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EDITORIAL

Entre a transicdo digital e a formac¢do humanista

A crescente 'digitalizacdo’ do mundo em todas as suas vertentes materiais e da humanidade
que o habita e dele faz parte, tem vindo a assumir-se progressivamente como uma realidade
incontornavel e impardvel. Cada vez mais, a sociedade global se vai movendo e evoluindo segundo
um paradigma assente no conhecimento cientifico, no desenvolvimento tecnolégico e nainovacdo
criativa. De forma a aproveitar o potencial transformador do digital para a afirmacdo de uma nova
era jad emergente, também em Portugal estd a ser feito um forte investimento ao nivel do digital
com a pretensdo de tornar o pais mais digitalizado. E em funcdo disso, mais preparado para a
criacdo de mais e melhor emprego e para se tornar mais competitivo a nivel internacional.

A transicdo digital j& se vinha anunciando ha algum tempo, como uma tendéncia inexoravel,
resultante da revolucdo tecnolégica e conceptual em curso a nivel mundial. As vantagens
decorrentes da digitalizacdo parecem ser por demais evidentes e transversais a varios sectores,
unindo-os como uma tessitura virtual e invisivel. Vantagens que parece ndo terem sido atingidas
pela gigantesca forca destrutiva e desmobilizadora da crise pandémica que sobre todos se abateu.
A transfor-macao dos setores tecnoldgicos veio destacar a necessidade fundamental de se ter de
atuar também ao nivel das pessoas, criando condicdes para que todos possam estar equipadas
com as ferramentas que lhes permitam lidar com estes desafios, mas também com os dispositivos
que as protejam dos novos riscos que vao ter de enfrentar.

O ensino superior, um dos agentes deste processo transformador, apresenta-se também e
simultaneamente como um dos seus alvos preferenciais. A transicdo digital nesta dupla perspetiva,
deve ser encarada como um motor de transformacdo das préprias instituicdes (transformadoras)
de ensino superior. Desta mudanca resultardo com toda a certeza, efetivos contributos para a sua
consolidacdo em territério nacional e para a sua afirmacdo no plano internacional.

As instituicoes de ensino superior sentiram nos Ultimos anos a necessidade de acelerarem o seu
plano de transformacao digital e de se reinventarem. O ensino a distancia, com uma longa tradicdo
de excelente desempenho em Portugal (da Telescola a Universidade Aberta), tornou-se o principal
rosto da resposta digital ao desafio de possibilitar e melhorar o acesso a escola. Mas, apesar do
apoio tecnoldgico disponivel para suporte a esta modalidade de ensino, muitas das instituicoes ndo
estavam nem estdo ainda preparadas para ‘lecionar’ neste formato, nem tém recursos educativos
digitais de qualidade, que permitam que este seja um sucesso. O recurso a videoconferéncia e a
sistemas de gestdo de contelidos para suporte ao ensino tornou-se o Gnico padrdo de prética em
muitas instituicdes, nos Ultimos anos.

Mas por muito avancadas que sejam, as tecnologias, as plataformas digitais e o ensino a distancia,
nunca substituirdo a interacdo fisica, cognitiva, psico-motora, emocional e social nas relacoes
professor-estudante. O didlogo, a entreajuda, a empatia que se estabelecem numa sala de aula
favorecem claramente o processo de ensino-aprendizagem e a construcdo de um quadro de
principios e valores. Particularmente em cursos orientados para a formacdo de profissionais de
salde em que a relacdo e a comunicacdo interpessoais desempenham um papel de destaque
nos processos terapéuticos. Que os meios tecnoldgicos, ainda que excelentes auxiliares para o
professor e muito sedutores para os alunos, ndo deixem de ser isso mesmo. Apenas meios.

Ana Maria Baptista Oliveira Dias Malva Vaz
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Resumo

Introducao

As anélises bioguimicas realizadas ao humor vitreo
constituem hoje uma mais valia para a toxicologia
forense e em andlises post-mortem ajudando a
determinar a causa de morte e a estimar o intervalo
post-mortem, assim como a elucidar casos forenses.
O humor vitreo é uma substadncia gelatinosa
contida na parte posterior do olho, constituido por
99% de agua. Devido a sua composicdo e 3as suas
caracteristicas, é utilizado como matriz para diversas
determinacdes analiticas  post-mortem sendo
considerada bastante Util em casos em que outros
tipos de amostras ndo se encontram acessiveis,
como € o caso do sangue ou da urina.

