
renca apenas em relacdo ao grupo saudavel.

Conclusao

No presente estudo o grupo com diabetes apresentou maior perda dentaria, o
que poderia ser resultado de doenca periodontal. Novos estudos devem ser
conduzidos para esclarecer melhor essa associacao.

Termos de indexacao: Diabetes mellitus. Fatores de risco. Perda 6ssea alveolar.

ABSTRACT

Objective

The objective of this study was to determine the periodontal condition of diabetic
patients.

Methods

In the study, 32 type 2 uncontrolled diabetic patients (reference value of
hemoglobin of 7%) and 45 nondiabetic controls (30 with periodontal disease
and 15 healthy) were evaluated. The following periodontal parameters were
verified: periodontal probing depth, clinical attachment loss and missing teeth.
The data were analyzed by the Mann Whitney and Student’s t test.

Results

Among diabetic patients, 17 had mild chronic periodontitis, 11 moderate and 4
severe, while in nondiabetics 15 were healthy, 13 had mild chronic periodontitis,
15 moderate and 2 severe. Diabetic patients had more missing teeth than the
nondiabetic groups (p<0.009 and p<0.0000),; periodontal disease was worse
than that of the healthy group (p<0.0000) but better than that of the group with
periodontal disease (p<0.0009); there was no statistically significant difference
in clinical attachment loss between diabetic and nondiabetic patients with
periodontal disease (p=0.1576); they only differed from the healthy group.

Conclusion

In this study the group with diabetes had a greater number of missing teeth,
which could be the result of periodontal disease. Further studies should be
conducted to clarify this association.

Indexing terms: Diabetes mellitus. Risk factors. Alveolar bone [oss.

INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é considerado um
grupo heterogéneo de desordens metabolicas
manifestadas por uma elevacao do nivel de glicose
no sangue, sendo reconhecido que, a longo prazo,
a hiperglicemia crénica causa dano ao coracéo, aos
olhos, aos rins, aos nervos e ao sistema vascular'.
Entre as maiores complicacoes do diabetes mellitus,
a periodontite ocupa o sexto lugar, ocorrendo princi-

palmente nos diabéticos ndo controlados?. Estudos
clinicos e epidemioldgicos tém demonstrado que
pacientes diabéticos apresentam uma maior incidén-
cia de doenca periodontal quando comparados com
a populacdo em geral*’. O modo como o diabetes
mellitus pode contribuir para a doenca periodontal
ainda nao estd bem estabelecido, mas estudos
sugerem que estaria relacionado com mecanismos
e mediadores da resposta inflamatéria do tecido
injuriado’& 12,
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De carater progressivo, a periodontite é uma
doenca inflamatéria crénica dos tecidos de suporte
dos dentes, que leva a destruicdo do osso e dos
tecidos de insercao - ligamento periodontal -, sendo
a maior causa de perda dental nos adultos. A causa
associada a uma infeccdo bacteriana é bem estabe-
lecida. Bactérias subgengivais-incluindo Porphyromonas
gingivallis, Prevotella intermedia, Tannerella
forsythensis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans
- e espiroquetas sao alguns de seus agentes etiolo-
gicos. A susceptibilidade do hospedeiro a esses agen-
tes bacterianos também pode ter um importante
papel na prevaléncia e progressao da doenca'?.

Em relagdo ao entendimento do papel do
hospedeiro na progressao da doenca, sabe-se que,
apds uma estimulacao bacteriana, ocorre vasculite
dos pequenos vasos sanguineos, e bactérias e outras
substancias bacterianas, especialmente os Lipopo-
lissacarideos (LPS), atravessam o epitélio juncional
da bolsa periodontal para ter acesso ao tecido conjun-
tivo e aos vasos sanguineos. Todos os componentes
do sangue e do soro, dessa forma, passam para o
tecido conjuntivo. Os linfécitos B e T, os plasmocitos
e os macrofagos aparecem no tecido periodontal.
Os LPS interagem com os mondcitos e macrofagos,
ativando essas células para sintetizarem grandes
quantidades de interleucina 1 (IL-1), Fator de Necrose
Tumoral (FNT), Prostaglandina E, (PGE,) e Metalo-
proteinases matriciais (MMPS). A PGE,, a IL-1 e o
FNT sdo mediadores da reabsorcao éssea, enquanto
as MMPs degradam o colageno do tecido conjuntivo.
Essa destruicao do tecido conjuntivo e a reabsorcao
do osso alveolar conduzem aos sinais clinicos da
doenca: perda 6ssea e da insercao periodontal'.

Fatores de risco associados a doenca pe-
riodontal incluem: aumento da idade, placa/biofiime
dental, bactérias patogénicas, disfuncdo imune,
deficiéncia nutricional, uso de medicacdo como corti-
coide, género, estresse, tabaco, genética e condicoes
sistémicas, incluindo alteracdes de neutréfilos,
diabetes mellitus, gravidez, alteracées hormonais e
osteoporose'>'6.

A relacao entre doenca periodontal e condi-
¢Oes sistémicas é conhecida e estudada, e o diabetes

mellitus tem sido apontado como importante modi-
ficador da periodontite, uma vez que o diabetes
mellitus exacerba a perda 6ssea por meio do
aumento da reabsorcao pela intensidade e duracao
do infiltrado inflamatdrio, além das complicacoes
microvasculares e diminuicdo da neoformacao
ésseaH-Q,W.

O diabetes mellitus descompensado pode
influir na progressao da periodontite do mesmo modo
gue esta atua como fator complicador do controle
metabdlico da diabetes mellitus, pois a doenca
inflamatoria periodontal pode aumentar a resisténcia
a insulina de maneira similar a obesidade, gerando
0 que se denomina atualmente uma “ via de méo
dupla”®21,

O objetivo deste estudo, portanto, foi avaliar
as condicoes periodontais de uma populacao diabé-
tica e compara-las as de individuos ndo diabéticos.

METODOS

Participaram da pesquisa 32 individuos
diabéticos tipo 2 que se apresentaram a consulta ou
estavam em tratamento no Ambulatério de Endocri-
nologia do Hospital Universitario da Universidade de
Taubaté (UNITAU) e 45 individuos néo diabéticos que
procuraram a Clinica Odontologica da UNITAU para
tratamento de rotina. Apds aprovacao da pesquisa
pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNITAU (proto-
colo n° 319/02), os participantes terem sido infor-
mados e assinarem o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido, procedeu-se a coleta dos dados e ao
exame clinico. Todos os participantes deveriam ter
pelo menos dez dentes na cavidade bucal e nao
poderiam ser portadores de imunodeficiéncia, cancer
ou AIDS ou estar sob terapia com corticoide. Os
dados obtidos na anamnese e no exame clinico foram
registrados em ficha clinica previamente elaborada.

Os individuos diabéticos incluidos no estudo
eram nao controlados (DM tipo 2 NC), segundo a
faixa de normalidade da hemoglobina glicada
(método de imunoturbidimatria, Kit da Roche, valor
de referéncia abaixo de 7%, certificado pela National
Glycohemoglobin Standardization Program - NGSP)22.
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Os individuos sem DM foram divididos em dois
subgrupos: sem doenca periodontal, ou saudaveis,
e com doenca periodontal.

Para todos os individuos participantes da
pesquisa, verificaram-se os seguintes parametros
periodontais:

- Profundidade a Sondagem (PS) obtida por
um Unico examinador previamente calibrado em seis
sitios por dente (mésio-vestibular, médio, disto-vesti-
bular e mésio-lingual, médio e disto-lingual), por meio
da sonda periodontal manual tipo Williams
(Newmar®- Sao Paulo, Brasil) e mensurada da mar-
gem gengival livre até a base da bolsa periodontal;

- Perda de Insercao Clinica (PIC) obtida de
todos os sitios examinados por meio da medida da
distancia da Juncéo entre Esmalte e Cemento (JEC)
até a Margem Gengival (MG), somando-se a medida
da profundidade a sondagem. Resumindo: PIC = PS
+ (JEC a MG);

- NUumero de dentes ausentes.

Apos 0 exame clinico periodontal, os sujeitos
foram diagnosticados e classificados como portadores
de periodontite cronica leve (Pl de 1 a 2mm), mode-
rada (Plde 3 a 4rﬁm) e avancada (PI=5mm), de acor-
do com a Academia Americana de Periodontia®.

Os dados foram tratados estatisticamente para
comparacao dos parametros periodontais pelos testes
Mann Whitney e teste t Student, com um nivel de
confianca de 95%, de acordo com a normalidade
de cada grupo.

A fim de avaliar o erro intraexaminador, fo-
ram obtidas duas medidas de profundidade de

M.R.S. QUIRINO et al.

sondagem dos sitios de 20 individuos, com intervalo
de uma semana entre as mensuracoes. Esses valores
obtidos de profundidade de sondagem foram
submetidos a andlise por meio de regressao linear,
obtendo-se um valor de r=0,71986.

RESULTADOS

O grupo de pacientes diabéticos consistiu de
32 individuos na faixa etaria de 32 a 73 anos (Média
(M) de idade de 53,25, Desvio-Padrao-DP= 9,62).
Apdbs o exame periodontal no grupo dos diabéticos,
foi verificado que 17 individuos (53,1%) apresen-
tavam periodontite crénica leve; 11 (34,4%) pe-
riodontite crénica moderada; e 4 (12,5%) periodontite
crénica avancada.

O grupo-controle, constituido de 45 individuos
nao diabéticos na faixa etaria de 18 a 73 anos, foi
dividido em dois subgrupos: sem doenca periodontal,
ou saudavel, (15) e com doenca periodontal (30),
com média de idade de 32,47, DP=6,53 e M=42,73,
DP=13,30, respectivamente. No grupo com DP, 13
(43,3%) apresentavam periodontite cronica leve; 15
(50,0%), periodontite cronica moderada; e dois
(6,4%), avancada (Tabela 1).

Para os valores de perda de insercao clinica,
nao houve diferenca significante entre os grupos dos
diabéticos e o grupo com doenca periodontal, mas
os dois apresentaram diferenca significante quando
comparados ao grupo saudavel (Tabela 1).

Quanto a comparacao do numero de dentes
ausentes, houve diferenca entre o grupo saudavel e

Tabela 1. Valores médios de idade, dentes ausentes, profundidade a sondagem e perda de insercao clinica dos individuos diabéticos e nao

diabéticos.
DM Tipo 2 NC (n=32) SDP 2 (n=15) DP (n=30)
Média Desvio-Padrdo Média Desvio-Padréo Média Desvio-Padrao
Idade 53,25 9,62 32,47 6,53 42,73 13,30
DA 12,53 6,464 3,13 2,358 8,13 4,86¢
PS 2,53 1,03~ 1,57 0,178 3,32 0,84¢
PIC 2,99 1,294 0,15 0,238 333 1,25~

DM Tipo 2 NC: diabetes tipo 2 nao-controlado; SDP: sem doenca periodontal, DP: doenca periodontal; DA:

sondagem; PIC: perda de insercao clinica.
As letras representam diferencas significantes na horizontal.

dentes ausentes; PS: profundidade de
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0s outros grupos (o0 numero de dentes ausentes no
grupo saudavel era muito menor que o dos outros
dois grupos), e foi encontrada diferenca significante
entre o grupo diabético e o grupo-controle com
doenca periodontal (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados da comparacao entre os grupos apos trata-
mento estatistico.

DA PS PIC
DM tipo Il NC X SDP 0,0000 0,0000 0,0000
DM tipo INC X DP 0.0019" 0,0009 0,1576
SDP X DP 0,0001" 0,0000" 0,0000°

"Diferenca estatisticamente significante.

DM Tipo 2 NC: diabetes tipo 2 nao controlado; DP: sem doenca periodontal,
DP: doenca periodontal; DA: dentes ausentes; PS: profundidade de
sondagem; PIC: perda de insercao clinica.

DISCUSSAO

O diabetes mellitus é a doenca enddcrino-
metabdlica crénica mais comum na populacéo e
estima-se que, no Brasil, 11% da populacdo acima
de 40 anos sejam diabéticos; os estados do Sul e do
Sudeste sao os que apresentam maior incidéncia da
doenca. Menos de 50% dos pacientes mantém sua
doenca adequadamente tratada, e seus portadores
podem ter uma reducao de aproximadamente 15
anos de vida em decorréncia das complicacoes
cardiovasculares?.

A doenca periodontal, por sua vez, é alta-
mente prevalente na populacdo mundial, afetando
cerca de 90%, incluindo-se tanto os casos de gen-
givite como periodontite?.

E conhecido que o diabetes mellitus tem como
uma de suas maiores complicacdes a doenca
periodontai. Sabe-se que o bom controle do diabetes
mellitus pode retardar ou mesmo impedir o apare-
cimento de suas complicacdes. A microangiopatia
diabética constitui-se o fator determinante de varias
alteracoes sistémicas que afetam também os vasos
da gengiva e levam ao desenvolvimento de gengivite
e doenca periodontal®.

A patogénese da periodontite em individuos
saudaveis é complexa e multifatorial. Nos diabéticos,

ha, além da presenca dos fatores locais, como o
biofilme dental e microbiota patogénica, as alteracoes
da microcirculacao e a resposta de defesa do organis-
mo, que se encontra alterada nesses individuos,
representada pela diminuicdo da aderéncia neutro-
filica, quimiotaxia e fagocitose, que podem facilitar
a persisténcia da bactéria na bolsa periodontal e
aumentar a destruicao periodontal; além disso, ha
0 aumento das citocinas e mediadores da resposta
pré-inflamatoria pelas células de defesa e a redugao
da imunidade celular relacionada aos linfocitos e
macréfagos' 10,

Os diabéticos apresentam, assim, uma resis-
téncia diminuida aos processos infecciosos, o que
faz com que o processo de destruicdo dos tecidos
periodontais seja mais rapido do que nos individuos
saudaveis, uma vez que o diabetes mellitus aumenta
aintensidade e a duracao do infiltrado inflamatério,
aumenta a reabsorcdo éssea e dificulta a reparacao
ossea’.

Evidéncias sugerem que a doenca periodontal
pode induzir e perpetuar um elevado estado infla-
matorio sistémico crénico, refletindo um aumento
sérico de proteina C reativa, fibrinogénio e inter-
leucinas nas pessoas com periodontite e, assim, simi-
larmente as outras infeccoes sistémicas, a infeccao
periodontal pode induzir a resisténcia a insulina'2®,
apresentando, dessa forma, uma possivel explicacao
para a "via de mao dupla” entre diabetes mellitus e
doenca periodontal.

Ao comparar o estudo de Bulut et al.?” com
os dados do presente estudo, verificou-se que, naque-
le estudo, as médias de profundidade a sondagem
encontradas foram de 3,84mm para os diabéticos,
3,5Tmm para os do grupo-controle com doenca
periodontal e 1,26mm para os sauddveis. Os valores
encontrados no presente estudo foram menores:
2,53mm para os diabéticos tipo 2 ndo controlados,
3,32mm para os nao diabéticos com periodontite e
1,57mm para os saudaveis.

Engebretson et al.?® verificaram que o valor
de perda de insercao clinica nos diabéticos tipo 2 foi
de 4,05mm, valor superior ao encontrado neste
trabalho: 2,99mm; resultados semelhantes foram
encontrados para a profundidade a sondagem: de
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3,35mm contra 2,53mm, e para a média de idade
dos dois estudos: 54 anos e 53 anos, respectivamente.
Poder-se-ia dizer, portanto, que os pacientes estu-
dados por aqueles autores apresentavam doenca
periodontal mais avancada.

Nos resultados apresentados neste estudo em
relacéo a condicao periodontal, verificou-se que a
periodontite crénica leve estava presente em 53,1%
dos individuos diabéticos e em 43,3% dos ndo diabé-
ticos doentes, enquanto a periodontite cronica avan-
cada estava presente em 12,5% dos diabéticos e
6,6% no grupo-controle com doenca periodontal,
corroborando o estudo de L&e?, que relata que a
periodontite avancada ocorre com mais frequéncia
nos individuos diabéticos tipo 2 do que nos nao
diabéticos. A profundidade de sondagem, neste
estudo, ndo apresentou diferenca estatisticamente
significante entre os grupos estudados, corroborando
os resultados obtidos por Bulut et al.?’ e diferindo
dos resultados obtidos por Cutler et al.?°.

Uma dificuldade encontrada no estudo foi a
inclusdo dos pacientes na pesquisa, uma vez que
havia como critério de selecdo a necessidade de eles
serem portadores de no minimo dez dentes. Porém,
em sua maioria, eles eram desdentados ou tinham
menos de dez dentes na cavidade bucal, o que
reflete a realidade da condicao sociocultural dos
individuos que procuram atendimento em ambula-
torios e clinicas publicas.

Foi encontrada diferenca significante entre o
grupo de diabéticos e o de nao diabéticos, o que
mostra que a PS foi maior neste Ultimo e a PIC foi
semelhante entre os grupos com periodontite. Pode-
mos verificar neste estudo, portanto, que os individuos
portadores de doenca periodontal com ou sem diabe-
tes mellitus apresentaram semelhancas quanto a
perda de insercdo clinica, apesar do grupo sé com
doenca periodontal apresentar valores maiores na
profundidade a sondagem. Isso poderia ser explicado
pelo fato de os individuos diabéticos apresentarem
uma resposta debilitada diante da agressao, tendo
como resultado menores valores de PS e um PIC
que representa a perda dos tecidos de sustentacao
do elemento dental semelhante.

Apesar de as médias de idade do grupo de
diabéticos e do de nado diabéticos com doenca pe-

riodontal nao apresentarem diferenca significativa,
o fato de os diabéticos apresentarem mais dentes
ausentes pode ser justificado pela presenca da doenca
periodontal ou ainda estar relacionado ao fator cultu-
ral em que se opta pela extracao dentaria em vez
de um tratamento mais especializado.

Vale ressaltar que nao foi objetivo do presente
trabalho avaliar o tempo que o portador de diabetes
mellitus apresenta a doenca, o seu controle rigido
ou mesmo a variacdo da hemoglobina glicada, pois
foi um estudo transversal.

No grupo dos ndo diabéticos, as médias dos
trés parametros apresentaram diferenca significativa
entre os doentes e os saudaveis. Portanto, sendo a
doenca periodontal comum na populacao e sabida-
mente relacionada a doencas sistémicas - uma via
de méao dupla -, fazem-se necesséarios estudos cada
vez mais profundos para uma melhor compreensao
de sua patogénese e para um desenvolvimento de
novos caminhos para o controle da doenca.

E importante que, & medida que os cirurgides-
dentistas e médicos aumentem seu conhecimento
sobre a ligacao da periodontite e doencas sistémicas,
eles possam atuar de forma conjunta para um trata-
mento mais adequado ao seu paciente.

CONCLUSAO

Apos avaliacdo dos pacientes deste estudo,
pode-se concluir que os individuos portadores de
doenca periodontal com ou sem diabetes mellitus
apresentaram perda de insercao clinica semelhante.
Os ndo diabéticos com periodontite apresentaram
uma maior profundidade a sondagem quando com-
parados aos diabéticos ndo controlados, e os dados
revelaram uma diferenca significativa com relacéo
aos dentes ausentes entre diabéticos e nao diabéticos,
reafirmando que a presenca da periodontite é um
fator que pode levar a perda dentaria.
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RESUMO

Objetivo

Avaliar, em pacientes adultos com epilepsia focal, a ocorréncia de depressdo e
sua relacao com varidveis sociodemogréficas e clinicas.

Métodos

Foram estudados 87 pacientes adultos (idade média de 44,2 anos) com
diagnéstico de epilepsia focal sintomética ou provavelmente sintomatica,
acompanhados no ambulatério de neurologia clinica do Hospital e Maternidade
Celso Pierro da Pontificia Universidade Catélica de Campinas. Foram realizados
anamnese, exame clinico-neurolégico e aplicacdo da Escala de Depressao de
Hamilton. Foi estudada a relacdo dos aspectos sociodemograficos e clinicos com
a ocorréncia de depressao. Foram utilizados testes estatisticos, com nivel de
significancia p<0,05.

' Pontificia Universidade Catolica de Campinas, Centro de Ciéncias da Vida, Faculdade de Medicina. AvJonh Boyd Dunlop, s/n., Prédio
Administrativo, Jd. Ipaussurama, 13090-950, Campinas, SP, Brasil. Correspondéncia para/Correspondence to: G.M.A.S. TEDRUS. E-mail:
<gmtedrus@uol.com.br>.

2 Bolsistas de iniciacdo cientifica FAPIC/Reitoria, Pontificia Universidade Catélica de Campinas, Centro de Ciéncias da Vida, Faculdade
de Medicina. Campinas, SP, Brasil.
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Resultados

Cinquenta e trés pacientes apresentaram depressao conforme a Escala de De-
pressdo de Hamilton (leve em 42, moderada em 8, e grave em 3 casos). Foi
observada maior ocorréncia de depressao entre as mulheres e em pacientes com
epilepsia do lobo temporal com esclerose hipocampal (anélise de regressao
p<0,05). Nado foram observadas relacoes estatisticamente significativas entre as
outras varidveis clinicas e a ocorréncia de depressao.

Conclusao

A depressao é frequente em pacientes com epilepsia e pode ser um fator de
impacto, na qualidade de vida, por vezes mais importante do que a frequéncia
das crises. O presente estudo sugere a existéncia de fatores sociodemograficos e
biolégicos associados a depressdo. O conhecimento adequado desses fatores
pode ter importancia nas estratégias de diagndstico e de atencao ao portador de
epilepsia.

Termos de indexacao: Adultos. Depressao. Epilepsia sintomética. Incidéncia.

ABSTRACT

Objective

This study aimed to evaluate the occurrence of depression and its relationships
with sociodemographic and clinical factors in adult patients with focal epilepsy.

Methods

A total of 87 adult patients (age = 44.2 standard deviation=14.8 years) were
assessed using medical history, neurological evaluation and Hamilton depression
scale. They had symptomatic or probably symptomatic focal epilepsy. The
relationships between depression in the Hamilton depression scale and
sociodemographic and clinical aspects were studied. Statistical tests were done
with the significance level set at p<0.05.

Results

Fifty-three patients had depression in the Hamilton depression scale (mild in 42
cases, moderate in 8, and severe in 3 cases). Depression was more prevalent in
women and in temporal lobe epilepsy patients with hippocampus sclerosis
(regression analysis, p<0.05). There were no significant statistical relationships
among the other clinical variables and the presence of depression.

Conclusion

Depression is common among patients with focal epilepsy and may impact quality
of life more than the frequency of seizures. The present study suggests the
existence of sociodemographic and biological factors associated with depression.
Good knowledge of these factors can be important for the diagnostic and care
strategies provided to epilepsy patients.

Indexing terms: Depression. Epilepsy. Incidence.

INTRODUCADO usualmente autolimitada. As epilepsias tém etiologias

diversas, englobam varias sindromes com diferentes

Epilepsia € uma condicao neuroldgica cronica tipos de crises e podem ter repercussoes psicossociais

caracterizada por crises epilépticas recorrentes, causa- em parte provocadas pela natureza imprevisivel e
das pela atividade neuronal excessiva no cérebro, incontrolavel da sintomatologia epiléptica.
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Disturbios psiquiatricos em geral e depressao
e sintomas depressivos em particular sao as mais
frequentes comorbidades em individuos com epi-
lepsia’™.

Os pacientes com epilepsia apresentam maior
incidéncia de depressao quando comparados a
populacao geral>%e a individuos com outras doencas
cronicas’.

A prevaléncia de depressao é estimada entre
20% e 55% nos individuos com epilepsias refratarias
e entre 3% a 9% naqueles com crises controla-
das'3#. Essa grande variacao nas taxas de prevaléncia
de depressao em pacientes com epilepsia pode ser
explicada, em parte, pela utilizacdo, nos diferentes
estudos, de distintos instrumentos e métodos de
diagnostico e pelas caracteristicas da populacao
estudada?>°1°,

Alguns estudos sugerem que a depressao e a
epilepsia tenham uma base neurobiolégica em co-
mum, com envolvimento de estruturas anatdmicas
e de neurotransmissores similares nas duas con-
dicdes''2. Entretanto, a despeito dos avancos cienti-
ficos no campo das neurociéncias, o elo etiolégico
entre os dois quadros ainda nao foi completamente
esclarecido'.

A manifestacao depressiva em pacientes com
epilepsia pode ser atipica e, assim, pouco diagnos-
ticada e tratada®'#'*. Diante das dificuldades de esta-
belecer critérios diagnésticos dos quadros psiquiatri-
cos ligados a epilepsia, a Comissao de Neuropsi-
quiatria da International League Against Epilepsy
(ILAE) elaborou uma proposta para classificar os
disturbios psiquiatricos que ocorrem em comorbidade
e/ou exclusivamente nas sindromes epilépticas’®.

Em nosso meio ainda ha caréncia de dados
para identificar os fatores associados a depressao
em pacientes com epilepsia’. O conhecimento de
tais fatores pode trazer subsidios para aperfeicoar
estratégias diagnosticas e de intervencédo na atencao
desses pacientes.

O objetivo desse estudo foi avaliar a ocorrén-
cia de depressao em pacientes adultos com epilepsias
sintomaticas e estudar sua relacdo com aspectos
clinicos e sociodemograficos.

METODOS

Foram incluidos neste estudo, no periodo de
agosto de 2007 a julho de 2008, pacientes com
diagndstico de epilepsia focal sintomatica ou prova-
velmente sintomatica, sequndo a Classificacdo
Internacional das Epilepsias e Sindromes Epilépticas’®,
provenientes do ambulatério de neurologia clinica
do Hospital e Maternidade Celso Pierro (PUC-Cam-
pinas).

Foram excluidos os individuos com deficit
cognitivo, com dificuldades para compreender as
questdes do questionario - Escala de Depressao de
Hamilton - e aqueles com outras doencas croénicas
incapacitantes concomitantes.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica
em pesquisa em seres humanos da PUC-Campinas
(protocolo n°® 715/06). Os pacientes assinaram o
termo de consentimento.

Foram realizados os seguintes procedimentos:

1. Anamnese para avaliar aspectos sociode-
mograficos e clinicos quanto a idade, ao género, a
escolaridade, ao estado civil, a situacdo ocupacional,
ao tipo de crise e de epilepsia, a idade de inicio, a
frequéncia de crises, ao tempo de evolucao da epi-
lepsia, ao uso de droga antiepiléptica e quanto ao
antecedente de lesdo cerebral. Foram levantados,
dos prontudrios, os dados do eletrencefalograma e
da ressonancia e/ou tomografia computadorizada de
cranio.

2. Foi aplicado um questiondrio semiestru-
turado para caracterizacao de depresséo.

3. Escala de Depressao de Hamilton (HAM-D)'?.
Esse questiondrio, que complementa a avaliacdo
clinica e é frequentemente utilizado em pesquisa, é
uma escala de depressao para quantificar a presenca
e a gravidade de sintomas por meio de critérios obje-
tivos preestabelecidos®.

4. Exame clinico-neuroldgico.

Para este estudo os pacientes foram classi-
ficados quanto a sindrome epiléptica em epilepsia
de lobo temporal ou epilepsias de outras localizacoes,
de acordo com os critérios da Classificacdo Interna-
cional das Epilepsias e Sindromes Epilépticas'®. Entre

Rev. Ciénc. Méd., Campinas, 18(5/6):243-250, set./dez., 2009



246 G.M.AS. TEDRUS et al.

0s pacientes com epilepsia de lobo temporal, foi
composto um subgrupo com epilepsia temporal com
esclerose hipocampal, caracterizada pelos aspectos
clinicos e pela presenca de atrofia do hipocampo
presentes na ressonancia de cranio.

A epilepsia foi considerada controlada nos
casos em que nao tiver havido crises nos Ultimos 12
meses.

Os pacientes foram classificados nos seguintes
grupos quanto a escolaridade: analfabeto, basico
incompleto ou completo e fundamental incompleto
ou completo.

Em relacao ao estado civil, os sujeitos foram
classificados em dois grupos: 1) solteiros ou casados;
2) vilvos, separados ou divorciados.

Quanto a depressao, os pacientes foram clas-
sificados segundo o escore da HAM-D: “sem depres-
sdo” com o escore inferior a 7 e “com depressao”
com o escore 7 ou superior. A depressao foi consi-
derada leve (escore entre 7 e 17), moderada (de 18
a 24) ou grave (escore acima de 24)%.

Foi estudada a relacao entre aspectos so-
ciodemograficos (idade, escolaridade, estado civil e
situacdo ocupacional) e clinicos (sindrome epiléptica,
controle das crises, tempo de epilepsia, idade de
inicio, numero de drogas antiepilépticas) com a
ocorréncia de depressao.

Para a andlise estatistica foram utilizados o
teste t e qui-quadrado bicaudais e a analise de
regressao logistica para determinar os fatores asso-
ciados a depressao segundo a Escala de Hamilton.
Foi utilizado o programa Statistical Packages for Social
Sciences (SPSS, versdo 10.0) e nivel de significancia
de p<0,05.

RESULTADOS

Foram avaliados 87 pacientes (49,4% do gé-
nero feminino) com idade média de 44,2 anos
(DP=14,8) (Tabela 1). Onze pacientes (12,6%) eram
analfabetos, 47 (54,0%) tinham até 8 anos de esco-
laridade formal, 9 (10,3%), de 8 a 11 anos e 20
(23,0%), mais de 11 anos de escolaridade.

Trinta e um pacientes (35,6 %) eram solteiros,
39 (44,8%) casados e 17 (19,5%) eram vitvos, divor-
ciados ou separados (Tabela 1). Quanto a situagao
ocupacional, 19 (21,8%) pacientes eram estudantes
ou donas de casa, 17 (19,5%) estavam afastados
do trabalho ou aposentados, 39 (44,8%) empregados
e 12 (13,8%) desempregados.

A epilepsia tinha duracdo prolongada, com
média de 20,2 anos (Desvio-Padrao-DP=12,5) de
duracdo e com crises mensais em 37 (42,5%) dos
casos (Tabela 2).

Tabela 1. Aspectos sociodemogréficos e ocorréncia de depressao (n=87) na escala HAM-D.

Depressao (escala HAM-D)

Aspectos sociodemogréficos (Desvio-Padrao) Sem Com

n % n %
Numeros total de casos (%) 34 39,1 53 60,9
Género
Masculino (n)” 23 52,2 21 47,7
Feminino (n)” 1 25,5 32 74,4
Estado civil
Solteiros ou casados” 30 42,8 40 57,1
Vilvos, separados ou divorciados” 4 23,5 13 76,4
Faixa etaria M DP M DP M DP
Idade (anos) 44,2 14,8 44,1 15,0 44,4 14,5
Idade 12 crise 23,3 16,6 23,0 16,1 25,2 20,8

" Teste x2 p<0,05 (valor significativo).
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Conforme resultados da HAM-D, 53 pacien-
tes (60,9%) apresentaram depressdo: 42 de grau
leve (48,3%), 8 de grau moderado (9,2%) e 3 de
grau grave (3,4%). Trinta e quatro pacientes nao
apresentaram depressao (Tabela 1).

Em 13 casos foi possivel caracterizar depres-
sao no questionario semiestruturado especifico. Foi
observada concordancia significativa entre a caracte-
rizacao de depressao pela escala HAM-D e a obtida
pelo questionario semiestruturado especifico (x?,
p=0,001).

Tabela 2. Aspectos clinicos e ocorréncia de depressao na escala HAM-D.

Relacao entre depressao e aspectos
sociodemograficos e clinicos

Houve de modo estatisticamente significati-
vo maior nimero de casos de depressao entre as
mulheres (x?, p=0,01). A ocorréncia de depressao
entre os dois grupos de individuos - solteiros ou
casados e vilivos ou separados ou divorciados - apre-
sentou diferenca estatisticamente significativa, com
maior ocorréncia de depressao no segundo grupo
(x?, p=0,035) (Tabela 3).

Depressao (escala HAM-D)

Aspectos clinicos Casos (n)
Sem Com

Tempo de epilepsia (anos) M=20,2 (DP=12,5) M=20,36 (DP=12,82) M=19,30 (DP=9,99)

n n % n %
<5 anos 9 3 33,3 6 66,6
6-50 anos 78 30 38,5 48 6.5
Tipo de crise epiléptica
Focal complexa 55 20 36,3 35 66,3
Focal simples 15 8 533 7 46,6
Focal com gen/TCG 17 6 35,2 1 64,7
Frequéncia de crises
sem crises ha um ano 34 14 41,1 20 37,7
1 a 12 meses sem crises 16 8 235 8 15,0
mensal ou + crises 37 12 35,2 25 471
Numeros de drogas antiepilépticas
Unica 53 22 41,5 31 584
Mais de uma 34 12 35,2 22 64,7
Sindrome epiléptica
Com EMT 19 3 15,7 16 84,2
Sem EMT 68 31 45,5 37 54,4

" Teste y%; p<0,05, EMT: esclerose mesial temporal.

Tabela 3. Odds ratio ajustado para efeitos de género e esclerose mesial temporal e ocorréncia de depressao na escala de HAM-D.

Variavel Odds ratio’ Intervalo de confianca 95% Valor de p
Género

Masculino? 1,0

Feminino 0,321 0,127 - 0,816 0,017
Esclerose mesial

Ausente? 1,0

Presente 0,231 0,060 - 0,895 0,034

! ajustado para as outras variaveis da tabela; * categoria de referéncia.
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Nao houve diferenca significativa na ocorrén-
cia de depressao em relacao a idade do paciente,
situacao ocupacional, escolaridade, idade na primeira
crise, tempo de epilepsia, sindrome epiléptica, con-
trole das crises e nimero de drogas antiepilépticas
utilizadas, assim como nao houve diferenca signifi-
cativa entre gravidade da depressao e tipo de crise
epiléptica.

O achado de esclerose mesial temporal esteve
associado ao maior percentual de ocorréncia de
depressao (y? p=0,01) (Tabela 2). Nao houve
diferenca significativa entre lateralidade da lesao
(EMT-EH a direita ou a esquerda) e ocorréncia de
depressao (y?, p>0,05).

Na analise de regressao logistica entraram
na equacao, de modo significativo, o género e a
esclerose mesial temporal. Houve associacdo entre
género feminino e presenca de esclerose mesial
temporal com depressao, caracterizada pela escala
de Hamilton.

DISCUSSAO

A presente casuistica foi constituida de pa-
cientes adultos com epilepsias focais (sintomatica ou
provavel sintomatica), com tempo médio de doenca
de 20,2 anos.

Em acordo com a literatura, foi constada de-
pressao em proporcao importante dos casos?342.
Predominou a presenca de sintomas depressivos leves
(cerca de 50% dos casos).

Entre os fatores individuais associados a de-
pressdo, constatou-se, de modo estatisticamente
significativo (teste do qui-quadrado), e semelhante
ao descrito em alguns estudos?'-??, que a depressao
ocorre mais frequentemente em individuos vitvos,
separados ou divorciados. No entanto, na presente
casuistica, o fator estado civil ndo atingiu significancia
estatistica na analise de regressao.

Houve maior taxa de depressao em mulheres.
E sabido que na populacéo a depressdo ocorre mais
em mulheres e particularmente naquelas portadoras

de morbidades®>®. Em epilepsia, ao contrario, homens
tenderiam a risco maior de apresentar depressao’?,
o gue nao foi confirmado em outras séries??.

Nao foi observada relacdo entre depressao e
idade do paciente. E sabido que a prevaléncia de
transtornos depressivos em mulheres com e sem
epilepsia declina com a idade e, no entanto, parece
estavel nos homens®. OQutros estudos sugerem que
nas epilepsias, pacientes do género masculino e de
maior idade sofrem menos de distUrbios psiquidtricos,
como, por exemplo, depressao’.

Nao foi constatada relacdo entre nivel educa-
cional e situacao laboral e ocorréncia de depressao.
E sabido que os pacientes com epilepsias que apre-
sentam comorbidades psiquiatricas sdo os que, em
geral, tendem a ter menor escolaridade e mais altos
indices de desemprego??. Outros autores encontraram
relacdo significativa entre emprego e maior esco-
laridade e menores indices de depressao??.

Vérios estudos tém discutido a associacao
entre depressao e aspectos clinicos com resultados
contraditorios ou inconclusivos?. Nessa casuistica nao
houve associacao significativa entre o tipo de crise
epiléptica e a presenca de depressao. Alguns autores
sugerem que isso, em parte, poderia ser explicado
pelo fato de a depressao nao ser consequéncia direta
da crise epiléptica, mas da dificuldade de lidar com
aimprevisibilidade das crises, das restricdes nas ativi-
dades cotidianas, da baixa autoestima e de estigma
e rejeicdo social a que frequentemente estao sujeitos
alguns pacientes'! 2425,

Outros estudos sugerem que a depressao es-
teja relacionada com o carater crénico, com a gra-
vidade da epilepsia®>?¢, com as epilepsias refratarias
ou com aquelas com lesdo bitemporal>'6?7; entre-
tanto ha poucas evidéncias dessas relacdes causais?.

Encontramos relacao estatisticamente signi-
ficativa entre esclerose mesial temporal e depressgo.
Esse achado ja foi referido em alguns trabalhos®'>2°.
Contudo outros estudos ainda questionam se ha maior
ocorréncia de depressao na esclerose mesial temporal
do gue em outras epilepsias do lobo temporal?.
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O risco de desenvolver depressao é maior na
epilepsia do lobo temporal e em outras epilepsias
focais extratemporais quando comparado ao das
epilepsias generalizadas primarias'>'*, e a possivel
explicacao é o envolvimento de estruturas lim-
bica55,8,15,16,27.

Estudos recentes??° descreveram evidéncias
de correlacdo entre a gravidade dos sintomas de-
pressivos na epilepsia do lobo temporal e o volume
da amigdala, mas ndo com o grau de dano no hipo-
campo, como descrito anteriormente’.

Nao foi encontrada, na presente pesquisa,
relacdo entre lateralidade hemisférica da epilepsia
do lobo temporal e depressao, de modo semelhante
a outros estudos'”-?8. Foi sugerido, em algumas publi-
cacoes®'!, embora ndo confirmado em outras mais
recentes®'22°, que a epilepsia do lobo temporal do
hemisfério esquerdo poderia estar mais frequen-
temente associada a depressao.

Nao houve correlacao entre o nimero de
drogas antiepilépticas utilizadas e ocorréncia de
depressao. Schmidt & Loscher*® apontam que a pre-
senca de sintomas depressivos estaria ligada a drogas
especificas, principalmente as com propriedades
gabaérgicas.

Este estudo é transversal, com uma amostra
reduzida de sujeitos atendidos em servico terciario
de epilepsia, e assim apresenta limitacoes. Entretanto
varios achados corroboram estudos anteriores, susci-
tam discussao e sugerem a necessidade de melhor
compreensao e avaliacao de sintomas depressivos,
pois a depressao é a mais frequente comorbidade,
com grande impacto negativo na qualidade de vida?32*.

A complexa relacdo neurobioldgica bidire-
cional entre epilepsia e depressao, sustentada por
mecanismos fisiopatoldgicos comuns, e 0s varios
aspectos psicossociais envolvidos devem ser sempre
levados em consideracao no diagnostico do paciente
com epilepsia e na atencao a ele dedicada'.

CONCLUSAO

Foi observado indice elevado de depressao,
principalmente de grau leve, nos pacientes com epi-

lepsias focais. Houve maior ocorréncia de depressao
nas mulheres e nos pacientes com esclerose mesial
temporal.

Nao houve, neste estudo, correlacdao entre
depressao e outros aspectos clinicos e sociodemo-
gréficos, como tempo de epilepsia e da Ultima crise,
tipo e controle das crises epilépticas.
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Comportamento de ratos imobilizados na posicao de 90° do
tornozelo e submetidos a estimulacdo elétrica muscular

Behavior of rats with ankle immobilized at 90°
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RESUMO

Objetivo

O objetivo deste estudo foi avaliar as respostas comportamentais em ratos
submetidos a cinco dias de imobilizacdo articular por meio de értese de resina
acrilica e estimulados eletricamente.

Métodos

Avaliou-se o comportamento de deslocamento no teste de campo aberto e no
labirinto em cruz elevado. Utilizaram-se oito ratos Wistar de trés meses, alimen-
tados com ragao e agua ad libitum sob ciclo de 12 horas claro/escuro e divididos
em quatro grupos: controle, imobilizado, estimulado eletricamente e imobilizado
estimulado eletricamente. Na avaliacdo estatistica, utilizaram-se ANOVA e teste
de Tukey (p<0,05). Para amostragem, os ratos foram anestesiados com pento-
barbital sodico (50mg/Kg/ip), o sangue foi coletado da veia renal e o plasma foi
isolado para avaliacao da concentracdo plasmatica de corticosterona por meio de
ELISA.
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Resultado

O grupo-controle apresentou reducao no campo aberto e baixa concentracao de
concentracao plasmatica de corticosterona; o grupo imobilizado mostrou reducao
no campo aberto e elevacdo na concentracdo plasmatica de corticosterona. O
grupo estimulado eletricamente nao se diferenciou do controle, e o grupo imo-
bilizado estimulado eletricamente apresentou aumento na atividade no campo
aberto quando comparado ao imobilizado. No labirinto em cruz elevado, foi obser-
vado que a imobilizacdo aumentou a ansiedade, efeito que ocorreu em menor
intensidade no grupo imobilizado estimulado eletricamente.

Conclusao

Os resultados mostram que a limitacdo funcional induzida pela imobilizacao
reduz as respostas comportamentais no campo aberto e gera ansiedade e que a
estimulacdo elétrica promoveu elevacdo nas respostas comportamentais e menor
ansiedade, o que pode estar relacionado a melhora nas condicées metabolicas
da musculatura.

Termos de indexacao: Comportamento. Imobilizacdo. Labirinto em cruz elevado.
Ratos.

ABSTRACT

Objective

The objective of this study was to evaluate the behavior (exploratory activity in
open field) and anxiety indexes (elevated plus maze) of rats submitted to 5 days
of immobilization with an acrylic resin orthesis and session of electric stimulation.