Objetivo

Os objetivos desta revisdo consistiram em realizar
um levantamento dos conhecimentos presentes
na literatura relativos as analises post-mortem
realizadas ao humor vitreo; comparar o tipo de
anélises realizadas ao humor vitreo em relacdo a
outros fluidos corporais e; determinar para quais
os analitos as quantificacbes poderdo ou nao ser
vantajosas.

Materiais e Métodos

A pesquisa e recolha de informacdo foi realizada
a partir de bases de dados como a PubMed, b-on e
ResearchGatee a analise baseada em diversos artigos
originais, de revisao e casos clinicos publicados entre
2000 e 2020.

Discussdo e Conclusdo

As determinacdes analiticas efetuadas ao humor
vitreo post-mortem tém demonstrado indmeras
vantagens em toxicologia forense. Estudos
realizados neste dmbito tém mostrado que através
de uma abordagem mais detalhada serd possivel
obter um maior conhecimento acerca do intervalo
post-mortem, determinar causas de morte ou ainda,
identificar marcadores associados a determinadas
patologias oculares. Diversos desafios ainda existem
relativamente a interpretacdo das concentracoes
no humor vitreo, técnicas de amostragem e
redistribuicdo  post-mortem dos compostos a
analisar. Mais estudos devem ser desenvolvidos
tendo em vista andlises comparativas entre técnicas,
analitos, fluidos corporais e outras varidveis que
possam influenciar os resultados das determinacoes
analiticas.

Palavras chave

humor vitreo (A09.371.714.500), post-mortem
(C23.550.260.224.617), toxicologia forense
(H01.158.891.424), anélise quantitativa
(SP4.016.172.893).
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Abstract

Introduction

Biochemical analyses performed on vitreous humor
are today an asset for forensic toxicology and in
post-mortem analyses, helping to determine the
cause of death and to estimate the post-mortem
interval, as well as elucidating forensic cases. The
vitreous humor is a gelatinous substance contained
in the posterior part of the eye, consisting of 99%
water. Due to its composition and characteristics,
it is used as a matrix for several post-mortem
analytical determinations and is considered quite
usefulin cases where other types of samples are not
accessible, such as blood or urine.

Aim

The aims of this review were to carry out a survey
of the knowledge present in the literature regarding
post-mortem analyses performed onvitreoushumor;
compare the type of analyses performed on the
vitreous humor in relation to other body fluids and;
determine for which analytes the quantifications
may or may not be advantageous.

Materials and Methods

The search and collect of information was
performed from data bases like PubMed, b-on and
ResearchGate and the analyses based on several
original and review articles and case reports
published from 2000 to 2020.

Discussion/Conclusion

Analytical determinations performed on the post-
mortem vitreous humor have demonstrated
numerous advantages in forensic toxicology. Studies
carried out in this context have shown that through
amore detailed approach it will be possible to obtain
greater knowledge about the post-mortem interval,
determine causes of death or even identify markers
associated with certain ocular pathologies. Several
challenges still exist regarding the interpretation
of vitreous humor concentrations, sampling
techniques and post-mortem redistribution of the
compounds to be analysed. More studies should
be developed with a view to comparative analysis
between techniques, analytes, body fluids and other
variables that may influence the results of analytical
determinations.

Keywords

vitreous humor (A09.371.714.500), post-

mortem (E01.370.060), forensic toxicology
(H01.158.891.424), quantitative analysis (Q000032).



Introducao

As anélises bioquimicas realizadas ao humor
vitreo (HV) tém revelado ser uma mais valia para
a toxicologia forense e em analises post-mortem
ajudando a determinar a causa de morte e a estimar
o intervalo post-mortem (IPM), assim como a elucidar
casos forenses O

O HV é uma substancia gelatinosa que preenche a
cavidade posterior do globo ocular, tendo como
funcdo manter a estrutura e estabilidade do olho,
tal como apoiar a retina, mantendo-se assim
transparente de forma a luz poder difundir-se
livremente  atravessando-a®.

O volume total de HV no interior do globo ocular
compreende aproximadamente 4 a 5 ml podendo
variar consoante a idade do individuo e o tamanho
do olho(2,3). E constituido por 99% de dgua sendo
que os restantes 1% dizem respeito a constituintes
de alto e baixo peso molecular como por exemplo,
alguns componentes glucidicos, colagénio, ureia,
creatinina, acido hialurénico e eletrdlitos (calcio,
potéssio, magnésio, cloro e sodio)™.

Apesar das diversas vantagens na utilizacdo deste
tipo de amostra é necessario ter em conta algumas
das suas limitacdes. Em situacdes post-mortem, é
possivel que tanto o sangue como outros fluidos
corporais possam ndo estar disponiveis, estar
contaminados ou suscetiveis a alteracdes post-
mortem, sendo por isso necessario que existam
outras amostras alternativas para as andlises
toxicoldgicas. Tal como referido, as determinacoes
analiticas ao HV sdo especialmente importantes
quando o sangue e/ou a urina nao estdo disponiveis,
quando o cadaver apresente sinais de desidratacao,
tenha sofrido um trauma e/ou tenha sido sujeito a
exsanguinacdo ou a embalsamento®®).

Embora o etanol represente a principal substancia
analisada em toxicologia post-mortem, existem
outras substdncias que sdo quantificadas no HV,
como é o caso de inGmeras drogas como cocaina,
opidceos, benzodiazepinas, entre outras®?,

Este artigo tem como objetivo esclarecer, em que
medida é que as analises realizadas ao HV podem
ser efetivamente mais promissoras do que as
realizadas a outros tipos de fluidos corporais e para
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quais analitos as quantificacdes serdo ou ndo mais
vantajosas. Desta forma, serd possivel providenciar
um melhor esclarecimento acerca das razoes
pelas quais se torna essencial estabelecer maior
conhecimento acerca das vantagens e desvantagens
das determinacdes ao HV apds a morte e relaciona-
lo com outros fluidos utilizados em andlises
forenses, como é o caso do sangue, da urina ou do
fluido cerebrospinal na quantificacdo de diversas
substancias.

Materiais e Métodos

Este trabalho teve por base a avaliacdo de diversos
artigos de revisdo, investigacdo e casos clinicos,
publicados no perfodo entre 2000 e 2020 (artigos
publicados em 1969 e entre 1989-1999 foram
utilizados para a contextualizacdo da revisdo),
que se consideraram relevantes para uma melhor
abordagem do tema e cumprimento dos objetivos
propostos. O critério de inclusdo dos artigos foi a
abordagem sobre os diversos analitos quantificados
no HV post-mortem, técnicas para a sua quantificacdo
e varidveis que influenciam nos resultados.

A pesquisa e recolha de informacdo foi realizada
a partir de bases de dados como a PubMed, B-on
e ResearchGate. A pesquisa incluiu a combinacdo
de palavras-chave como “vitreous humor”, “post-
mortem”, “forensic toxicology” e “quantitative
analysis”.

O humor vitreo

As primeiras andlises ao HV comecaram a ser
desenvolvidas em 1959 por Naumann, relativamente as
quantificacoes de potdssio post-mortem, gerando desta
forma um aumento do interesse acerca das diversas
aplicacoes e potenciais deste fluido na toxicologia
forense("®,

As vantagens da utilizacdo do HV na toxicologia forense
assentam nomeadamente no facto de: 1) Ser uma
amostra que cuja obtencdo ndo necessita da realizacdo
de uma necrépsia completa; 2) O risco de contaminac¢do
da mesma é menor uma vez que se encontra mMais
isolado anatomicamente relativamente a outras
amostras (como € o caso do sangue ou o do fluido
cerebrospinal); 3) A distancia relativamente ao intestino
ser maior, diminuindo o risco de contaminacaot*). Desta
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forma, a prépria composicao deste fluido bioldgico
torna-o menos suscetivel a alteracdes post-mortem
relativamente aos restantes tipos de amostras” Por
outro lado, ndo é aconselhavel ser utilizado em casos em
que o corpo tenhasidoincinerado ou apresente uma ma
decomposicao, que tenha sofrido de alguma patologia
ocular ou sido submetido a uma cirurgia oftalmoldgica,
uma vez que existe uma elevada probabilidade de
alteracdes na composicdo bioquimica e celular podendo
assim conduzir a resultados erroneos?,