Methods

Three-month-old Wistar rats obtained from the Methodist University of Piracicabal|
animal facility, were kept under controlled laboratory conditions, with water and
rodent chow ad libitum and a 12h light/dark cycle and divided into 4 groups:
control, immobilized, electrically stimulated, and immobilized and electrically
stimulated, n=8. Statistical analysis was done by ANOVA and the Tukey test
(p<0.05). The rats were anesthetized (sodium pentobarbital 50mg/kg, ip), a blood
sample was collected and the plasma separated in order to evaluate plasmatic
concentration of corticosterone by the ELISA method.

Results

The control group demonstrated a reduction in exploratory activity in the open
field test and a low concentration of plasmatic corticosterone, while the
immobilized group displayed reduced exploratory activity in the open field and
elevated plasmatic concentration of corticosterone. In this sense, the electrically
stimulated group was not different from the control, while the immobilized
and electrically stimulated groups demonstrated an increase in exploratory
activity in the open field in comparison with the immobilized group. In the
elevated plus maze analysis, the immobilized group showed an elevation in
anxiety indexes, which was less intense in the immobilized and electrically stimulated
group.

Conclusion

The results illustrate that immobilization reduces exploratory activity in the open
field and generates anxiety, while electrical stimulation improved exploratory
activity in the open field and reduced anxiety. This can be related to improvement
in the metabolic conditions of the musculature.

Index terms: Behavior. Immobilization. Plus maze. Rats.
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INTRODUCAO

Os modelos animais sao fundamentais para
a pesquisa, pois mimetizam algumas caracteristicas
elementares de um estado patoldgico especifico,
favorecem sua compreensao e o desenvolvimento
de terapias eficazes, fornecem uma aproximacao
simplificada dos complexos fatores relacionados a
patologia, reduzindo o numero de variaveis cujo
controle é inacessivel, e permitem, assim, maior grau
de controle experimental e manipulacées que seriam
impossiveis em outras circunstancias'.

Diversos fatores ambientais podem determinar
adaptacoes bem como implementar comporta-
mentos especificos; assim, embora haja uma peque-
na variacao de uma espécie para outra, 0s comporta-
mentos emocionais, como evitacdo e imobilismo,
permanecem 0s mesmos e constituem a base para
a classificacdo dos comportamentos ao longo da
evolucao biolégica. Com base nisso, emocdes como
medo e expectativa sao representadas por redes
neurais inatas que coordenam as estratégias compor-
tamentais, permitindo aos animais interagirem com
mudancas continuas no ambiente?.

Tém sido desenvolvidos diferentes métodos
que permitem quantificar a atividade locomotora de
ratos. Nesse sentido, os parametros que quantificam
0 padrdo de movimentacao no campo aberto estdo
relacionados com a frequéncia de amostragem, a
resolucao espacial, a relacdo entre o tamanho do
animal e a drea do aparato experimental, a distancia
do deslocamento, o tempo de permanéncia em cada
regiao do campo e a velocidade do movimento?.

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) faz parte
do rol de testes indicados na avaliacado do compor-
tamento de ratos, sendo Util na pesquisa de comporta-
mento animal®. O LCE se baseia na medida de todas
as categorias comportamentais que refletem o confli-
to resultante da tendéncia de os animais explorarem
ambientes desconhecidos e evitarem situacdes poten-
cialmente perigosas, sendo um dos testes mais em-
pregados no estudo da ansiedade®.

Diferentes fatores podem propiciar a pres-
cricdo de imobilizacao durante um processo de

reabilitacdo, merecendo destaque as entorses, as
lesdes nos membros inferiores, fraturas dsseas, ruptu-
ras ligamentares ou doencas degenerativas das
articulacoes. Em tais circunstancias, é inevitavel a
diminuicao da amplitude de movimentos das articula-
cbes e o aparecimento de hipotrofia®.

Recentemente foi desenvolvido um modelo
de ortese de metacrilato de etila aplicado para ratos
no estudo de fendmenos ligados a imobilizacao
muscular e verificaram-se alteracdes quimiometa-
bolicas e histologicas de carater diferenciado e de
acordo com a posicao articular e o periodo de
desuso®.

A Estimulacao Elétrica (EE) funcional dos mus-
culos é um recurso frequentemente utilizado na
atividade fisioterapéutica. Tem sido verificado que
inumeros sistemas celulares sao ativados em decor-
réncia da terapia, destacando-se a integracao entre
as vias sinalizadoras celulares e as dinamicas meta-
bélicas, ativacdo ou inibicao de vias especificas, man-
tendo o musculo um tanto mais ativo e saudavel’.
Segundo Vanderthommen & Crielaard®, a EE é fre-
quentemente usada para fortalecer o musculo nor-
mal, mas na area médica varios pesquisadores tém
ressaltado o seu valor no tratamento da hipotrofia.
Apesar de essa técnica ndo substituir a acdo fisiolo-
gica dos fatores neurotréficos, ela é uma estratégia
com acao aditiva na recuperacao sensoério-motora
devido a efeitos como aumento de forca e volume
muscular, reducdo da espasticidade e rigidez, melho-
ra da circulacao sanguinea e plasticidade neural. A
EE é, portanto, indicada em casos de fraqueza mus-
cular, distensdo muscular, incontinéncia, elevacao ou
perda do tdbnus muscular®'".

Em virtude da frequéncia com que a EE é
utilizada na pratica clinica, hd uma grande impor-
tancia no desenvolvimento de trabalhos que deter-
minem a influéncia desse procedimento na recupera-
cao das condicoes energéticas comprometidas pelo
desuso. Modelos experimentais tém sido desenvol-
vidos com o intuito de estudar a adaptacao muscular
durante a imobilizacdo, havendo sugestdes de que
as alteracoes mais relevantes da atrofia ocorram nos
dias iniciais da imobilizacao' .
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A proposta deste trabalho foi avaliar, por meio
dos testes de campo aberto e labirinto em cruz ele-
vado, o comportamento de ratos submetidos a imo-
bilizacdo articular na posicao de 90° do tornozelo e
a EE.

METODOS

Foram utilizados oito ratos albinos Wistar com
trés meses de idade, adquiridos da empresa ANILAB®,
alimentados com racdo (Purina® para roedores) e
agua ad libitum, submetidos a ciclos fotoperiédicos
de 12 horas claro/escuro e distribuidos em quatro
grupos experimentais: controle (C), imobilizados du-
rante cinco dias (I), estimulados eletricamente durante
cinco dias (E) e imobilizados e estimulados eletri-
camente durante cinco dias (IE). O trabalho foi apro-
vado pelo comité de ética em experimentacao animal
da UFSCar (protocolo 015/2006).

Apos anestesia com pentobarbital sédico
(50mg/kg, i.p), a pata posterior esquerda dos animais
foi tricotomizada e imobilizada com o modelo de
oOrtese de resina acrilica® (Figura 1).

Nos protocolos de avaliagdo comportamental,
os animais foram diariamente expostos ao campo
aberto sempre no inicio da noite, periodo de maior
atividade da espécie, permaneceram no ambiente
durante trés minutos e foram filmados e posterior-
mente avaliados. No teste do Iabirinto em cruz eleva-
do, os animais foram expostos ao teste somente no
fim do periodo experimental, e observados durante
cinco minutos, conforme o modelo descrito por
Pellow et al.®. No protocolo de EE, o membro inferior
esquerdo foi tricotomizado para garantir maior efeti-
vidade da estimulacdo, e os eletrodos foram posi-
cionados na regidao anterior e posterior da coxa,
estimulando os musculos séleo e gastrocnémio (Figura
2). A sessao de EE teve inicio logo apos a imobili-
zacao, obedecendo os seguintes parametros: estimu-
lacao elétrica didria de 20 minutos, na frequéncia
de 10Hz, largura de fase de 0,4ms, intensidade da
corrente padronizada em 5,0mA a partir da visuali-

zacdo da contragcao muscular'. A cada cinco minutos
o aparelho foi ajustado acrescendo 1,0mA a corrente
para minimizar a acomodacao. O equipamento utili-
zado para a estimulacéo elétrica neuromuscular foi

o Dualpex 961 (QUARK®) com eletrodos de silicone-
-carbono de 1cm? cada um (Figura 2).

Figura 1. A) Modelo de értese utilizado na imobilizacdo, B) Adapta-
cdo da odrtese no membro posterior do animal manten-
do a articulacdo do tornozelo em 90°.
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Figura 2. Posicionamento de eletrodos durante a sesséo de estimu-
lacao elétrica.

Para amostragem, os animais foram aneste-
siados, uma aliquota de sangue coletada da veia
renal foi centrifugada e o plasma foi encaminhado
para analise da concentracao plasmatica de corti-
costerona por ELISA (BIORAD - diagnosticos) e da
glicemia pelo método enzimatico calorimétrico

Nimero de campos
v
|

101

(@ 2 C3 c4 Cc5 I 12

(CELM - reactoclin). Na avaliacao estatistica foram
utilizados ANOVA e teste de Tukey, com nivel de
significancia de 5%.

RESULTADOS

Foi observado que os ratos do grupo-controle
apresentaram reducdo progressiva no deslocamento
exploratorio, atingindo 25% no indice de deam-
bulacao na transicao do 1° para o 2° dia, reducao
de 36% no 3°, 4° e 5° dia, ocasido em que o indice
de deslocamento manteve-se constante, indicando
adaptacao. Cabe ressaltar que o grupo submetido a
estimulacao elétrica nao diferiu do controle. Ja o
grupo submetido a imobilizacdo manifestou reducao
no indice de deslocamento, ndo sendo verificada
diferenca nesse parametro nos cinco dias de analise;
porém, quando comparado ao grupo-controle, foi
observada uma expressiva reducao, atingindo 68,9%,
55,2%, 54%, 61,5%, 63,8%, respectivamente, do
1° ao 5° dia de analise, fato que mostra inibicdo no
comportamento exploratério (Figura 3).

13 14 15 IE1 IE2 IE3 IE4 IES

Figura 3. Numero de campos deslocados no campo aberto dos grupos-controle (C), imobilizado () e imobilizado estimulado eletricamente (E).

Os valores correspondem a média + epm, n=6.

Nota: "p<0,05 se comparado ao dia antecedente no grupo-controle, #p<0,05 na comparacéo do grupo imobilizado com o controle; a: difere do grupo-

controle; b: difere do grupo imobilizado.
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Tabela 1. Comportamento dos ratos do grupo-controle (C), imobilizados (I), estimulados eletricamente (E) e imobilizados estimulados eletrica-
mente (IE) submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado (LCE) durante 5 dias consecutivos.

Movimentacdo no LCE & I X £

M DP M DP M DP M DP
Tempo no braco aberto (%) 24,2 13 9,70 1,30" 23,20 1,40 32,50 6,60
Entrada no braco aberto (%) 3,39 0,09 1,13 0,05 3,19 0,10 2,56 0,10
Entrada no braco fechado (n) 3,18 0,09 4,28 0,10 2,85 0,20" 1,36 0,107
Idas ao final do braco aberto (n) 3,46 0,10 3,02 0,40 3,52 0,20 1,16 0,01*
Avaliacao de risco 4,01 0,08 2,22 0,07° 3,95 0,20 2,52 0,027

Os valores correspondem & médiaxepm, n=6, "p<0,05 se comparados ao controle e *p<0,05 se comparados ao imobilizado.

250
2004
150#-

100T
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Figura 4. Concentracao plasmatica de corticosterona (ng/mL) dos
ratos do grupo-controle (C), estimulados eletricamente
(E), imobilizados (I) e imobilizados estimulados eletrica-
mente (IE) apos o teste de campo aberto durante 5 dias
consecutivos.

Nota: Os valores correspondem a médiazepm, n=6, p<0,05 se compara-
dos ao controle e *p<0,05 se comparados ao imobilizado.

O mesmo perfil de andlise foi realizado no
grupo imobilizado submetido a estimulacao elétrica
e verificou-se que o indice de deslocamento explo-
ratério nesse grupo foi em média 38% maior do que
o do grupo imobilizado, mas ndo se atingiram os
valores observados no grupo-controle, persistindo a
limitacdo no comportamento.

Com relacao a concentracdo plasmatica de
corticosterona, o grupo estimulado eletricamente nao
diferiu do controle; os grupos imobilizado e imobi-
lizado estimulado eletricamente diferem entre si e
apresentam, respectivamente, concentracoes mé-
dias 100% e 70% maiores que a do controle (Figura
4).

Foi avaliado o comportamento dos ratos
submetidos ao LCE (Tabela 1). Os dados referentes
a exploracao dos bracos abertos no LCE mostram
que o grupo imobilizado apresentou reducao de
135% na porcentagem de tempo de permanéncia
no braco aberto, efeito também observado na por-
centagem de entrada no braco aberto, que teve
reducdo de 66,6% (p<0,05). A mesma tabela apre-
senta o efeito da imobilizacdo sobre o nimero de
entradas no braco fechado: foi observada elevacéo
de 34,5%, acompanhada de elevacdo de 45%
(p<0,05) na avaliacao de risco. Cabe salientar que
nao houve diferenca nas idas ao final do braco aberto.

A mesma anaélise, agora direcionada ao com-
portamento dos ratos imobilizados e estimulados
eletricamente, mostrou elevacao de 34% na porcen-
tagem de tempo no brago aberto, 126% na porcenta-
gem de entrada no braco aberto e 13% na avaliacdo
de risco. Esse comportamento foi acompanhado de
reducao de 68% no numero de entrada no braco
fechado e 61% no niimero de idas ao final do braco
aberto (p<0,05).

DISCUSSAO

Varias teorias acerca de indices compor-
tamentais de animais tém sido construidas, sendo
considerada como comportamento exploratério a
expressao da curiosidade espontanea nos animais?.
Neste estudo, o comportamento de ratos-controle
submetidos ao campo aberto apresentou grande
atividade exploratéria nos dias iniciais da exposicao
ao meio, seguida de uma adaptacdo progressiva,
representada pela reducdo na atividade ao longo
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dos cinco dias de avaliacao. Nesse sentido, sabe-se
gue o substrato neural de tal comportamento é repre-
sentado por redes neurais inatas que coordenam as
estratégias comportamentais, permitindo aos animais
interagirem com mudancas continuas no ambiente
e aprendizagem topogréfica independentemente de
recompensa’.

Muitas teorias foram propostas para explicar
o comportamento exploratorio dos ratos; dentre elas
ha referéncias que partem de conceitos simplistas
ligados a existéncia de um impulso exploratério nato
da espécie até teorias homeostaticas que se funda-
mentam no fato de os ratos explorarem buscando
atingir niveis de gasto energético adequado a sobre-
vivéncia, e, para isso, diferentes sensacoes sdo desen-
cadeadas no intuito de obter maiores informacoes
acerca do ambiente'. Cabe ressaltar que os para-
metros comportamentais de animais de laboratério
merecem maiores estudos para determinacao de um
padréo.

A adaptacao diante da exposicao constante
ao campo aberto esta relacionada com a ativacao
da funcao do sistema septo-hipocampal, que com-
para os dados sensoriais que o hipocampo recebe
do cortex entorrinal com as predicoes geradas no
circuito de PAPEZ, que desempenhava um papel
importante na elaboracao comportamental'®.

O grupo imobilizado submetido a EE apre-
sentou indices menores - que indicam medo e
ansiedade - quando comparado ao grupo somente
imobilizado. Isso sugere que a terapia, ao ter induzido
uma melhora nas condicdes energéticas da muscu-
latura, possa ter propiciado mudangas comporta-
mentais, uma vez que o animal manifestou aumento
na capacidade de locomocao. Para essa proposta,
trabalhos demonstraram melhora nas condicoes
metabdlicas associadas a EE''3. Qutro fator rela-
cionado a reducao da ansiedade é o aumento do
desempenho cognitivo.

O LCE é considerado um instrumento util e
valido para medir ansiedade, investigacoes de as-
pectos comportamentais, fisiolégicos e farmacolé-
gicos'”'®. Foi observado que o comportamento do
grupo imobilizado submetido ao campo aberto apre-
sentou reducao significativa no comportamento

exploratorio, podendo haver relagao com o sistema
de inibicao comportamental constituido pela forma-
cao septo-hipocampal, associado a outras estruturas
cerebrais, como os cortices pré-frontal e cingulado,
tdlamo anteroventral e corpos mamilares. Esse siste-
ma responde a estimulos novos através da supressao
do comportamento'®. A ativacdo desses sistemas
resulta na inibicdo de qualquer atividade que o ani-
mal esteja exercendo, levando, no extremo, a imo-
bilidade tensa ou congelamento. Tal inibicdo compor-
tamental é acompanhada do aumento de vigilancia
e da atencao para perigos potenciais. Esse estado
foi identificado nos animais imobilizados e em menor
escala no grupo imobilizado estimulado eletri-
camente.

O perfil enddcrino do grupo imobilizado mos-
trou elevacao significativa na concentracao plasma-
tica de corticosterona, indicando elevacao na ativida-
de do eixo-hipotalamo-hipéfise-adrenal, que pode
servir de medida objetiva de ansiedade e medo'*%°.
Temos, assim, que 0 aumento na concentracao plas-
matica do horménio adrenocorticotrofico induz a
liberacdo de corticosterona das adrenais. Tanto o
horménio adrenocorticotréfico quanto os corticoides
atuam no sistema nervoso central, modulando o com-
portamento emocional®2'.

Nesse sentido, os resultados deste estudo sao
expressivos, pois revelam que ratos imobilizados
expostos ao LCE apresentam elevacdo na concen-
tracdo plasmatica de corticosterona similar aqueles
expostos uma unica vez, indicando que se trata princi-
palmente de uma alteracdo no estado emocional
do animal em vez de uma simples habituacao. Esses
dados contrastam com outros modelos animais, que
indicam habituacao apos a reexposicao?.

E importante, finalmente, considerar que os
ratos imobilizados manifestaram reducédo na porcen-
tagem de tempo nos bracos abertos e na entrada
nesses bracos, indicando ansiedade a fatores que
acompanharam elevacao no nimero de entradas no
braco fechado e na avaliacao de risco. Esses dados
refletem dois sistemas neurais que medeiam a reacao
dos animais: o sistema cerebral de defesa, acionado
em situacoes de conflito ou de perigo iminente, e o
sistema de inibicao comportamental®?. Por fim, foi
observado que o grupo de ratos imobilizados e subme-
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tidos a EE apresentou alteracoes nos parametros
comportamentais em menor instancia do que aqueles
imobilizados e nao estimulados, fato indicativo da
existéncia de relacdes funcionais entre os ajustes
neuroquimicos e a modulacao do comportamento.

CONCLUSAO

Os resultados sugerem a existéncia de alte-
racoes fisioldgicas e comportamentais ligadas a imo-
bilizacao muscular e caracterizadas pela reducdo da
atividade exploratoria e pelo desenvolvimento de
ansiedade, o que pode acompanhar a limitacao im-
posta pelo desuso. A EE, no entanto, promoveu
melhora nos parametros comportamentais, podendo
estar relacionada a melhora nas condicoes meta-
bolicas da musculatura.
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Homocisteina e risco cardiovascular
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RESUMO

Numerosos estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a hiper-homocis-
teinemia é um forte e independente fator de risco para o desenvolvimento da
doenca vascular. A hiper-homocisteinemia pode ser decorrente da deficiéncia de
enzimas envolvidas no metabolismo desse aminoacido ou de seus cofatores
(vitaminas). Vérias hipoteses tém sido propostas para explicar o mecanismo celular
que envolve a hiper-homocisteinemia e a doenca vascular, como o estresse oxida-
tivo. Os fatores de risco convencionais para doencas vasculares, como a ateroscle-
rose, incluem hipercolesterolemia, hipertensao arterial, diabetes mellitus e
tabagismo, que respondem por aproximadamente 50% dos casos. Evidéncias
indicam atualmente que a hiper-homocisteinemia ocorre em aproximadamente
5% a 7% da populacdo em geral e que é um importante fator de risco indepen-
dente para o desenvolvimento da aterosclerose. No Brasil, a doenca vascular é
responsavel por mais de 300 mil mortes por ano e corresponde a 16% dos gas-
tos do Sistema Unico de Saude. Contudo mais de 40% dos pacientes
diagnosticados com doencga corondria prematura, vascular periférica ou trombose
venosa recorrente apresentam hiper-homocisteinemia. Nessa revisao, serao abor-
dadas as condicoes que conduzem a hiper-homocisteinemia, tais como fatores
genéticos e nutricionais, e 0s mecanismos pelos quais a hiper-homocisteinemia

1 Universidade Federal do Acre. Campus Universitario Reitor Aulio Gélio Alves de Souza. Rod. BR 364, km 4, n° 6637, Distrito Industrial,
69915-900, Rio Branco, AC, Brasil. Correspondeéncia para/Correspondence to: WJ. PINTO. E-mail: <wagner.wjp@gmail.com>.
2 Universidade Estadual de Campinas, Instituto de Biologia. Campinas, SP, Brasil.
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potencializa o desenvolvimento da aterosclerose. O presente trabalho foi desen-
volvido por meio de revisao sistemética da literatura nacional e internacional
pelo indexador MedLine/PubMed, utilizando os unitermos: homocisteina,
cardiovascular, risco, aterosclerose, radicais livres.

Termos de indexacdo: Aterosclerose. Doencas cardiovasculares. Hiper-homocis-
teinemia. Homocisteina. Oxido nitrico.

ABSTRACT

Numerous epidemiological studies have demonstrated that hyperhomocysteinemia is
a strong and independent risk factor for cardiovascular disease.
Hyperhomocysteinemia can result from a deficiency of the enzymes or vitamin
cofactors required for homocysteine metabolism. Several hypotheses have been
proposed to explain the cellular mechanisms by which hyperhomocysteinemia
promotes cardiovascular disease, including oxidative stress. Conventional risk
factors for cardiovascular disease, including hypercholesterolemia, hypertension,
smoking and diabetes mellitus, account for approximately 50% of all cases.
Evidence now indicates that hyperhomocysteinemia, which occurs in approximately
5 to 7% of the general population, is an important, independent risk factor for
atherosclerosis and thrombotic disease. In Brazil, they are responsible for the
death of 300 thousand peoplelyear and they correspond to 16% of the expenses
of the Unified Healthcare System (SUS). Furthermore, up to 40% of patients
diagnosed with premature coronary artery disease, peripheral vascular disease or
recurrent venous thrombosis have hyperhomocysteinemia. In this review article,
we will summarize the genetic and nutritional factors that induce
hyperhomocysteinemia and further examine the clinical evidence implicating
hyperhomocysteinemia as an independent risk factor for cardiovascular disease.
In addition, potential mechanisms by which homocysteine accelerates
atherosclerosis will be discussed in light of the important findings recently
reported. This study was based on a systematic review of the national and
international literature found in the databases MedLine/PubMed using the key
words: homocysteine, cardiovascular risk, atherosclerosis, free radicals.

Indexing terms: Atherosclerosis. Cardiovascular disease. Hyperhomocysteinemia.
Homocysteine. Nitric oxide.

INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares permanecem a
principal causa mortis nos paises desenvolvidos; no
Brasil, sdo responsaveis pela morte de 300 mil
pessoas/ano e correspondem a 16% dos gastos do
Sistema Unico de Saude (SUS). Uma conduta que
leve a reducdo da ingestao de colesterol, a manu-
tencao dos niveis de pressao arterial em valores
adequados e ao abandono do tabagismo tem sido
apontada como efetiva na prevencao da doenca
cardiovascular.

Contudo esses cléssicos fatores de risco e
outros ainda considerados nao modificaveis, como

sexo, idade, histérico familiar, nao explicam plena-
mente por que uma determinada populacao desen-
volve doenca cardiovascular e outra nao'®. De fato,
de 30% a 35% dos individuos portadores de doencas
cardiovasculares apresentam normocolesterolemia.
E, dentre esses, a hiper-homocisteinemia parece
apresentar particular interesse na comunidade cien-
tifica. Numerosos estudos epidemiolégicos mostram
que concentracdes plasmaticas aumentadas de ho-
mocisteina tém sido associadas ao aumento de
aterosclerose e trombose vascular e que mais de 40%
dos pacientes com doenca primaria da artéria coro-
naria, cerebrovascular ou vascular periférica apre-
sentam hiper-homocisteinemia®®. A homocisteina é
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um tioaminodacido formado durante o metabolismo
da metionina, aminoacido essencial presente nas
proteinas da dieta'®.

Embora a homocisteina tenha sido descoberta
em 1952", foi somente em 1979 que McCully'
descreveu trombose arterial extensa e aterosclerose
grave em duas autopsias de criancas portadoras de
hiper-homocisteinemia e homocisteinuria®. Com base
nessas observacoes, o autor propds que a hiper-homo-
cisteinemia poderia causar doenca vascular ateroscle-
rotica. Diversas evidéncias experimentais sugerem
que a propensao a aterosclerose esteja associada a
hiper-homocisteinemia e numerosos mecanismos tém
sido propostos'?, tais como: a) a hiper-homocisteine-
mia cria um ambiente oxidativo uma vez que sofre
autooxidacdo; nessa situacao, grupos sulfidril de
moléculas de homocisteina reagem entre si, produ-
zindo espécies reativas de oxigénio, como o anion
hidroxil'4, que, a seu curso, interagem com o oxido
nitrico vascular, impedindo seus efeitos vasoativos e
oxidam o LDL-colesterol, condicdo importante para
a génese das placas ateromatosas; b) a estimulacdo
da proliferacéo das células da musculatura lisa vas-
cular®®; ¢) a maior propensao a formacao de trom-
bos decorrente da reducao dos fatores anticoagu-
lantes e do aumento dos fatores agregantes plaque-
tarios decorrente da injuria endotelial'e.

Metabolismo da homocisteina

A Homocisteina (Hcy) € um aminoacido nao
essencial que ndo estd presente na dieta humana e
nem nas proteinas do organismo, uma vez que nao
h& coédons especificos para sua transcricdo. E um
aminoacido sulfurado, produto da transmetilacdo da
metionina com peso de 135" e que segue duas
grandes vias metabdlicas. Quando a metionina
encontra-se em excesso, a homocisteina é dire-
cionada para a via da transulfuracdo, onde é irre-
versivelmente sulfoconjugada a serina por meio da
enzima cistationina B-sintase em um processo que
requer vitamina B, como cofator (Figura 1). O ciclo
da transulfuracdo ocorre principalmente no figado e
nos rins e forma ao final cisteina.

CH,

5 SH

ICHZ ch, ‘SHZ

ICHJ ICH, CH,
H—IC—COOHH H—IC—COOHH H—E—COOH

NH, K, NH,
Metionina Homocisteina Cistina

Figura 1. Estruturas dos aminoacidos metionina, homocisteina e
cistina.

Contudo, em condicées em que ocorre balan-
¢o negativo de metionina, a homocisteina pode ser
remetilada. Na remetilacdo, a homocisteina adquire
um grupo metil de N>-metiltetrahidrofolato (N°MTHF)
ou de betaina para formar metionina. A sintese de
N*MTHF é dependente da enzima metiltetra-hidrofolato
Redutase (MTHFR)'®. Essa via ocorre em muitos teci-
dos, é conhecida como ciclo do folato e requer um
suprimento adequado de vitamina B, e &cido félico'™
(Figura 2). Assim sendo, a via da transmetilacdo
permite a recuperacdo da metionina de modo que a
homocisteina contribui, ao mesmo tempo, para sua
manutencdo (metionina e homocisteina sao precur-
soras uma da outra). Disturbios em qualquer etapa
desse metabolismo ou mesmo déficit de cofatores
das enzimas envolvidas no ciclo conduzem a eleva-
¢ao de homocisteina no plasma?.

As funcgbes essenciais do ciclo da homocis-
teina de modo geral incluem o fornecimento de
metionina para sintese proteica, a reciclagem do
metiltetra-hidrofolato, o metabolismo da colina (via
betaina), e a geracdo de precursores para reacoes
de metilagdo (S-adenosilmetionina), formacdo de
poliaminas (S-adenosilmetionina), e biossintese de
cisteina (via homocisteina)?'. O grupo tiol confere a
homocisteina diversas interacbes com outros elemen-
tos do plasma de modo que aproximadamente 70%
da homocisteina circulam ligadas a proteinas plas-
maticas, formando pontes dissulfeto com essas
proteinas; 25% condensam-se por oxidacdo me-
diante a formacdo de uma ponte dissulfeto e dao
origem ao dimero de homocistina; o restante (menos
que 5%) esta presente no plasma, combinado a
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outros tiois, incluindo cistina, formando assim uma
mistura de homocisteina-cisteina?? (Figura 3). Na
América do Norte, o termo homocisteina é muitas
vezes utilizado para referir-se ao pool de homocisteina
circulante no plasma e, na Europa, utiliza-se a refe-
réncia tHcy?.

Determinacdo da homocisteina
plasmatica e valores de referéncia

Os métodos de determinacao dos niveis plas-
maticos de homocisteina comecaram a desenvolver-

CICLO DO FOLATO
Via da Remetilacao

Folato

|

Tetrahidrofolato
Serina

Glicina

MHSMT
Vitamina B,,

5,10-Metilenoetrahidrofolato

5-Metiltetrahidrofolato

5,10-MTHR

Figura 2. Via metabolica da homocisteina.

-se em meados da década de 1980, mediante técni-
cas relativamente complexas e de alto custo que,
em geral, consistem em?: a) gerar homocisteina livre
por reducao das pontes dissulfeto pela utilizacao de
diferentes agentes redutores; b) separar a homo-
cisteina de outros metabdlitos de baixo peso molecular
com grupos tidis por meio de cromatografia liquida
de alta resolucao e de cromatografia gasosa capilar;
) determinar a homocisteina por meios eletroqui-
micos, espectrofotometria de massa ou mesmo fluoro-
metria, ou d) mesmo utilizacdo de anticorpos mono-
clonais por meio de imunoensaio.

CICLO DA METIONINA
Via da Transulfuracéo

Dieta e proteinas endogenas

l

Metionina
MAT
ATP
ADP + Pi
S-Adenosil-metionina
CICLO DA VIADA
REMETILACAO TRANSEMETILACAO .
Metilccobalamina Q
R-CH,
S-Adenosil-homocisteina
Colina
L H,O
A
Adenosina
Homocisteina S-AHH
v
Cistationina
Vitamina B, o-Cetobutirato
Cisteina

Nota: MTHR: 5,10-Metilenoetrahidrofolato redutase; MHSMT: 5-Metiltetra-hidrofolato-homocisteina S-metiltransferase; R: aceptor de metil; R-CH,: aceptor

metilado; MAT: metionina-adenosil-transaferase.
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Contudo, uma simples e barata técnica de
imunoensaio tem-se tornado comercialmente dispo-
nivel e pode rapidamente tornar-se popular na ava-
liacdo plasmatica da homocisteina em laboratorios
clinicos®. A definicdo de hiper-homocisteinemia em
uma dada populacéo é realizada usando um ponto
de corte arbitrario - por exemplo, acima do percentil
30, similar aos métodos iniciais utilizados na avaliacéo
dos niveis plasmaéticos de colesterol e hipertensdo
arterial. De acordo com alguns autores, os limites
plasmaticos adequados de homocisteina oscilam
entre 5 e 15pumol/L?*; ja outros defendem que tais
niveis devam variar de 9 a 10pmol/L?. Valores iguais
ou maiores que 16pmol/L sao, arbitrariamente, deno-
minados de hiper-homocisteinemia, que pode ser
moderada (16-30pmol/L), intermediaria (31-100) ou
grave (> que 100pmol/L )?.

Causas da hiper-homocisteinemia

Em geral aceita-se que os determinantes da
hiper-homocisteinemia sao complexos e incluem
fatores diversos, tais como carater demografico,
genético, decorrente de deficits de compostos nutri-
cionais e aqueles relacionados ao estilo de vida
(Tabela 1)%. Diversos fatores congénitos podem
desencadear hiper-homocisteinemia, tais como o
disturbio genético provocado por deficiéncia homo-

FORMA REDUZIDA
NH,

"OOCCHCH,CH,-S
NH

"OOCCHCH,CH,-S

3

"OOCCHCH,CH,-S

NH,

Homocisteina Homocistina (25%)

zigotica de cistationina B-sintase, responsavel pelo
aparecimento em criancas de aterosclerose difusa,
doenca coronariana, doenca vascular periférica e
acidente vascular cerebral com prognéstico negativo.
A deficiéncia heterozigdtica de cistationina -sintase
(CBS) ou de metilenetetrahidrofolato redutase
(MTHFR), enzima envolvida na remetilacdo de homo-
cisteina em metionina, conduz a elevacdo apenas
moderada de niveis de homocistefna, no entanto com
risco significativamente aumentado de doenca car-
diovascular por auséncia de uma terapéutica ade-
quada?. Embora esses erros genéticos sejam extre-
mamente raros (ocorrendo em um em cada 150 mi!
nascidos-vivos), eles acabam por compor um modelo
humano de injdria vascular desencadeado pelo
homocisteina. De fato, McCully & Wilson*°, pro-
puseram a “teoria aterogénica da homocisteina”
com base nas caracteristicas clinicas e patolégicas
presentes nessas alteracoes genéticas em que o
aumento dos niveis plasmaticos de homocisteina
desencadeia disfuncao endotelial, proliferacdo de
células lisas vasculares e disturbios da coagulacéo.
No final da década de 1980, identificou-se uma
variante termolabil da enzima MTHFR (A-MTHFR)
com atividade reduzida, causada por uma mutacao
pontual (677 C> T) que gera uma substituicao em
um residuo de valina por um de alanina?'.

FORMA OXIDADA

NH,
|
NH, OOCCHCH,CH,-S
o
OOCCHCH,CH,-S
"OOCCHCH,-S
I
Proteina NH,

Homocisteina complexada Homocisteina-cisteina
a proteina (70%) (5%)

Figura 3. Formas em que a homocisteina esta presente no plasma e suas respectivas porcentagens.
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Quadro 1. Fatores que podem desencadear hiper-homocisteinemia.

Deficiéncias vitaminicas e
condicoes dietéticas

Mutacoes e deficiéncias
enzimaticas

Caracteristicas
demogréficas

Condigbes Medicamentos
clinicas (Drogas)

a) Cistationina B-sintase a) Folato

b) Metionina sintase b) Vitamina B

0 Metilenotetrahidrofolato ) Vitamina B,,
redutase

d) Cobalamina (mutacoes) metionina

f) Etilismo

a) ldade avancada a) Insuficiéncia renal
b) Sexo masculino b) Lupus eritematoso
<) Tabagismo
d) Aumento da ingestao de d) Sedentarismo
e) Menopausa

a) Anticonvulsivantes (Fenitoina, carba-
mazepina)

) Neoplasias malignas b) Antagonistas do folato (metotrexato)

d) Psorfase severa

e) Hipotireoidismo nitroso)

f) Diabetes mellitus d) Antagonistas da vitamina By

) Antagonistas da vitamina B,, (6xido

Essa mutacao tem sido identificada em 38%
dos franco-canadenses, em 5 a 15% da populacdo
geral do Canadé e em 25 a 39% de outro grupos
populacionais®?, mas em somente 10% dos afro-
-americanos®. Os homozigdticos para essa condicao
descrevem homocisteinemia moderada e tem-se
relacionado tal estado a defeitos no tubo neural*.

A homocisteina como fator
aterogénico - possiveis mecanismos
de injaria vascular

Evidéncias experimentais em ratos, camun-
dongos e macacos sugerem gue a hiper-homaocis-
teinemia desencadeie injuria endotelial, levando a
ativacdo plaquetéria e a formacao de trombos?*?’.
Disfuncoes endoteliais também ocorrem em huma-
nos portadores de hiper-homocisteinemia decorrente
de sobrecarga oral de metionina, sendo o grau de
prejuizo endotelial nessa condicdo similar ao obser-
vado na hipercolesterolemia e hipertenséo arterial®®.
Um dos mecanismos pelo qual a homocisteina inter-
fere na homeostase endotelial é por meio da inati-
vacao das propriedades vasodilatadoras do éxido
nitrico, um radical livre gasoso produzido pelas células
endoteliais**°. Nesse caso, o éxido nitrico reage com
o grupo sulfidrila da homocisteina na presenca de
oxigénio, dando origem a S-Nitro-homocisteina?
(Figura 4).

g) Transplantes e) Agentes hipocolesterolémicos (coles-
tipol, colestriramina, &cido nicotinico)
f) Tiazidicos diuréticos
g) Ciclosporina
h) Sulfasalazina
i) Contraceptivos orais
SH
| SeOeN= 0O
CH, |
| CH,
|
CH; CH,
| |
H—C—COOHH + O, + NO - » H—IC — COOHH
| NH,

NH,

Homocisteina Nitro-homocisteina

Figura 4. Formac&o de nitro-homocisteina na presenca de oxigé-
nio e 6xido nitrico.

A reducdo da bioatividade do éxido nitrico
pode contribuir para a trombogénese e aterogénese
uma vez que essa molécula é inibidora da agregacao
plaquetaria e adesao leucocitaria®?. As causas da
reducdo da bioatividade do oxido nitrico durante a
hiper-homocisteinemia parecem ser multifatoriais'.
O volume de evidéncias experimentais oriundas de
modelos animais, entretanto, sugere que o estresse
oxidativo induzido pela hiper-homocisteinemia parece
ser o fator preponderante®. Diversas espécies reativas
de oxigénio, incluindo superoxido (O,), hidroxil (OH")
e perdxido de hidrogénio (H,0,) podem reagir com
o éxido nitrico, interferindo na sua atividade vasodila-
tadora; no entanto o anion superdxido parece ser o
mais ativo nesse aspecto. De fato, Dayal et al.3’
mostraram que a vasodilatacdo de arteriolas cere-
brais, induzida pela acetilcolina em camundongos
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alimentados com dietas ricas em metionina, foi res-
taurada na vigéncia da administracdo de um antioxi-
dante efetivo para superodxidos, sugerindo que esse
radical livre seja 0 maior mediador da disfuncdo endo-
telial na hiper-homocisteinemia.

Estudos mostram que a producao vascular de
anions superoxidos pode ser bastante reduzida por
meio da administracao de apocinina, um inibidor da
NADPH-oxidase, o que também sugere um papel
significativo desse sistema no estresse oxidativo
vascular®®. Outro mecanismo pelo qual o anion supe-
roxido pode interferir na homeostasia endotelial é
quando da combinacdo com o éxido nitrico. Nesse
processo, forma-se o anion citotoxico peréxinitrito
(ONNO), que é altamente reativo e pode causar
oxidagao da tetri-hidrobiopterina (BH,), um cofator
importante da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS),
promovendo desacoplamento dessa enzima e de seu
cofator. Nessa condicao, a eNOS pode produzir mais
anions superéxido que oxido nitrico®. Alguns autores
defendem a hipdtese de que a homocisteina promova
desacoplamento da eNOS; tal proposicao € apoiada
por experimentos farmacoldgicos nos quais utilizou-
-se um potente inibidor da eNOS, Nw-nitro-arginina
metil éster (L-NAME) (Figura 5), que, por sua vez,
foi capaz de bloquear a producédo de anions supe-
roxidos, induzida pela homocisteina em cultura de
células endoteliais e também em camundongos*.

Outra evidéncia que demonstra a disfuncdo
endotelial oxidativa mediada pela hiper-homocis-
teinemia foi obtida por meio de estudos com camun-
dongos com alteracbes na expressao genética da

enzima glutationa peroxidase (Gpx)**. Camundongos
homozigotos com deficiéncia na expressdo de Gpx
apresentam moderado prejuizo na atividade vasodi-
latadora em adrtica na auséncia de hiper-homocis-
teinemia, contudo essa disfuncao torna-se extrema-
mente severa na presenca de hiper-homocisteine-
mia“®3.

Um estudo complementar demonstrou que a
superexpressao transgénica de Gpx protege camun-
dongos hiper-homocisteinémicos de danos endo-
teliais®, de modo que esses achados estabelecem
um papel decisivo da Gpx na prevencao de injurias
endoteliais mediadas por estresses oxidativos em
condicdes de moderada hiper-homocisteinemia in
vivo. Provavelmente, a Gpx previna danos endote-
liais por meio da inativacao de peréxidos de hidro-
génio, peroxidos lipidicos, ou peroxinitrito®.

Embora a principal fonte celular de O, seja a
NADP(H), localizada na membrana, a NO sintase
per se também pode gerar essa espécie quimica“.
Isso ocorre quando existe baixa concentracao de seu
cofator, a tetrahidrobiopterina (BH,)*". Essa deplecao
de BH, pode ocorrer ainda de outra forma: além de
cofator enzimatico da NO sintase, a tetra-hidrobiope-
terina apresenta um perfil sacavenger, captando
espécies reativas geradas durante o estresse oxida-
tivo, que sao convertidas em radical livre (BH,)* e
que podem ser regeneradas pelo ascorbato. De fato,
a administragao de ascorbato em condicoes de hiper-
-homaocisteinemia conduz a restauracao das funcoes
endoteliais e corrobora a hipdtese de que o estado
de hiper-homocisteinemia seja responsavel por gerar

N NH NN e NN\ C00
\ Wy o NH |
NH,* NH, *
L-NMMA L-ADMA L-arginina

Figura 5. L-arginina e alguns de seus inibidores andlogos que competem pelo sitio da NO sintase endotelial, impedindo a formacao de dxido

nitrico.
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um ambiente oxidativo que exaure os estoques de
BH, de modo a comprometer a sintese de NO*4°.,

A formacao de espécies oxidativas pode ainda
ser privilegiada por outras substancias potencialmente
danosas para a manutencdo da homeostasia endo-
telial, como a dimetilarginina assimétrica (ADMA) e
o L-NMMA (Nw - Monometil L-arginina), que atuam
como inibidores que competem com a L-arginina pelo
sitio enzimatico da eNO, e que se originam de resi-
duos resultantes da metilacdo da arginina durante o
seu turnover proteico. Embora a concentracdo plas-
matica desses compostos seja baixa (<1uM), em
algumas circunstancias patolégicas - insuficiéncia
renal, por exemplo - eles podem acumular-se em
quantidades suficientes para promover inibicao da
NO sintase®. Normalmente os residuos metilados
de arginina sdo excretados na urina ou, no caso da
ADMA e do L-NMMA, sofrem metabolizacdo pela
enzima dimetilarginina dimetilaminohidrolase (DDAH),
parecendo sua atividade ser critica na manutencao
dos niveis plasmaticos de ADMA.

De fato, em experimentos com anéis arteriais
isolados, mostrou-se que a inibicdo da atividade da
DDAH resultou em gradual vasoconstricao pronta-
mente revertida por meio da administracao de
L-arginina ao meio*. Esses resultados sugerem que
o ADMA ¢é constantemente produzido durante o
turnover normal das proteinas e que a enzima DDAH
é essencial na prevencao do acimulo dessa substan-
cia no plasma, que o acimulo de ADMA ocorra em
muitas desordens metabdlicas, incluindo hiper-homo-
cisteinemia, e que esteja relacionado ao aumento
do estresse oxidativo. Os autores sustentam que a
hiper-homocisteinemia seja uma condicdo em que
ha aumento do estresse oxidativo, o que a seu curso
desencadeia reducao da atividade da DDAH. Além
disso, a prépria homocisteina forma pontes dissulfeto
com os grupos sulfidril da cisteina presente no sitio
catalitico enzimatico, necessario a sua atividade.

Fatores que de um modo ou de outro atacam
a sintese e a liberacao do oxido nitrico colaboram
para o desenvolvimento da aterosclerose, ja que o
oxido nitrico exerce poderoso efeito antiaterogénico,
uma vez que é capaz de inibir a adesdo e a agre-
gacao, reduzir a expressao de moléculas de adesao

e citocinas, atenuar a adesao e a infiltracao mono-
Citéria e reduzir a hiperplasia miointimal“°. Em suma,
a maior parte dos trabalhos publicados mostra que
pacientes com doenca coronariana apresentam niveis
elevados de homocisteina?'. Em varios desses estu-
dos, a hiper-homocisteinemia foi considerada fator
de risco independente; mesmo dentro de niveis consi-
derados como normais, o risco de desenvolvimento
de doenca coronéria se eleva com o aumento da
homocisteinemia, independentemente de outros
fatores. Estudos que avaliam a hiper-homocisteine-
mia moderada tém produzido resultados confli-
tantes, o que mostra que mais estudos sao necessa-
rios para a melhor compreensao desses mecanismos
de acdo que envolvem a doenca vasoclusiva e a
homocisteina.

CONCLUSAO

O mecanismo exato pelo qual a homocisteina
conduz a maior propensao ao risco cardiovascular
ainda nao esta plenamente elucidado. No entanto,
sua capacidade de gerar um ambiente oxidativo que
favoreca o surgimento de radicais livres é de suma
importancia, uma vez que a génese da placa de
ateroma tem na sua cascata de eventos a oxidacao
de compostos bioguimicos, como o LDL colesterol e
ainativacao do éxido nitrico. Embora diversos estudos
mostrem uma relacdo de causa e efeito entre hiper-
-homocisteinemia e doencas vasoclusivas, mais estu-
dos sdo necessarios para que essa relacao se mostre
de fato consistente. Grande parte dos estudos induz
a hiper-homocisteinemia em animais de modo a
obter valores cerca de 100 vezes maiores do que a
concentracdo de homocisteina no plasma de indivi-
duos hiper-homocisteinémicos.

Deve-se considerar, contudo, que, a hiper-
-homocisteinemia em associacao com outros fatores
de risco para a doenca vascular pode ter seus efeitos
deletérios potencializados. Mais estudos devem ser
realizados para se estabelecer o mecanismo preciso
pelo qual a homocisteina promove disfuncao endo-
telial que conduz a aterogénese. Maiores esforcos
devem ser direcionados a fim de desenvolver formas
mais rapidas e praticas para a mensuracao dos niveis
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plasmaticos de homocisteina, tornando possivel assim
a identificacao eficaz de individuos hiper-homocis-
teinémicos.
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REVISAO

Doenca hepatica gordurosa nao alcodlica: patogénese e achados
histolégicos com énfase nas alteracdes mitocondriais

Nonalcoholic fatty liver disease: pathogenesis and histological

findings, with emphasis on mitochondrial alterations

Gustavo Henrique da SILVA'
Cecilia Amelia Fazzio ESCANHOELA'

RESUMO

A esteatose hepatica nao relacionada ao alcoolismo pode ocorrer isoladamente
ou como parte da doenca hepéatica gordurosa ndo alcodlica, abrangendo amplo
espectro de alteracdes morfologicas e variando de esteatose até estadios mais
graves (acompanhados por fibrose), podendo chegar a cirrose. A esteatose hepa-
tica nao relacionada ao alcoolismo tem grande importancia clinica na atuali-
dade nao so por sua elevada prevaléncia (15% a 25% na populacao geral e supe-
rior a 80% entre obesos e diabéticos), mas também pela diversidade de condicoes
relacionadas, tais como fatores nutricionais, hepatite pelo virus C, doencas meta-
bolicas, toxicidade por drogas etc. As alteracdes histolégicas e a historia natural
da doencga provavelmente reflitam um processo multifatorial complexo em que o
ambiente genético tem grande importancia uma vez que ndo se compreende
porque alguns pacientes tém somente esteatose, enquanto outros desenvolvem
esteato-hepatite, cirrose ou carcinoma hepatocelular. A fim de compreender me-
lhor sua patogénese, varios sao os artigos que correlacionam esteatose hepatica
a alteracbes mitocondriais (aumento do tamanho mitocondrial, da densidade,
alteracdes na matriz e cristas e presenca de megamitocondrias com inclusdes
cristalinas), sendo a identificacao precoce de formas de esteatose com conco-

1 Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Ciéncias Médicas, Departamento de Patologia. Av. Dr. Shigeo Mori, 1352, Cidade
Universitaria Zeferino Vaz, 13083-970, Campinas, SP, Brasil. Correspondéncia para/Correspondence to: C.A.FE ESCANHOELA. E-mail:
<fazzio@fem.unicamp.br>.
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mitante comprometimento mitocondrial de importancia fundamental no prognos-
tico da doenca. A esteatose microvesicular, na medida em que se relaciona a
essas alteracoes, pode corresponder a lesao inicial do amplo espectro presente
na esteatose hepdtica ndo relacionada ao alcoolismo, com uma pior evolucao
clinica.

Termos de indexacao: Doenca hepdtica gordurosa nao alcodlica. Figado gor-
duroso. Mitocondriais hepatica. Hepatopatia.

ABSTRACT

Hepatic steatosis unrelated to alcoholism may occur either by itself or as part of
nonalcoholic fatty liver disease. This disease encompasses a wide spectrum of
morphologic alterations, ranging from steatosis to a more severe stage,
accompanied by fibrosis, which may lead to cirrhosis. Nonalcoholic fatty liver
disease is very important in current clinical practice. First, it has a high prevalence
rate, affecting from 15% to 25% of the general population and more than 80%
of obese and diabetic patients. Second, there is a diversity of related conditions,
such as nutritional factors (malnutrition, total parenteral nutrition), hepatitis C,
metabolic disease (Wilson's disease, glycogenosis, lipodystrophy and others) and
drug toxicity (valproate, amiodarone, etc.). Histological changes and the natural
history of nonalcoholic fatty liver disease probably reflect a complex multifactorial
process in which the genetic environment has considerable importance, since it
is still unknown why some patients have only steatosis while others develop
steatohepatitis, cirrhosis or hepatocellular carcinoma. In order to better
understand the pathogenesis of nonalcoholic fatty liver disease, there are several
articles correlating fatty liver to mitochondrial changes (increase in mitochondrial
size and density, changes in the mitochondrial matrix and cristae as well as the
presence of megamitochondria with crystalline inclusions). Early identification of
the various forms of steatosis with concomitant mitochondrial changes may have
a fundamental importance in the prognosis of the disease. Additionally,
microvesicular steatosis, as it relates to these changes, may correspond to early
histological damage in NAFLD, with a worse clinical progression of the disease.

Indexing terms: Nonalcoholic fatty liver disease. Fatty liver. Mitochondria, liver.
Hepatic disease.

INTRODUCAO

A partir da década de 1980, alteracoes mor-
folodgicas hepaticas relacionadas a esteatose, porém
com etiologias diversas, excetuando-se o alcool,
passaram a ser denominadas Doenca Hepaética
Gordurosa Nao Alcodlica (DHGNA). Conceitualmen-
te, trata-se de doenca hepética caracterizada por
esteatose que, a partir de algum momento, evolui
desfavoravelmente, com inflamacao, balonizacdo e
fibrose perissinusoidal e/ou portal (sendo entao
chamada de esteato-hepatite), podendo culminar
com o desenvolvimento de cirrose. A esteatose,
portanto, pode tanto ser uma condicao transitéria

em hepatdcitos, como progredir, caracterizando evo-
lucao desfavoravel da DHGNA.

A esteatose hepatica pode se relacionar a
alteracoes mitocondriais, a saber: aumento da densi-
dade com ocasional aumento do tamanho mitocon-
drial’, alteracbes da matriz e cristas?, proliferacao
mitocondrial na esteatose microvesicular® e mega-
mitocondrias com inclusoes cristalinas na esteato-
-hepatite nao alcodlica*.

A mitocondria é o local de ocorréncia de diver-
S0s processos metabolicos, tais como o ciclo do acido
tricarboxilico, p-oxidacdo de acidos graxos, sintese
de ureia e outros, utilizando-se de combustiveis como
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glicose e acidos graxos para obtencao de adenosina
trifosfato. Qualquer disturbio num desses mecanismos
pode causar graves danos a célula e, consequen-
temente, ao tecido.

Este trabalho traz uma revisao da literatura
sobre as alteracbes mitocondriais na esteatose
hepatica e sua relacdo com a etiologia e progressao
da DHGNA.

DOENCA HEPATICA
GORDUROSA NAO ALCOOLICA

A DHGNA, termo clinico-patolégico, abrange
um amplo espectro de doencas que vai desde o
acumulo de lipides em hepatdcitos até cirrose, pas-
sando por estagios de esteato-hepatite (esteatose
com inflamacao e fibrose). A prevaléncia da DHGNA
na populacao geral é estimada entre 3% e 24%°e
superior a 80% em individuos obesos e diabéticos’
(Quadro 1).

Esse termo foi utilizado quase que exclusiva-
mente para a doenca no adulto, entretanto, com o
aumento de sua prevaléncia em todos os segmentos
da populacao, sua utilizacdo se tornou mais abran-

Quadro 2. Parametros utilizados para o diagnostico da DHGNA.

Quadro 1. Prevaléncia da DHGNA em diferentes populacdes.

Populacao Intervalo de prevaléncia (%)  Estudos publicados

Browning et al.®

: Clark®
Mgl 3 Neuschwander-Tetri &
Caldwell?
[talia 20-25 Bedogni et al."®
Israel 30 Amarapurkar et al."
Coreia 16 Park et al.?
Alemanha 14 Bellentani et al.”®
Japao 14 Nomura et al.™
Zhou et al.t
China 11,715

Marchesini et al.'®

DHGNA: doenca hepatica gordurosa néo alcodlica.

gente®, sendo utilizado para todas as faixas etdrias,
incluindo criangas'®. Nessas, a DHGNA é caracte-
rizada pela auséncia de identificacdo de alteracoes
inatas no metabolismo dos lipides', ocorrendo princi-
palmente no género masculino, com vaga dor abdo-
minal, como razao inicial para avaliacdo clinica’.
Apesar da alta ocorréncia da DHGNA na obesidade
e no diabetes, muitos outros diagnosticos podem com
elas estar relacionados (Quadro 2).

Diagnéstico Caracteristicas
Clinico - Assintomaticos
- Fadiga
- Incdmodo ou dor abdominal no quadrante direito superior. Mais de 50% dos pacientes apresentam
hepatomegalia
Laboratorial - Elevacdo de ALT e AST geralmente com niveis de uma a quatro vezes além do limite da normalidade

- Relacao de AST/ALT é geralmente maior que 1 (podendo ser maior que 2)
- Fosfatase alcalina pode ter elevacao de duas vezes além do limite da normalidade

- yv-GT pode estar elevada
Por imagem (Ultrassonografia e

tomografia) - Hepatomegalia

- |dentificacdo de gordura infiltrada no figado

Histologico - Esteatose microvesicular ou macrovesicular

- Balonizacao
- Necroinflamacao

- Fibrose perissinusoidal inicialmente na zona 3 acinar

- Cirrose

Ultraestrutural - Alteracoes mitocondriais:

- Aumento numérico (alteracao oncicitica)

- Hipertrofia

- Megamitocondrias com inclusdes paracristalinas

- Formato irregular e cristas atenuadas
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As lesdes morfoldgicas observadas na
DHGNA s&o pouco distinguiveis daquelas induzidas
pelo dlcool, sendo as diferencas baseadas princi-
palmente em argumentos clinicos e bioquimicos,
além da avaliacdo do usuério de élcool: os pacientes
com hepatite alcodlica sdo, geralmente, mais doen-
tes, apresentam niveis mais elevados de bilirrubina
no soro, além de apresentarem cirrose com maior
frequéncia’. De maneira geral, histologicamente,
na DHGNA, a atividade necro-inflamatéria e a fibrose
sao mais suaves, os corpusculos de Mallory mais raros
e os depdsitos de glicogénio nuclear mais fre-
guentes'®.

Esteatose

Esteatose é definida como o acimulo anormal
de triglicérides dentro de células parenquimatosas,
observado com grande frequéncia (mas ndo exclusi-
vamente) no figado, principalmente devido ao seu
envolvimento no metabolismo lipidico. Dentre as
principais causas de esteatose, temos a acao de
toxinas, desnutricdo, diabetes mellitus, obesidade e
abuso de alcool™.

A deposicao de lipides nas células hepaticas
pode ser macrovesicular (Figura 1A), com distensao
do hepatdcito por um Unico e volumoso vacuolo e
deslocamento nuclear, ou microvesicular (Figura 1B)
com numerosos e menos volumosos vaclolos, man-
tendo-se a localizacdo central do nucleo™. A
esteatose microvesicular ocorre como resultado da
alteracdo na B-oxidacdo mitocondrial, que conduz
ao acimulo de &cidos graxos na forma de triglicérides
e formacédo de pequenas goticulas no citosol dos
hepatdcitos®. A oxidagao de acidos graxos no figado
pode ocorrer nas mitocdndrias e Nos peroxissomos,
sendo gerada na B-oxidacao peroxissomal elevada
quantidade de perdxido de hidrogénio nao acoplado
ao sistema fosforilativo®.

A esteatose microvesicular geralmente é con-
dicdo aguda, ocorrendo uma pausa na p-oxidacdo
dos acidos graxos?®, principalmente por perturbacao
da funcao mitocondrial e ribossomal, dentro e fora
do figado'. Esse tipo de esteatose apresenta maior

importancia clinica, mas o figado nao é o Unico érgao
envolvido, podendo ocorrer acimulo de triglicérides
nos tubulos renais e, ocasionalmente, no miocardio,
cérebro e pancreas. Experimentalmente foi verifica-
do, em porcos, que a capacidade regenerativa dos
hepatdcitos na esteatose macrovesicular é mais efeti-
va do gque na estetose microvesicular, com prognés-
tico menos favoravel para esta Ultima?'.

A esteatose macrovesicular é tipicamente
associada a disturbio de longa duracdo do metabo-
lismo hepdtico de lipides; apesar de ser considerada
condicao benigna por Sherlock??, pode-se associa-la
ao desenvolvimento de necroinflamacao (esteato-
-hepatite), fibrose e cirrose?.

Figura 1. A) Esteatose macrovesicular: notar os grandes vacuolos
dentro de cada célula tornando o nucleo excéntrico
(Hematoxilina e Eosina). B) Esteatose microvesicular: no-
tar que apesar dos inimeros vacutolos dentro de cada
célula, o nucleo se apresenta em sua posicao central
(Tricrémio de Masson). C) Esteato-hepatite estadio 3:
notar a presenca de fibrose na zona 3 com septos cen-
tro-porta e esboco de nddulos (Tricromio de Masson).
D) Cirrose: estagio 4 (Tricromio de Masson).
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A esteatose, de graus variados, pode ser difu-
sa dentro do lébulo hepatico ou predominar na zona
3 acinar ao redor das veias hepaticas terminais'®.

Esteato-hepatite

A esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA) é
definida pela associacdo da esteatose com outras
lesdes hepatocelulares, essencialmente balonizacdo
e necroinflamacado. Os hepatdécitos balonizados s&o
amplos, com citoplasma claro, e corpos apoptéticos
podem estar presentes'®. A presenca de corpusculos
de Mallory, agregados intracitoplasmaticos de fila-
mentos intermediarios de citoqueratina, ndo é neces-
saria para o diagnostico da esteato-hepatite, mas
pequenos, escassos e inconspicuos podem estar
presentes?*. Inclusées eosinofilicas, que correspondem
na microscopia eletrénica a megamitocondrias, com
perda das cristas e contendo inclusdes paracristalinas®,
sao ocasionalmente observadas no citoplasma dos
hepatdcitos. A intensidade da infiltracao inflamatoéria
varia com a gravidade da esteato-hepatite. A infla-
macao é geralmente mista, contendo linfocitos e
neutréfilos em torno de hepatocitos alterados ou
necroticos e/ou nas areas portais’.

Fibrose e cirrose

A presenca e a extensao da fibrose sdo extre-
mamente importantes para a determinacdo do
prognostico. A fibrose perissinusoidal é, inicialmente,
discreta e predominante na zona 3 acinar. Pode haver
associacao com fibrose portal e peri-portal, com
formacéo progressiva de pontes fibrosas entre as veias
hepaticas terminais e areas portais ou entre os tratos
portais adjacentes (Figura 1 C). Se houver formacao
de nddulos hepatocelulares completos circundados
por fibrose anular, esta instalada a cirrose (Figura
1D). Insuficiéncia hepatica, hipertensao portal e carci-
noma hepatocelular podem complicar a doenca®.

Patogénese da DHGNA

A hipotese mais aceita atualmente para a
patogénese da DHGNA é a dos “dois golpes”, postu-

lada por Day & James?. De acordo com tal hipotese,
a esteatose representa o “primeiro golpe,” que
aumenta a vulnerabilidade do figado para diferentes
“segundos golpes”, que levam, por sua vez, a infla-
macao, a fibrose e a morte celular, caracteristicas
da estato-hepatite nao alcodlica.

A ocorréncia de varios “segundos golpes” -
como endotoxina e pré-oxidantes - resulta em dano
hepatico e mortalidade significativamente maior em
ratos obesos com figado gorduroso, comparados a
ratos magros com figados saudaveis?’. Diversos
fatores tém sido postulados para constituir os segun-
dos golpes, especialmente estresse oxidativo, cito-
cinas pré-inflamatérias e endotoxina bacteriana?.
importante destacar, entretanto, que esses meca-
nismos nao sao mutuamente exclusivos, mas quando
atuam de maneira coordenada e cooperativa acele-
ram o desenvolvimento e a progressao de EHNA.
Nos seres humanos, a gravidade da esteatose é um
dos indicativos mais fortes do desenvolvimento de
EHNA e a adiposidade central estd associada ao
aumento de citocinas pro-inflamatérias e estresse
oxidativo, assim como a resposta inflamatoria exage-
rada estd associada a administracdo de endotoxina?’.
Uma vez geradas, as citocinas podem causar dano
direto ao figado ou atuar indiretamente, aumentando
0 estresse oxidativo, que, por sua vez, pode igual-
mente danificar diretamente a funcdo hepatica ou
atuar indiretamente, perpetuando a resposta infla-
matoria®*. Consequentemente, nos ambientes pro-
picios a geracao de varios segundos golpes, como
obesidade, um ciclo de perpetuacao de agressoes
pode causar injuria hepatica e culminar em EHNA
e, progressivamente, em doenca hepética gra-
ve.

Um aspecto importante da teoria de “dois
golpes” é que a esteatose por si s6 ndo é causa do
desenvolvimento de EHNA, mas um sensibilizante
do figado aos efeitos prejudiciais dos segundos
golpes; um fator de estresse inécuo a um figado
saudavel pode levar ao desenvolvimento de EHNA
em um figado esteatdtico®'.

Rev. Ciénc. Méd., Campinas, 18(5/6):269-279, set./dez., 2009



274 G.H. SILVA & C.A.F. ESCANHOELA

Classificacao e estadiamento da
DHGNA

O prognostico da DHGNA depende da inten-
sidade dos achados histopatoldgicos, tanto da ativi-
dade necroinflamatdria (esteatose e necroinflama-
cao) como do estadiamento, que reflete o padréo e
a extensao da fibrose, assim como a remodelacao
da arquitetura®. Para tanto, algumas classificacbes®*
3 foram propostas, graduando-se esses elementos,
separada ou conjuntamente (Quadro 3).

PRINCIPAIS DISFUNCOES
MITOCONDRIAIS NADHGNA

A mitocondria é a usina energética celular
que gera o ATP ou o calor a partir de substratos deri-
vados da gordura e da glicose. Os hepatdcitos séo,
normalmente, ricos em mitocondrias; cada célula
contém, aproximadamente, 800 mitocondrias, que
ocupam aproximadamente 18% do volume celular
do figado. A mitocondria é formada por uma dupla
membrana, contendo matriz e genoma. A mem-
brana externa é sustentada pela membrana interna,
regulando o efluxo de enzimas, cations e substratos
para o citosol, além de ser o sitio de transporte
especifico para varios substratos que devam passar
do citosol para dentro dela®>. A membrana interna
contém cadeias “eletrénicas” de transporte (cadeia
respiratéria), que aceitam elétrons gerados no ciclo
do acido citrico e na oxidacao de acidos graxos. Nela,
existem numerosos transportadores especificos

para vdrias moléculas e enzimas (ATP-sintases), que
medeiam a fosforilacdo oxidativa e a sintese de ATP.
A matriz mitocondrial contém enzimas do ciclo do
acido tricarboxilico, da f-oxidacao de acidos graxos,
da sintese de ureia e de outras vias metabdlicas,
além do DNA mitocondrial (DNAmt), que codifica
13 polipeptideos da cadeia respiratoria®.

Entre as chamadas hepatopatias mitocondriais
(doencas hepaticas decorrentes de alteracdes mito-
condriais), defeitos no transporte de elétrons na ca-
deia respiratéria sao classificados por Sokol & Treem'’
como desordens primarias, tais como sindrome de
deplecao de DNA mitocondrial (SDDmt), insuficiéncia
hepética neonatal, doenca de Alper, sindrome de
Pearson, defeito na oxidacao de acidos graxos e
outras®. Desordens secundarias se relacionam a
injuria toxica, metais e xenobidticos e podem ser
causadas por toxinas e drogas, como o fialuridine®,
por acimulo de metais, como na doenca de Wilson*,
sindrome de Reye®, etilismo??, colestase cronica®,
toxina do Bacillus Cereus® entre muitos outros fatores,
incluindo a EHNA, na qual observamos esteatose
micro e macrovesicular, acompanhada por alteracoes
necroinflamatérias e fibrose portal, na auséncia de
alcoolismo.

Embora os mecanismos responsaveis pelo
acumulo de lipides nao estejam completamente
explicados, a diminuicdo da oxidacao, a disponi-
bilidade e o transporte aumentado no figado e a
sintese hepatica aumentada de &cidos graxos prova-
velmente apresentem um papel significativo na pato-

Quadro 3. Proposta de classificacdo do estadiamento da DHGNA por Brunt et al.** e Sociedade Brasileira de Patologia (Freitas & Cotrim?).

Grau Brunt et al.** Sociedade Brasileira de Patologia (Freitas & Cotrim?)

0 Auséncia de fibrose na zona 3

1 Fibrose perissinusoidal focal ou extensa na zona 3 Arquitetura lobular preservada, com fibrose perissinusoidal limitada as
areas perivenulares

2 Fibrose periportal focal ou extensa adicional Arquitetura lobular preservada, com fibrose perissinusoidal e formagao
de finos septos esparsos, com ou sem expansao fibrosa portal;

3 Fibrose perissinusoidal e portal com focal ou ex- Arquitetura lobular alterada, com septos unindo estruturas vasculares

tensa formacdo de pontes

4 Cirrose

entre si; esbo¢o de nodulos

Arquitetura predominantemente nodular ou cirrose instalada
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génese da DHGNA. Vérios estudos*?%4° mostram que
anomalias mitocondriais estao estreitamente rela-
cionadas a patogénese da DHGNA, levando a hipo-
tese de que a DHGNA seja uma doenca mitocondrial.
As anomalias mitocondriais associadas com a
DHGNA incluem lesdes ultraestruturais, deplecao de
DNA mitocondrial (DNAmt), atividade diminuida dos
complexos da cadeia respiratéria e danos da B-oxida-
¢do mitocondrial. Mudancas morfoldgicas anormais
nas mitocondrias do figado foram observadas em
humanos e nos modelos animais com EHNA3440.41,
A microscopia eletrénica revela que as mitocondrias
na DHGNA sao grandes e escassas (Figura 2A); a
matriz é hipodensa e contem inclusdes paracristalinas
(Figura 2B). Defeitos ultraestruturais nas mitocondrias
de pacientes com DHGNA podem ser indicativos de
funcao mitocondrial defeituosa, levando, por exem-
plo, a atividade reduzida da cadeia respiratoria
mitocondrial*? e sintese defeituosa de ATP*. A
DHGNA esta presente frequentemente nos pacientes
com resisténcia a insulina, obesidade e diabetes tipo
2, algumas condicoes metabdlicas em que ha
diminuicao do consumo de oxigénio e de producao
de ATP, reducdo do DNAmt total e da transcricao do
fator A do DNAmt e reducao das proteinas respira-
tdrias nos adipécitos, musculo e figado*.

Figura 2. A) Mitocondria de figado com esteatose microvesicular
exibindo megamitocéndrias com inclusées cristalinas (se-
tas). B) Mitocondrias de figado com esteatose microgo-
ticular apresentando tamanho elevado, hipodensidade
e cristas pouco evidentes.

A deplecao do DNAmMt nos hepatdcitos inibe
a funcao mitocondrial e causa esteatose hepatica e
outras injurias hepaticas. Os pacientes com EHNA
apresentam expressao diminuida dos polipeptideos
codificados pelo DNAmMt* e baixa atividade dos
complexos |, II, lll, IV e V*. A sindrome da deficiéncia
de DNAmt (SDDmt), provavelmente, é a mais co-
mum entre as desordens na cadeia respiratéria da
mitocondria. Pacientes que apresentam a forma
hepatica da SDDmt nos primeiros seis meses de vida
mostram progressiva insuficiéncia hepatica e frequen-
te envolvimento neuroldgico; investigacdes meta-
bolicas revelam hipoglicemia e elevados niveis de
lactato nos fluidos corporais; lesdes hepaticas in-
cluem esteatose e fibrose progredindo para cirrose,
aumento do nimero de mitocondrias pleomorficas
e anomalias nas cristas*®4’. Nessa condicao é descrita
esteatose microvesicular associada a alteracdes mito-
condriais na matriz, cristas e também aumento do
numero total de mitocéndrias, denominada altera-
cao oncocitica®3.

Multiplas enzimas estao envolvidas na -oxi-
dacao mitocondrial e suas deficiéncias podem levar
ao desenvolvimento da esteatose. Camundongos,
por exemplo, com disfuncao nos genes da Acil-CoA
desidrogenase de “cadeia-média” e Acil-CoA desi-
drogenase de "cadeia-muito-longa” manifestam de-
feitos na oxidacdo de acidos graxos que levam, prova-
velmente, a esteatose hepética micro e macrovesi-
cular,

Defeitos ultraestruturais em mitocondrias em
pacientes com DHGNA podem ser indicativos de fos-
forilacdo oxidativa defeituosa, visto que esses
pacientes apresentam reduzida atividade na cadeia
respiratéria mitocondrial®® com prejuizo na sintese de
adenosina trifosfato apos recusa da frutose®. Tais
disfuncoes podem levar a producao de Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO). Se a cadeia respiratoria
é interrompida em certos pontos, os intermediarios
respiratorios podem transferir elétrons para moéleculas
de oxigénio, produzindo anions superéxido e perdxido
de hidrogénio®. Se a capacidade oxidativa da mito-
condria permanece estagnada, acidos graxos sao
acumulados no citosol. Vias alternativas sao entao
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ativadas nos peroxissomos ([3-oxidacdo) e nos micros-
somos (w-oxidacao), resultando na formacao
adicional de EROs°.

MECANISMOS DA
ESTEATOSE HEPATICA

Embora os mecanismos responsaveis pela
esteatose hepatica na EHNA ndo estejam inteira-
mente elucidados, o aumento da disponibilidade de
acidos graxos livres no figado e aumento da sintese
hepatica de acidos graxos podem representar papel
fundamental nessa disfuncao. Além disso, na EHNA
foi observada diminuicao da secrecao hepatica de
apolipoproteina B (apo B), embora sem relacao direta
com aumento ou diminuicdo da secrecao hepatica
de triglicérides*'.

A disponibilidade aumentada de &cidos gra-
x0s no figado colabora para o desenvolvimento de
esteatose em pacientes com diabetes tipo 2. Normal-
mente, os adipdcitos de individuos magros e insuli-
nossensiveis armazenam a gordura apos refeicoes e
liberam 4cidos graxos durante periodos de jejum.
Ao contrario, os adipdcitos de individuos obesos ou
insulinorresistentes mantém liberacdo continua de
grandes quantidades de glicerol e &cidos graxos na
circulacao, o que ocorreria somente no jejum?. Como
0s acidos graxos sao prontamente levados aos hepa-
tocitos, a resisténcia a insulina aumenta extre-
mamente a quantidade de &cidos graxos disponiveis
ao figado*'. E ndo somente os acidos graxos livres
em excesso no plasma sao levados ao figado, mas
também passam a ser nele sintetizados mais ativa-
mente. Certamente, os niveis aumentados de insulina
e glicose estimulam a sintese do acido graxo e triacil-
glicerol com ativacao da expressao de enzimas-chaves
envolvidas na lipogénese, promovendo a formacao
e deposicao de triacilglicerol no figado®'.

A EHNA também se caracteriza pela dimi-
nuicao da saida de apolipoproteina B do figado, docu-
mentada em alguns pacientes. Evidéncias recentes
sugerem que essa reducdo possa ser um disturbio
primario na EHNA, sendo causada, ao menos em
parte, por diminuicdo da transcricao e/ou da estabi-

lidade do RNAm. E possivel que a hiperinsulinemia
tenha influéncia nesse mecanismo, pois a insulina
diminui a sintese e a estabilidade da apolipoproteina
B, A sintese e/ou a secrecao hepatica diminuidas
de apo B na EHNA podem estar associadas a concen-
tracdes reduzidas ou aumentadas de apo B e a niveis
elevados de triglicérides no plasma®?.

DISCUSSAO

O exame histoldgico do figado com defeitos
na cadeia respiratoria pode mostrar quatro principais
alteracOes: esteatose, fibrose, colestase e necrose.
Esteatose estd presente em quase todos os casos de
doenca hepatica mitocondrial, sendo a forma micro-
vesicular a alteracdo tipica e muitas vezes acom-
panhada pela esteatose macrovesicular®3.

Nessa condicao, o fato de as mitocdndrias,
em hepatdcitos com alta proliferacdo delas, apresen-
tarem tamanho e formato semelhantes com frequen-
te auséncia de cristas visiveis pode suportar a hipo-
tese de hiperplasia compensatéria dessas organelas?.
Um aspecto importante, tendo em vista a teoria dos
“dois golpes”, proposto por Day & James'® para expli-
car a patogénese da DHGNA, é o fato de a esteatose
isoladamente ndo evoluir para esteato-hepatite. No
entanto, seria um fator que sensibilizaria o figado
para os efeitos mais danosos de um “segundo golpe”.
O acumulo de gordura hepatica em si nao é preju-
dicial, mas, sim, os insultos secundarios - por exem-
plo, EROs e citocinas inflamatérias - impostos ao
figado esteatotico, com progressao para esteato-
-hepatite. Recentemente, crescente numero de tra-
balhos na literatura cientifica sugere fortemente que
a composicao dos acidos graxos presentes no figado
interfira na gravidade da lesdo hepatica, com piora
da progressao relacionada aos acidos graxos satu-
rados®'.

De acordo com Oleszczuk et al.2" e Sherlock??,
a esteatose macrovesicular seria lesao de menor
gravidade quando comparada a esteatose micro-
vesicular. Esses autores sugerem que o figado gordu-
roso, a custa de esteatose macrovesicular, seja mais
resistente a eventuais outras agressoes. Ao contrario,
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a esteatose microvesicular, que representa condicao
mais grave, com risco de morte por insuficiéncia
hepatica®, parece tornar o figado mais sensivel para
mecanismos deletérios secundarios'. Figados que
desenvolvem moderada e grave esteatose microvesi-
cular apds o transplante mostram aumento signifi-
cativo na perda precoce de funcdo®®, muito provavel-
mente devido a diminuicdo do nimero de hepatécitos
em regeneracao. A capacidade regenerativa redu-
zida na esteatose microvesicular contribui para o pior
progndstico nesse tipo de alteracao hepatica. Foi veri-
ficado que, em paciente infantil portador de esteatose
hepatica, o predominio da forma microvesicular se
associa ao aumento das dimensoes mitocondriais®®,
sugerindo que a esteatose microvesicular, além de
representar o “primeiro golpe”, também apresente
os efeitos deletérios do “segundo golpe”.

Baseada, principalmente, nas alteracées mor-
folégicas e volumétricas presentes nas mitocon-
drias?346475¢ essa forma de esteatose - que ndo deve
ser chamada de esteatose “pura” - pode corresponder
a lesao inicial do amplo espectro presente na DHGNA,
com pior evolugao clinica da doenca a ela associada.
E necessario assim um diagnostico precoce e maior
atencao para os casos em que houver esteatose micro-
vesicular, uma vez que a evolucao pode ocorrer de
maneira desfavoravel.
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RESUMO

O papilomavirus humano consiste em um grupo de viroses de filamento duplo
de DNA, podendo estar presente na célula do hospedeiro. As células epiteliais
infectadas pelo papilomavirus humano sofrem transformacdes e se proliferam,
desenvolvendo lesdes verrucosas. O periodo de incubacdo usual é de um a trés
meses. O objetivo do presente trabalho é relatar caso clinico de lesao hiperplasica
papilomatosa manifestada no palato dias apés o nascimento. A anamnese e o
exame clinico em odontopediatria devem incluir exame detalhado do paciente,
visando ao correto diagnéstico e ao tratamento adequado da lesao hiperplasica.
Paciente E. B., género masculino, trés anos de idade, chegou a clinica de odonto-
pediatria da Faculdade de Odontologia da Pontificia Catolica de Campinas com
presenca de lesao hiperplasica pediculada - composta por inumeras papilas de
coloracao avermelhada em sua superficie -, localizada na papila incisiva na regiao
de palato duro. Foi realizada a biopsia e o material foi fixado em formol 10%
para realizacao do exame anatomopatolédgico, que confirmou lesao hiperplasica
epitelial papilomatosa, consequéncia de processo inflamatério crénico com leve
atividade e auséncia de malignidade no material.

Termos de indexacdo: Mucosa bucal. Odontopediatria. Papiloma.

1 Pontificia Universidade Catolica de Campinas, Centro de Ciéncias da Vida, Faculdade de Odontologia. Av. Jonh Boyd Dunlop, s/n.,
Prédio Administrativo, Jd. Ipaussurama, 13090-950, Campinas, SP, Brasil. Correspondéncia para/Correspondence to: S.1.. PINHEIRO.
E-mails: <psergio@usp.br>; <slpinho@puc-campinas.edu.br>.

2 Académicas, Pontificia Universidade Catélica de Campinas, Centro de Ciéncias da Vida, Faculdade de Odontologia. Campinas, SP,
Brasil.

Rev. Ciénc. Méd., Campinas, 18(5/6):281-286, set./dez., 2009



282

S.L. PINHEIRO et al.

ABSTRACT

The human papillomavirus is a group of double-stranded DNA viruses that may
be present in the host cell. Human papillomavirus-infected epithelial cells
undergo transformation and proliferation, evolving into verrucous lesions. The
usual incubation period is between 1 and 3 months. The objective of the
present study is to report the clinical case of an infant presenting with a
hyperplastic, papillomatous lesion of the palate a few days after birth. Patient
E.B., male, 3 years old, arrived at the Pediatric Dentistry Clinic of the School of
Dentistry of the Pontifical Catholic University of Campinas with pedunculated
hyperplastic incisive papilla in the hard palate region. A biopsy was performed
and the material was fixed in 10% formalin for anatomic and pathological
analysis. Microscopic examination of the specimen showed a hyperplastic,
papillomatous epithelial lesion due to a mildly active chronic inflammatory
process and absence of malignancy. Anamnesis and clinical examination in
pediatric dentistry should include a detailed examination of the patient for an

accurate diagnosis and appropriate therapy for hyperplastic lesions.

Indexing terms: Mouth mucosa. Pediatric dentistry. Papilloma.

INTRODUCAO

O papilomavirus humano (HPV) ¢, atual-
mente, um tipo de infeccdo bem difundido e inci-
dente em todo mundo'. O HPV encerra um grupo
de viroses de filamento de DNA, que pode estar com-
pletamente integrado ao DNA da célula hospedeira?.

O HPV tem sido detectado em individuos
jovens, como bebés recém-nascidos. A presenca
desse virus em criancas resulta da contaminacao pas-
sivel de ocorrer no momento da passagem do bebé
pelo canal de parto contaminado. Ainda nao se sabe,
porém, se a presenca do virus no bebé existe devido
a contaminacdo passiva ou devido a infeccédo
perinatal da crianca. Outras formas de se contrair o
HPV s&o por transmissao pré-natal via placenta, fluido
amniético, corddo umbilical e transmissao horizon-
tal®. A prevaléncia do HPV na cavidade oral e na
orofaringe ainda ndo esta bem esclarecida, podendo,
as vezes, estar relacionada até mesmo ao abuso
sexual de criancas®.

A infeccdo também pode ser iniciada quando
0 virus penetra no novo hospedeiro através de micro-
traumatismos®. O desenvolvimento e sua gravidade
irao depender do estado imunolégico do hospedeiro®
e do tipo de virus que o infectou’#.

Existem, atualmente, mais de 100 tipos de
HPV identificados, muitos deles relacionados a lesdes

de cabeca e pescoco, podendo causar algumas
doencas, tais como: papiloma escamoso oral, sinu-
sais - fungiforme, invertido e de células cilindricas -,
verruga vulgar, condiloma acuminado e hiperplasia
epitelial focal’. Na cavidade oral, 24 tipos mostram
estar associados a lesdes benignas e 12 a lesbes
malignas®.

Os tumores benignos ocorrem principalmente
em individuos na faixa etaria dos 30 aos 50 anos,
embora possam ocorrer também nos menores de 10
anos de idade™. Usualmente, afetam o palato mole,
a lingua, o freio da lingua e o l&bio inferior. Na
maioria dos casos, 0s papilomas sao Unicos e peque-
nos (<1cm), possuem um crescimento exofitico e
aparecem tanto como uma intumescéncia ovoide
de base ampla ou como uma lesao pediculada. A
superficie pode apresentar pequenas projecoes
digitiformes, atribuindo a ela um contorno verrucoso
grosseiro. A cor varia de branca a rosa, dependendo
dos graus de queratinizacao e de vascularizacao'.

A hiperplasia epitelial focal é uma doenca
pouco frequente na mucosa oral produzida pelo HPV.
Essa doenca consiste em lesao benigna que pode se
localizar na mucosa oral, labios e lingua, e mais
notadamente no l&bio inferior'3. E caracterizada,
clinicamente, por papulas mdultiplas, indolores e
amolecidas, de coloracao varidvel entre rosa palido
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e cor normal da mucosa. Uma forte historia familiar
foi sugerida por diversos autores'2'. Os HPVs 13 e
32 foram considerados especificos da hiperplasia
epitelial focal, porém o HPV 32 foi também encon-
trado em outras lesdes orais, mas nunca fora da
cavidade oral'>"7.

A prevaléncia do HPV nas lesoes benignas -
papilomas de células escamosas, condilomas e
verruga vulgar - da cavidade oral e da orofaringe foi
dos HPV 6 e 11 em papilomas e condilomas, e nas
verrugas orais a prevaléncia foi dos HPVs 2 e 57
com predominio para o HPV 2. O HPV estéa presente
em todos os casos, variando de 13% a 100% de
positividade. Provavelmente isso aconteca em virtude
de essas lesdes apresentarem maior nimero de
células contendo o DNA do HPV. Observa-se também
o predominio dos HPV de baixo risco, principalmente
0 HPV 6 e 11, justificado por serem os tipos mais
frequentemente associados as lesoes orais papilo-
matosas benignas, enquanto os de alto risco, como
0 HPV 16, s6 apareceram em trés resultados'®.

O objetivo do presente trabalho é relatar caso
clinico de lesao hiperplasica papilomatosa mani-
festada no palato dias apds o nascimento.

RELATO DE CASO

Paciente E.B., género masculino, trés anos
de idade, chegou a clinica de odontopediatria da
Faculdade de Odontologia da Pontificia Universidade
Catdlica de Campinas com a mée, que relatava a
presenca de uma lesao no palato da crianca (Figura
1). Segundo relato da mae, a lesdo apareceu logo
apos o nascimento e estava aumentando de ta-
manho a cada dia.

Durante a anamnese, relatou-se o uso de chu-
peta até os dois anos e meio de idade e mama-
deira até o momento de sua consulta. Sua saude
geral mostrou-se satisfatéria e no exame clinico local
constatou-se higienizacao deficiente com presenca
de biofilme dental visivel. Observou-se hiperplasia
pediculada - composta por inumeras papilas de
coloracéo avermelhada em sua superficie -, loca-
lizada na papila incisiva em regido de palato duro.

Figura 1. Aspecto clinico inicial da lesao.

Apobs o término do preenchimento da anamnese
e avaliacao geral e local da crianca, orientou-se a
mde sobre o correto procedimento para manutencdo
de higiene oral adequada para seu bebé, como
técnica de escovacao, tipo de escova e creme dental
especificos para essa faixa etéria. Planejou-se para
a sessao seguinte a realizacdo de biopsia excisional
da lesdo. Para o procedimento relatado, medicou-
-se a paciente com uma dose pré-operatéria de anal-
gésico (dipirona sédica gotas 500mg/mL, Medley
Campinas SP, Brasil), pois esperava-se dor de inten-
sidade leve a moderada no pés-operatorio.

Pesou-se a crianca no dia da cirurgia (13,5kg)
para cdlculo da medicacao e anestésico local e
avaliaram-se a frequéncia cardiaca e respiratéria,
iniciando-se em seguida o procedimento. O sal anes-
tésico de eleicdo foi a Lidocaina 2% (Dentisply
Probem, Catanduva, Brazil) 1:100.00 com epinefrina.
Realizou-se anestesia local (Lidocaina 2% Dentisply
Probem, Catanduva, Brazil) ao redor da lesdo e em
regido de incisivos centrais através da técnica infil-
trativa. Utilizou-se na técnica anestésica o equivalente
a um tubete de solucao anestésica local.

Para a realizacdo da biépsia, houve necessi-
dade de procedimentos de contencéo fisica para a
seguranca do bebé. Utilizou-se, ainda, um abridor
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de boca de borracha (Indusbello, Londrina, PR, Brasil)
transpassado por um fio dental. O abridor foi inserido
na cavidade bucal e mantido em posicao por uma
auxiliar que também conteve os movimentos de
cabeca do bebé. Durante o ato cirtrgico, trabalhou-
-se com uma equipe de trés profissionais: o cirurgiao-
-dentista, que executou a técnica, um auxiliar, que
continha os movimentos de cabeca do bebé e man-
tinha o abridor de boca em posicao, e um terceiro
auxiliar, responsavel pelo instrumental e sugador.
Removeu-se completamente a lesdo com margem
de seguranca de 2mm, descolando-a com o auxilio
de um bisturi de lamina nimero 15 (Endomix Ltda,
Porto Alegre, RS, Brasil), retirando-a com a pinca
Kelly reta 16cm (Golgran, Sao Paulo, Brasil) (Figura
2) e suturando-a com pontos simples com fio de seda
4.0 (Ethicon - Johnson & Johnson, Sao José dos
Campos, SP, Brasil).

A leséo foi removida, acondicionada em reci-
piente contendo liquido fixador (Formol 10%) e enca-
minhada para analise anatomopatolégica. Orientou-
-se a mae em relacao aos cuidados pos-cirirgicos e
medicou-se o paciente com analgésico (dipirona
sédica gotas 500mg/mL, Medley Campinas, SP, Bra-
sil) por um periodo de 24 horas, respeitando o
intervalo preconizado para o medicamento. Informou-

Figura 2. Remocéo da leséo.

-se a mae do paciente quanto aos cuidados a serem
tomados nas 24 horas apds a cirurgia.

Uma semana apos a cirurgia, o paciente
retornou a Faculdade de Odontologia para consulta,
quando se realizou avaliacao clinica, observando-
-se a cicatrizacao satisfatéria da ferida cirdrgica,
favorecendo a remocao da sutura (Figura 3). Acom-
panhou-se a crianca apds um més da cirurgia com
auséncia de recidiva da lesao.

RESULTADOS EDISCUSSAO

O exame microscopico da bidpsia diagnos-
ticou a lesdo como hiperplasia epitelial papilomatosa,
consequéncia de processo inflamatorio cronico com
leve atividade e auséncia de malignidade no material.
A andlise da lamina revelou a presenca de coilécitos
sugestivos de inclusoes virais (Figuras 4 e 5).

Por um lado, a incidéncia do virus HPV-DNA
¢ maior em criancas com idade de cinco anos quando
comparada com a incidéncia nas de trés anos pelo
fato de a crianca mais velha ter ficado mais tempo
exposta ao virus, aumentando as chances de mani-
festacoes orais da doenca®. Por outro lado, a litera-
tura relata que a deteccao do HPV-DNA é maior nos

Figura 3. Acompanhamento clinico apés uma semana.
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trés primeiros anos de vida, o que vem corroborar o
diagndstico do presente trabalho, em que o bebé
apresentara a lesao pouco tempo apds o nascimento
com sua evolucdo até o momento da intervencao’.

Figura 4. 50 X HE- Hiperplasia epitelial papilomatosa: o exame
histolégico mostrou proliferacao epitelial, formando lon-
gas papilas que demonstram intensa papilomatose.

Figura 5. 100 X HE- Em é&rea focal observam-se células epiteliais
vacuolizadas (coildcitos) sugestivas de inclusées virais.

Apos contagio pelo virus HPV, ha incidéncia
maior da manifestacdo oral no género masculino.
Segundo Kojima et al.?, das 37 criancas portadoras
do virus HPV, 22 eram do género masculino e 15 do
feminino, o que corrobora o presente caso, uma vez
que o género do bebé é o de maior incidéncia.

Os achados histologicos definiram a lesao
como hiperplasia epitelial papilomatosa com inclusdes
virais; clinicamente, foi definida como uma conta-
minacao pelo virus HPV, por suas caracteristicas clini-
cas e histolégicas descritas na literatura. O diagndstico
realizado confirma os achados que relacionam a
hiperplasia epitelial papilomatosa a lesdo epitelial
benigna causada pelo virus HPV'. A contaminacao
do bebé pelo virus acontece principalmente no
momento do nascimento e no periodo perinatal,
através do contato com o virus HPV genital da mae™.

CONCLUSAO

O HPV pode ser fator etioldgico de hiperplasia
epitelial papilomatosa e a anamnese e o exame
clinico em odontopediatria devem incluir exame
detalhado do paciente, visando correto diagnostico
e tratamento adequado.
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RELATO DE CASO

Doenca de Huntington:
aspectos diagnosticos e implicacdes éticas

Huntington'’s disease:

diagnostic aspects and ethical implications

Bruna Antunes de Aguiar XIMENES'
Eduardo Henrique TEIXEIRA?

RESUMO

Doenca de Huntington é uma afeccao neurodegenerativa de heranca autossémica
dominante, caracterizada por manifestacoes neuroldgicas, neuropsiquidtricas e dis-
fungdes autondmicas. Nao ha tratamento para a doenca, fato que levanta questées
éticas importantes diante do impacto da confirmacao diagnodstica e da possi-
bilidade de um planejamento familiar. Paciente feminina, 68 anos, ha trés anos
com movimentos coreicos de labios, lingua, maos e pé esquerdo, disfagia, sinto-
mas depressivos e comprometimento de fun¢des cognitivas de média gravidade.
A ressonancia magnética de cranio apresentou alteracdoes compativeis com doenca
de Huntington. Foi realizada avaliacao genética, apos aconselhamento da paciente
e do familiar responsavel, e confirmou-se a hipotese aventada. O diagnostico
deve ser feito o mais breve possivel a fim de diminuir o impacto na vida do
portador e de sua familia e permitir um planejamento familiar. Sao muitas
dificuldades em lidar com a confirmacao do diagnostico, principalmente quando
a autonomia do paciente estd comprometida, portanto é fundamental esclare-
cimento e aconselhamento antes e apds o teste.

Termos de indexacdo: Doenca de Huntington. Diagndstico. Etica. Neuropsi-
quiatria. Testes genéticos.
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Brasil. Correspondéncia para/Correspondence to: B.A.A. XIMENES. E-mail: <baax@hotmail.com>.
2 Pontificia Universidade Catdlica de Campinas, Centro de Ciéncias da Vida, Faculdade de Medicina. Campinas, SP, Brasil.
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ABSTRACT

Huntington's disease is a neurodegenerative disorder with autosomal dominant
inheritance, characterized by neurological manifestations and neuropsychiatric
and autonomic dysfunction. There is no treatment for Huntington’s disease, which
raises important ethical issues upon the impact of diagnostic confirmation and
the possibility of family planning. A 68-year-old female patient presented with
choreiform movements of lips, tongue, hands and left foot, dysphagia, depression
and impairment of cognitive functions of medium severity that had been going
on for three years. Magnetic resonance imaging of the brain showed changes
consistent with Huntington’s disease. After advising the patient and her caregiver,
genetic testing was performed and confirmed the suggested hypothesis. The
diagnosis should be done as soon as possible, in order to reduce the impact on
the patient’s life and his or her family and to allow family planning. This diagnosis
brings about difficult issues to deal with, especially when the patient’s autonomy
is affected. Therefore, counseling before and after the test is essential.

Indexing terms: Huntington. Disease. Diagnosis. Ethics. Neuropsychiatry. Genetic

testing.

INTRODUCAO

A Doenca de Huntington (DH) é uma afeccao
neurodegenerativa, com padrao de heranca autosso-
mica dominante, caracterizada por manifestacoes
neurolégicas, autonémicas e neuropsiquiatricas. Até
0 presente momento nao ha tratamento para esta
doenca, fato que levanta questdes éticas importantes
diante do impacto da confirmacao diagnostica.

A doenca de Huntington é caracterizada pelo
inicio insidioso de manifestacdes neuroldgicas que
incluem movimentos coreicos, disartria, disfagia,
instabilidade postural, distonia e incontinéncia urina-
ria. Os sinais e sintomas psiquiatricos podem ocorrer
antes, durante ou ap6s as manifestacdes neurolé-
gicas. Esses sintomas estao presentes em 35% a
73% dos pacientes, porém 31% dos pacientes apre-
sentam os sintomas psiquiatricos como a primeira
manifestacao da doenca, sendo sempre associados
a deterioracao cognitiva progressiva'. Sao descritas
mudancas de personalidade e de humor, agitacao,
depressao, impulsividade e agressividade. Os sinto-
mas cognitivos estao presentes em todos os pacientes
com doenca de Huntington em algum momento da
doenca?>.

Tipicamente a sintomatologia tem inicio entre
40 e 50 anos, no entanto pode se manifestar entre a
infancia e a senilidade®. Trata-se de uma afeccéo

com padrao de heranca autossdémica dominante e
esta associada a uma expansao trinucleotidica CAG
presente no cromossomo 4 do gene IT15%23.

Os exames de neuroimagem revelam atrofia
do nucleo caudado e do putamen, além de reducao
cerebelar e do volume cerebral®. Existe uma alteracao
nos neurorreceptores dos nicleos da base, incluindo
reducao dos receptores dopaminérgicos®.

O diagndstico clinico de doenca de Huntington
é realizado por um exame e uma histéria familiar
detalhada. Os testes genéticos sao fundamentais e
capazes de confirmar a presenca da doenca, pois a
diferenciacdo clinica é limitada devido ao amplo
quadro de manifestacdes sintomatoldgicas compa-
tiveis com outras desordens neurologicas, dificultando
o diagnostico baseado apenas na histéria clinica e
no exame fisico’. O teste consiste em uma Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR), que mostra a expan-
sao do Trinucleotideo (CAG). Em geral, nos individuos
normais, os alelos podem variar de 8 a 35 unidades
de CAG, enquanto os individuos afetados pela doen-
ca de Huntington possuem alelos com mais de 40
unidades CAG2.

Se detectada a mutacdo genética, ha a possi-
bilidade de realizacdo posterior do teste preditivo
em familiares, permitindo o diagndstico mesmo antes
de qualquer manifestacdo da doenca. Nesse caso,
permite-se um planejamento familiar adequado.
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A realizacao do teste genético é essencial,
aumentando, porém, o nimero de individuos consi-
derados pré-sintomaticos® e ao mesmo tempo nao
sendo capaz de predizer o inicio da manifestacao
clinica da doenca, seu desenvolvimento ou sua gravi-
dade. As decisdes pela investigacdo genética e o
aconselhamento antes e ap6s o teste sao impor-
tantes devido ao impacto causado na estrutura fami-
liar, uma vez que as pessoas que carregam o gene
irdao definitivamente desenvolver a doenca. O pri-
meiro periodo critico para o suicidio é imediatamente
antes do recebimento do diagnostico formal e o
segundo, a fase em que a doenca limita a inde-
pendéncia do paciente®. Infelizmente, essa doenca
permanece sem cura e é fatal™.
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Figura 1. Caudado e putamen diminuidos.

O objetivo desse trabalho é relatar as dificul-
dades em confirmar o diagnéstico, as questoes éticas
envolvidas e as implicacoes na estrutura familiar.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
Médica em Pesquisa da Pontificia Universidade
Catdlica de Campinas (protocolo 413/09).

RELATO DE CASO

Paciente do sexo feminino, 68 anos, vilva,
catolica, aposentada, uma filha, procurou atendi-
mento com queixa de movimentos involuntarios em
boca, pés, maos e disfagia ha trés anos. Trazida pela
irma mais velha, que servia de cuidadora devido ao
grave comprometimento, apresentava movimentos
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coreicos de labios, lingua, maos e pé esquerdo,
associados a sintomas depressivos com compro-
metimento de funcdes cognitivas de pequena a
média gravidade. Havia passado por inimeros pro-
fissionais, sem melhora do quadro ou diagndstico
esclarecedor. Apresentava antecedente de quadro
depressivo recorrente de inicio havia mais de dez
anos e de um episédio de agitacao e heteroagressi-
vidade havia cinco anos ap6s a noticia de gestacao
ndo desejada da sua filha. Fez uso de Levomepro-
mazina, Haloperidol e Quetiapina, sem sucesso.

No primeiro atendimento foi aventada a hipé-
tese de doenca de Huntington e a paciente foi
submetida a ampla investigacao clinica, com a qual
ela e airma estavam de acordo. A ressonancia magné-
tica de cranio apresentou sinais de reducao volu-
métrica encefélica difusa, importante reducdo volumé-
trica de nucleos caudados e putamén, acompanhada
de discreta rima de hiperintensidade na porcao mais
lateral dos putaméns: alteracdes compativeis com
doenca de Huntington® (Figura 1). No decorrer do
acompanhamento clinico, foi realizada avaliacdo
genética apds aconselhamento da paciente e do
familiar responsavel. Foi constatada a presenca de
alelos de 26 e 44 repeticdes (um normal e um com
repeticao), confirmando a hipdtese diagnoéstica
aventada.

Nesse momento a paciente estava debilitada
fisica e mentalmente, com perda de sua autonomia,
e ja ndo conseguia mais ir as consultas. O resultado
foi entregue a irma, que decidiu por ndo discutir com
a paciente e com os outros familiares o diagndstico
estabelecido.

DISCUSSAO

Os testes genéticos levantam um dilema aos
meédicos: a informacéo genética é propriedade confi-
dencial dos individuos testados ou os parentes
biolégicos tém o direito de tomar conhecimento da
informacéo? Para o individuo que utiliza o teste predi-
tivo, a aquisicdo dessas informacoes exige escolhas
em relacao a divulgacéo para os demais membros
da familia™.

Esse caso gerou muita duvida entre a equipe
em relacdo aos direitos e deveres do médico, consi-
derando os descendentes de primeira e segunda
geracio por parte da paciente. E dever do médico
informar os outros familiares sobre os riscos da doenca
e sobre a possibilidade de um planejamento fami-
liar?12,

Segundo recomendacdes relativas ao uso do
teste preditivo para a deteccdo da doenca de
Huntington - tracadas por um comité formado por re-
presentantes da International Huntington Association
(IHA) e da World Federation Neurology (WFN) - Gru-
po de Pesquisa em Coreia de Huntington -, todos os
individuos que desejem fazer o teste devem receber
informacdes relevantes e atualizadas, além de acon-
selhamento e acompanhamento multidisciplinar para
que possam decidir sobre sua realizacao.

A decisdo da realizacdo do teste é exclusiva
do individuo interessado. A maioria dos represen-
tantes das organizacoes leigas considera que, se pais
e filhos ndo chegam a um consenso e o filho deseja
realizar o teste preditivo, o direito de o filho saber
deve ter prioridade sobre o direito de o pai ou de a
mae nao querer saber. No entanto isso é valido
somente para individuos que atingiram a maioridade,
de acordo com as leis do respectivo pais'.

A maioria das diretrizes recomenda que 0s
testes preditivos ndo sejam realizados em menores
de 18 anos, porém existem alguns autores que de-
fendem a realizacao em adolescentes desde que sob
consentimento dos pais. Mesmo nao existindo con-
senso, estudos revelam que as areas pré-frontais do
cérebro, envolvidas em funcdes executivas, como a
tomada de decisdes, nao estdo totalmente desen-
volvidas até a idade adulta. Esses resultados justificam
a manutencao da idade minima de 18 anos para o
teste preditivo para as doencas ndo trataveis, como
a doenca de Huntington. Mais pesquisas sobre a ava-
liacdo de maturidade influenciardo na elaboracao
de um consenso sobre o assunto'2.

No Coédigo de Etica Médica, artigo 102, a
orientacao é de que: “é vedado ao médico revelar
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fato de que tenha conhecimento em virtude do exer-
cicio de sua profisséo, salvo por justa causa, dever
legal ou autorizacao expressa do paciente”'.

O caso descrito neste trabalho apresenta as
dificuldades diagnosticas e as questdes éticas envol-
vidas com a realizacdo do exame de DNA. Casos
semelhantes, obviamente, devem ser vistos de ma-
neira individualizada e cuidadosa, uma vez que os
filhos de individuos afetados pela doenca de Huntington
apresentam risco de 50% de virem a apresentar a
doenca e que um diagndstico precoce pode tanto
permitir um planejamento familiar quanto causar
estigma, estresse psicolégico e descriminacao em
potencial.

Conclui-se, por meio deste trabalho, que falta
consenso quanto as questoes envolvidas na realizacao
dos exames de DNA e dos testes preditivos para
doenca de Huntington; que deve predominar o bom
senso por parte dos médicos, pacientes e familiares;
e que ha a necessidade de esclarecimento e aconse-
lhamento antes e apds o teste que possibilitem um
melhor manejo dos resultados.
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no manuscrito original ndo serdo aceitas nesta fase

2) Submissao de trabalhos

Serao aceitos trabalhos acompanhados de carta assinada
por todos os autores, com descricao do tipo de trabalho e area
tematica, declaracdo de que o trabalho estd sendo submetido
apenas a Revista de Ciéncias Médicas e de concordancia com a
cessao de direitos autorais.

Caso haja utilizacdo de figuras ou tabelas publicadas em
outras fontes, deve-se anexar documento que ateste a permisso
para seu uso.

Autoria: o nimero de autores deve ser coerente com
as dimensoes do projeto. O crédito de autoria deveréa ser baseado
em contribui¢bes substanciais, tais como concepcao e desenho,
ou andlise e interpretacdo dos dados. Nao se justifica a inclusdo
de nome de autores cuja contribuicdo nao se enquadre nos
critérios acima, podendo, neste caso, figurar na secdo Agrade-
cimentos.
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Os manuscritos devem conter, na pagina de identificacao,
explicitamente, a contribuicdo de cada um dos autores.

3) Apresentacao do manuscrito

Enviar os manuscritos para o Ndcleo de Editoracdo da
Revista em quatro copias, preparados em espaco duplo com fonte
Arial 11, acompanhados de copia em disquete ou CD-ROM. O
arquivo deverd ser gravado em editor de texto similar ou
superior a versao 97-2003 do Word (Windows). Os nomes do
autor e do arquivo deverao estar indicados no rétulo do disquete
ou CD-ROM.

Das quatro copias descritas no item anterior, trés deverao
vir sem nenhuma identificacdo dos autores, para que a avaliacao
possa ser realizada com sigilo; porém, deverdo ser completas e
idénticas ao original, omitindo-se apenas esta informacdo. E
fundamental que o escopo do artigo ndo contenha qualquer
forma de identificacdo da autoria, 0 que inclui referéncia a
trabalhos anteriores do(s) autor(es), da instituicao de origem, por
exemplo.

O texto devera ter de 15 a 20 laudas. As folhas deverao
ter numeracao personalizada desde a folha de rosto (que devera
apresentar o numero 1). O papel devera ser de tamanho A4, com
formatacao de margens superior e inferior (no minimo 2,5cm),
esquerda e direita (no minimo 3cm).

Os artigos devem ter, aproximadamente, 30 referéncias,
exceto no caso de artigos de revisao, que podem apresentar em
torno de 50.

Versao reformulada: a versio reformulada devera ser
encaminhada em trés copias completas, em papel, e em disquete
ou CD-ROM etiquetado, indicando o numero do protocolo, o
nUmero da versdo, o nome dos autores e o nome do arquivo. E
expressamente proibida a devolucdo da versao eletrénica
anterior.

0O texto do artigo devera empregar fonte colorida (cor azul)
para todas as alteracdes, juntamente com uma carta ao editor,
reiterando o interesse em publicar nesta revista e informando quais
alteracoes foram processadas no manuscrito. Se houver discordancia
quanto as recomendacdes dos revisores, ofs) autor(es) deverao
apresentar os argumentos que justificam sua posicao. O titulo e o
codigo do manuscrito deverdo ser especificados.

Pagina de titulo deve conter:

a) titulo completo - deve ser conciso, evitando excesso
de palavras, como “avaliacdo do....” , " consideracbes acerca
de...” 'estudo exploratério....";

b) short title com até 40 caracteres (incluindo espacos),
em portugués (ou espanhol) e inglés;

c) nome de todos os autores por extenso, indicando a
filiacao institucional de cada um. Sera aceita uma Unica titulacao
e filiacao por autor. O(s) autor(es) devera(ao), portanto, escolher,
entre suas titulacoes e filiacées institucionais, aquela que julgar(em)
a mais importante;

d) Todos os dados da titulacdo e filiacdo deverdo ser
apresentados por extenso, sem siglas;

e) Indicacdo dos enderecos completos de todas as
universidades as quais estao vinculados os autores;

f) Indicacao de endereco para correspondéncia com o
autor para a tramitacdo do original, incluindo fax, telefone e
endereco eletrénico.

Observacao: esta deverd ser a Unica parte do texto com
a identificacao dos autores.

Resumo: todos os artigos submetidos em portugués ou
espanhol deverao ter resumo no idioma original e em inglés, com
um minimo de 150 palavras e maximo de 250 palavras.

Os artigos submetidos em inglés dever&o viracompanhados
de resumo em portugués, além do abstract em inglés.

Para os artigos originais, os resumos devem ser estrutu-
rados destacando objetivos, métodos basicos adotados, infor-
macao sobre o local, populacdo e amostragem da pesquisa,
resultados e conclusdes mais relevantes, considerando os objetivos
do trabalho, e indicar formas de continuidade do estudo.

Para as demais categorias, o formato dos resumos deve
ser o narrativo, mas com as mesmas informacoes.

O texto ndo deve conter citacoes e abreviaturas. Destacar
no minimo trés e no maximo seis termos de indexacéo, utilizando
os descritores em Ciéncia da Saude - DeCS - da Bireme <http://
decs.bvs.br>.

Texto: com excecdo dos manuscritos apresentados
como Revisdo, Atualizacao, Relatos de Casos e Notas Prévias, os
trabalhos deverao seguir a estrutura formal para trabalhos
cientificos:

Introducdo: deve conter revisao da literatura atualizada
e pertinente ao tema, adequada a apresentacao do problema,
e que destaque sua relevancia. Nao deve ser extensa, a nao ser
em manuscritos submetidos como Artigo de Revisdo.

Métodos: deve conter descricdo clara e sucinta do
método empregado, acompanhada da correspondente citagao
bibliografica, incluindo: procedimentos adotados; universo e
amostra; instrumentos de medida e, se aplicavel, método de
validacao; tratamento estatistico.

Informar que a pesquisa foi aprovada por Comité de
Etica credenciado junto ao Conselho Nacional de Saude e
fornecer o nimero do processo.

Ao relatar experimentos com animais, indicar se as dire-
trizes de conselhos de pesquisa institucionais ou nacionais - ou
se qualquer lei nacional relativa aos cuidados e ao uso de animais
de laboratorio - foram seguidas.

Analise estatistica: os autores devem demonstrar que
os procedimentos estatisticos utilizados foram ndo somente
apropriados para testar as hipoteses do estudo, mas também
corretamente interpretados. Os niveis de significancia estatistica
(ex. p<0,05; p<0,01; p<0,001) devem ser mencionados.

Resultados: sempre que possivel, os resultados devem
ser apresentados em tabelas ou figuras, elaboradas de forma a
serem auto-explicativas e com andlise estatistica. Evitar repetir
dados no texto.

Tabelas, quadros e figuras devem ser limitados a cinco
no conjunto e numerados consecutiva e independentemente
com algarismos arabicos, de acordo com a ordem de mencao dos
dados, e devem vir em folhas individuais e separadas, com
indicacdo de sua localizacdo no texto. E imprescindivel a
informacdo do local e ano do estudo.

A cada um se deve atribuir um titulo breve. Os quadros
e tabelas terdo as bordas laterais abertas.

O autor se responsabiliza pela qualidade das figuras
(desenhos, ilustracoes, tabelas, quadros e graficos), que deverao
permitir reducao sem perda de definicao, para os tamanhos de uma
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ouduascolunas(7 e 15cm, respectivamente), pois € expressamente
proibido o formato paisagem. Figuras digitalizadas deverao ter
extensdo JPEG e resolucdo minima de 300 dpi.

As figuras deverdo ser enviadas em impressao de alta
qualidade, em preto-e-branco e/ou diferentes tons de cinza e/ou
hachuras.

£ necessario o envio dos gréficos, separadamente, em
arquivos no formato WMF (Windows Metafile) e no formato do
programa em que foram gerados (SPSS, Excel), acompanhados
de seus parametros quantitativos, em forma de tabela e com
nome de todas as variaveis.

A publicacdo de imagens coloridas, apos avaliacao da
viabilidade técnica de suareproducao, sera custeada pelo(s) autor(es).
Em caso de manifestacao de interesse por parte do(s) autor(es), a
Revista de Ciéncias Médicas providenciara um orcamento dos custos
envolvidos, que poderdo variar de acordo com o numero de
imagens, sua distribuicdo em paginas diferentes e a publicacdo
concomitante de material em cores por parte de outro(s) autor(es).

Uma vez apresentado ao(s) autor(es) o orcamento dos
custos correspondentes ao material de seu interesse, este(s)
devera(ao) efetuar depodsito bancario. As informacées para o
depdsito serao fornecidas oportunamente.

Discussao: deve explorar, adequada e objetivamente,
os resultados, discutidos a luz de outras observacées ja registradas
na literatura.

Conclusao: apresentar as conclusdes relevantes, consi-
derando os objetivos do trabalho, e indicar formas de continuidade
do estudo. Sdo expressamente proibidas citacdes bibliogra-
ficas nesta secéo.

Agradecimentos: podem ser registrados agradecimentos,
em paragrafo ndo superior a trés linhas, dirigidos a instituicdes ou
individuos que prestaram efetiva colaboracdo para o trabalho.

Anexos: deverao ser incluidos apenas quando impres-
cindiveis a compreensao do texto. Cabera aos editores julgar a
necessidade de sua publicacao.

Abreviaturas e siglas: deverdo ser utilizadas de forma
padronizada, restringindo-se apenas aquelas usadas convencional-
mente ou sancionadas pelo uso, acompanhadas do significado, por
extenso, quando da primeira citacdo no texto. Ndo devem ser usadas
no titulo e no resumo.

Referéncias de acordo com o estilo Vancouver

Referéncias: devem ser numeradas consecutivamente,
seguindo a ordem em que foram mencionadas a primeira vez no
texto, conforme o estilo Vancouver.

Nas referéncias com dois até o limite de seis autores,
citam-se todos os autores; acima de seis autores, citam-se 0s seis
primeiros autores, seguido de et al.

As abreviaturas dos titulos dos periédicos citados deverao
estar de acordo com o Index Medicus.

Nao serdo aceitas citacdes/referéncias de monografias
de conclusao de curso de graduacdo, de trabalhos de Con-
gressos, Simposios, Workshops, Encontros, entre outros, e de
textos ndo publicados (exemplos, aulas, entre outros).

Se um trabalho nao publicado de autoria de um dos autores
do manuscrito for citado (ou seja, um artigo in press), serd necessario
incluir a carta de aceitacao da revista que publicara o referido artigo.

Se dados ndo publicados obtidos por outros pesquisadores
forem citados pelo manuscrito, serd necessario incluir uma carta de
autorizacdo, do uso dos mesmos por seus autores.

Citacoes bibliograficas no texto: deverdo ser colocadas
em ordem numérica, em algarismos arabicos, meia linha acima e
apos a citacao, e devem constar da lista de referéncias. Se forem
dois autores, citam-se ambos ligados pelo “&"; se forem mais de
dois, cita-se o primeiro autor, seguido da expressao et al.

A exatiddao e a adequacao das referéncias a
trabalhos que tenham sido consultados e mencionados no
texto do artigo sdo de responsabilidade do autor. Todos os
autores cujos trabalhos forem citados no texto deverdo ser
listados na secdo de Referéncias.

Exemplos

Artigo com um autor

Guimaraes CA. Revisdo sisteméatica da pesquisa em animais. Acta
Cir Bras. 2009; 24(1):67-8.

Artigo com mais de seis autores

Miasso Al, Oliveira RC, Silva AEBC, Lyra Junior DP, Gimenes FRE,
Fakih FT, et al. Erros de prescricdo em hospitais brasileiros: um
estudo exploratério multicéntrico. Cad Satude Publica. 2009;
25(2):313-20.

Artigo em suporte eletrénico

Elias N, Tarasoutchi F, Spina GS, Sampaio RO, Pomerantzeff PMA,
Laurindo FR, etal. Fibrose miocardica e remodelamento ventricular
na insuficiéncia aértica crénica importante. Arq Bras Cardiol [pe-
riodico na Internet]. 2009 [citado 2009 mar 4]; 92(1):63-7.
Disponivel em: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_
arttext&pid=S0066-782X2009000100010&Ing=pt&nrm=iso>.
doi: 10.1590/50066-782X2009000100010.

Livro

Braunwald EK, Dennis L, Hauser SL, Fauci A, Longo DL, Jameson
JL. Harrison medicina interna. 172 ed. Sao Paulo: McGraw-Hill
Interamericana; 2009. v.2.

Livro em suporte eletrénico

Mauss S, Berg T, Rockstroh J, Sarrazin C, Wedemeyer H, editors.
Hematology 2009. [monograph online]. Germany: Flying Publisher;
2009 [cited 2009 Mar 4]. Available from: <http://www.hepatology
textbook.com/hepatology2009.pdf>.

Capitulo de livros

Fernandes JL, Viana SL. Avaliagdo porimagem das doencas reuméticas.
In: Moreira C, Pinheiro GRC, Marques Neto JF. Reumatologia
essencial. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan; 2009. cap. 6.

Capitulo de livro em suporte eletrénico

Hepatitis E: epidemiology, transmission and natural history. In:
Mauss S, Berg T, Rockstroh J, Sarrazin C, Wedemeyer H, editors.
Hematology 2009. [monograph online]. Germany: Flying
Publisher; 2009 [cited 2009 Mar 4]. Available from: <http://
www.hepatologytextbook.com/hepatology2009.pdf>.
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Dissertacoes e teses

Viegas K. Prevaléncia de diabetes mellitus na populacdo de
idosos de porto alegre e suas caracteristicas sociodemograficas
e de saude [tese]. Porto Alegre: Pontificia Universidade Catolica
do Rio Grande do Sul; 2009.

Texto em formato eletrénico

Ministério da Saude. Satide como estilo de vida: atitudes simples
e habitos saudaveis previnem doencas e trazem qualidade de
vida. Brasilia, 2009 [acesso 2009 mar 4]. Disponivel em: <http://
portal.saude.gov.br/portal/aplicacoes/noticias/default.cfm?pg=
dspDetalhes&id_area=124&CO_NOTICIA=2059>.

Programas de Computador

Statistical Packege for the Social Sciences. SPSS statistics base,
version 17.0. Chicago; 2008.

Para outros exemplos recomendamos consultar as normas
do Committee of Medical Journals Editors (Grupo Vancouver)
(http://www.icmje.org).

LISTA DE CHECAGEM

- Declaracdo de responsabilidade e transferéncia de direitos
autorais assinada por cada autor.

- Enviar ao editor quatro vias do original (um original e trés
copias) e um disquete ou CD, etiquetado com as seguintes
informacoes: nome dos autores e nome do arquivo. Na
reapresentacdo incluir o numero do protocolo.

- Verificar se o texto, incluindo resumos, tabelas e referéncias,
esta reproduzido com letras Arial, corpo 11 e espaco duplo, e
com formatacao de margens superior e inferior (no minimo
2,5¢cm), esquerda e direita (no minimo 3cm).

- Verificar se estao completas as informagdes de legendas das
figuras e tabelas.

- Preparar pagina de rosto com as informacoes solicitadas.

- Incluir o nome de agéncias financiadoras e o numero do
processo.

- Indicar se o artigo é baseado em tese/dissertacao, colocando
o titulo, o nome da instituicdo, o ano de defesa e o nimero
de paginas.

- Incluir titulo do manuscrito, em portugués e inglés.

- Incluir titulo abreviado (short title), com 40 caracteres, para fins
de legenda em todas as paginas

- Incluir resumos estruturados para trabalhos e narrativos, para
manuscritos que nao sao de pesquisa, com até 150 palavras
nos dois idiomas, portugués e inglés, ou em espanhol, nos
casos em que se aplique, com termos de indexacao

- Verificar se as referéncias estdo normalizadas segundo estilo
Vancouver, ordenadas na ordem em que foram mencionadas
a primeira vez no texto e se todas estdo citadas no texto

- Incluir permissdo de editores para reproducdo de figuras ou
tabelas publicadas

- Parecer do Comité de Etica da Instituicdo.

DECLARACAO DE RESPONSABILIDADE E TRANSFERENCIA
DE DIREITOS AUTORAIS

Cada autor deve ler e assinar os documentos (1) Declaracédo de
Responsabilidade e (2) Transferéncia de Direitos Autorais.

Primeiro autor:

Autor responsavel pelas negociacoes: Titulo do manuscrito:

1. Declaracao de responsabilidade: todas as pessoas relacionadas
como autores devem assinar declaracoes de responsabilidade
nos termos abaixo:

— certifico que participei da concepcao do trabalho para tornar
publica minha responsabilidade pelo seu contetddo, que nao
omiti quaisquer ligacdes ou acordos de financiamento entre
os autores e companhias que possam ter interesse na publicagao
deste artigo;

- certifico que o manuscrito é original e que o trabalho, em parte
ou na integra, ou qualquer outro trabalho com contetdo
substancialmente similar, de minha autoria, nao foi enviado a
outra Revista e ndo o serd, enquanto sua publicacdo estiver
sendo considerada pela Revista de Ciéncias Médicas, quer seja
no formato impresso ou no eletronico.

Data / /

Assinatura do(s) autores(s)

2. Transferéncia de Direitos Autorais: “Declaro que, em caso de
aceitacao do artigo, a Revista de Ciéncias Médicas passa a ter os
direitos autorais a ele referentes, que se tornardo propriedade
exclusiva da Revista, vedado a qualquer reproducéo, total ou parcial,
em qualquer outra parte ou meio de divulgacao, impressa ou
eletrénica, sem que a prévia e necessaria autorizacao seja solicitada
e, se obtida, farei constar o competente agradecimento a Revista”.

Assinatura do(s) autores(s) Data /[

Toda correspondéncia deve ser enviada a Revista Ciéncias Médicas no endereco abaixo

Nucleo de Editoracao SBI/CCV - Campus 11
Av. John Boyd Dunlop, s/n., Prédio de Odontologia, Jd. Ipaussurama, 13060-904, Campinas, SP, Brasil.
Fone/Fax:+55-19-3343-6875
E-mail: ccv.revistas@puc-campinas.edu.br
Web: http://www.puc-campinas.edu.br/centros/ccv
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INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

The "Revista de Ciéncias Médicas" publishes articles
related to the several fields of health, with the purpose of
stimulating the production of interdisciplinary works, in the
following categories: Original articles: contributions to
disseminate results of inedited original research that can be
reproduced. Review: article including the available knowledge
about a particular subject, through the analysis and interpretation
of the relevant bibliography so as to contain a critical and
comparative analysis to works done in the area that discuss the
methodological limits.Only 2 papers/issue will be published.
Current Comments: article reporting information published
about a subject of interest to a particular specialty. Previous
Notes: notesreporting previous or preliminary results of researches
in progress. Opinion: qualified opinion on a specific topic in
medicine and correlated sciences and Case Reports.

The concepts emitted in the articles and communication
are of total responsibility of the authors. Therapeutic essays will
not be accepted.

Research involving living beings

Results of research including living beings should be
accompanied by a copy of the opinion of the Research Ethics
Committee of the Institution of origin or another certified
National Council of Health. Furthermore, the last paragraph of
the item Methods should contain a clear affirmation of abiding
by the ethical principles contained in the Declaration of Helsinki
(2000) and of being in agreement with the specific legislation of
the country where the research took place.

Experiments with animals should follow the institutional
guides of the National Councils of Research on the use and care
of laboratory animals.

Records of Clinical Trials

Articles with results of clinical researches should present
a number of identification in one of the Records of Clinical Trials
validated by the World Health Organization (WHO) criteria and
the International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE)
criteria whose addresses are available at the ICMJE site. The
identification number should be located at the end of the
abstract.

Editorial procedures

1) Manuscript assessment

Authors should suggest at least three competent reviewers
in their field and may also suggest individuals whom they wish
to have excluded from the review process.

Texts submitted to the journal for review that are in
agreement with the editorial policy will only start if they are also in
agreement with the “instructions for authors.” If not, they will be
returned so that they can be formatted according to the rules
ortoinclude a letter or other documents that may become necessary.

Itis strongly recommended that the authors seek for
professional linguistic advisement (certified reviewers or
translators of Portuguese and English) before they submit
articles that may contain errors and/or morphological, syntax,
idiomatic or stylistic inadequacies. The use of the first person

of the singular or plural should be avoided since scientific
discourses should be impersonal and not contain judgment
of value.

Original articles identified with errors or morphological
and syntax inadequacies will be returned even before they
are submitted to assessment regarding the merit of the work
and the convenience of its publication.

The manuscripts that are approved in this phase will be
sent to ad hoc referees (reviewers) selected by the editors and
authors. Each manuscript will be sent to two reviewers of known
competence in the selected theme. If they are not in agreement,
the manuscript will be sent to a third referee.

The peer review assessment is the blind review system
where the identity of the authors and the referees are kept secret.
Thus, the authors should do everything possible to avoid the
iq'entification of the authors of the manuscript.

If there is a conflict of interest on the part of the referees,
the Editorial Committee will send the manuscript to another ad
hoc referee.

The opinions of the referees consist of three
possibilities: a) full acceptance; b) accepted with reformulations; c)
fully refused. They authors will be notified whatever the case.

The final decision regarding the publishing of the article
is always from the editors and they are allowed to make any
adjustments they find necessary. If there are essay problems, the
text will be returned to the authors so that corrections are made
within the maximum stipulated period.

Accepted manuscripts: accepted manuscripts can be
returned to the authors for approval of changes that were made in the
editing and formatting processes, according to the style of the journal.

Copies: typographical copies will be sent to the others
for correction of printing errors. The copies should return to the
Nucleo de Editoracéo on the stipulated deadline. Other changes
in the original manuscript will not be accepted during this phase.

2) Submission of works

Works must be accompanied by a letter signed by all
authors describing the type of work and thematic area, declaring
that the manuscript is being presented only to the Journal of
Medical Sciences and agreeing to transfer the copyright to the
journal.

If figures and tables published elsewhere are used,
the authorization for their use must also be attached to the
manuscript.

Authorship: the number of authors must be coherent
with the dimensions of the project. Authorship credit must be
based on substantial contributions, such as conception and
design, or data analysis and interpretation. Including the names
of authors who do not fit within the parameters listed above is
not justified. Other contributors may be cited in the
Acknowledgement section.

The identification page of the manuscripts should
contain explicitly how each one of the authors contributed.
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3) Presentation of the manuscript

Please send four copies of the manuscript to the Nucleo
de Editoracao of the Journal formatted with double spacing
between the lines and font Arial 11. The material should also be
sent in floppy disc or CD-ROM. The file should be saved in a text
editor similar or above version 97-2003 of MSWord (Windows).
The names of the authors or file should be printed on the label
of the floppy disc or CD-ROM.

Of the four copies mentioned above, three should come
without any identification of the authors so that the assessment
can be done secretly; however they should be complete and
identical to the original manuscript, omitting only the authorship.
It is essential that the scope of the article does not contain any
form of identification of the authors, which includes, for
example, references to previous works of one or more of the
authors or the institution where the work was done.

The text should contain from 15 to 20 pages. The pages
must have personalized numbering starting with the cover page
which should be number 1. The paper must be size A4 with at
least 2.5cm of upper and lower margins and 3cm of left and right
margins.

The articles should have approximately 30 references,
except for review articles, which may contain about 50 references.

Reformulated version: the reformulated version must
be sent in three complete copies, in paper and in a floppy disc
or CD-ROM with a label indicating the number of the protocol,
the version number, the name of the authors and the name of
the file. It is absolutely forbidden to return the previous
version.

The text of the article must use a colored font (blue) for
all changes, together with a letter to the editor confirming the
interest in publishing in this journal and informing what changes
were made in the manuscript. If there is disagreement regarding
the recommendations of the referees, the authors should present
the arguments that justify their stance. The manuscript title and
code should be specified.

The title page should contain:

a) full title - must be concise, avoiding excess words

such as “assessment of..."”, “considerations on...”, “exploratory
study...”;

b) short title with up to 40 characters in Portuguese (or
Spanish) and English;

¢) full name of all the authors indicating where each one
works. Each author is allowed one employee and one title. The
authors should therefore choose among their titles and employees
those that they judge to be most important;

d) All data regarding titles and employees should be
presented in full, without abbreviations;

e) List the full addresses of all the universities with which
the authors have affiliations;

f) Indicate an address to exchange correspondence,
including the manuscript, with the author, including facsimile,
telephone and e-mail address.

Observation: this should be the only part of the text
with identification of the authors.

Abstract: all articles submitted in Portuguese or Spanish
should have an abstract in the original language and English,
with at least 150 words and at most 250 words.

The articles submitted in English should contain the
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