Colheita, preparagao e processamento da amostra
Para a recolha de HV na autépsia, o liquido deve ser
aspirado com uma agulha hipodérmica fina e colhido
do canto externo do olho afastando as péalpebras(27,
O processo deve ser realizado de forma lenta e a
recolha deve ser feita de ambos os olhos podendo
ou ndo, ser combinado numa Unica amostra@. A
insercdo da agulha no globo ocular deve ser o mais
central possivel, de forma a evitar que haja aspiracao
de material proveniente da retina ou da iris, cuja
composicdo é muito varidvel em comparacdo com o
HV(:29, Estudos em que foi realizado o doseamento
de meprobamato, 3,4-metilenodioximetanfetamina
(MDMA), fenitoina, barbitlricos e cocaina mostraram
que o teor destes compostos é semelhante em ambos
os olhos, podendo ser misturado o HV proveniente
de ambos os olhos para constituicdo de uma amostra
Gnica"'¥. No entanto, para outros compostos, como 0s
glicosideos cardiotdnicos (ex: digoxina e digitoxina), cuja
acumulacao tende a ser elevada na retina, o processo de
aspiracao do HV pode afetar as concentracoes, sendo
aconselhado que as amostras sejam recolhidas dos
dois olhos em separado®'®. Apés a recolha, os olhos
devem ser preenchidos com dgua ou solucado salina de
forma a manter a estrutura e melhorar a aparéncia dos
mesmos?7,

Para determinacoes de etanol e outras drogas, o HV
retirado na colheita deve ser colocado num recipiente
contendo um anticoagulante (fluoreto de sédio), por
forma a evitar a coagulacdo do mesmo. Contudo é
importante esclarecer o impacto do anticoagulante
na determinacdo de analitos, uma vez que alguns
estudos mostraram que a presenca de diferentes
anticoagulantes podem levar a formacao ou degradacao
de certos xenobidticos®”'”. O tubo/frasco em que se
recolhe e armazena a amostra deve ter uma capacidade
semelhante ao volume de amostra recolhida por forma
a evitar a presenca de ar no interior, facto que permite
uma evaporacdo mais rapida de analitos volateis, como
o etanol®.
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Quando se pretende realizar quantificacoes analiticas
nas diferentes técnicas é necessario realizar um pré-
tratamento da amostra para eliminar a natureza
viscosa do HV, como por exemplo hidrélise enzimdtica
(hialuronidase), aquecimento, diluicdo, microfiltracdo e/
ou centrifugacdo @,

Apbés o pré-tratamento da amostra, existe uma
variedade de técnicas aplicadas nas determinacoes
analiticas ao HV entre as quais a cromatografia gasosa
e cromatografia liquida acoplada a espetrometria de
massa (GC-MS e LC-MS), cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detetores de arranjo de diodos
(HPLC-DAD), eletroforese capilar, entre outras®”.
No entanto, existem poucas técnicas validadas
para a quantificacdo de determinados analitos (ex:
xendbidticos) quando comparado, por exemplo, com
quantificacbes realizadas em amostras de sangue
periférico ou urina®@.

Determinagoes analiticas

Etanol

As determinacoes de etanol post-mortem constituem
as analises mais frequentemente realizadas em
toxicologia forense, especialmente em casos
criminais em que os limites legais se demonstram
altamente relevantes!®,

As determinacoes de etanol sdo realizadas na
maior parte das vezes no sangue. No entanto,
determinados estudos mostraram que cerca de
metade dos individuos alcodlicos morrem com
concentracdes negativas de 4lcool no sangue,
enquanto os restantes apresentam niveis baixos
dessas concentracoes”. Por este motivo, diversos
estudos tém utilizado biomarcadores de consumo
de etanol como etil-glucoronideo (EtG) como foi
o caso de um estudo desenvolvido por Vezzoli et
al. no qual, através da anélise comparativa entre o
sangue e o HV, os autores concluiram que existia a
possibilidade de usaroHV paraestimar o consumo de
etanol™. Assim, estas andlises demonstraram que a
quantificacdo de EtG no HV representa um excelente
pardmetro para diferenciar entre o consumo de
etanol antes da morte e a sua formacado post-mortem
devido a fenémenos putrefativos™®. Uma vez que o
HV se trata de um espaco anatémico relativamente
protegido de bactérias, a determinacdo de é&lcool
no sangue e a sua auséncia no HV é indicativo de



producdo de etanol post-mortem. Se por outro lado,
os niveis de alcool no HV e no sangue forem ambos
elevados, entdo estes serdo indicativos de uma
ingestdo ante-mortem®.

Relativamente as quantificacdes dos niveis de etanol
no sangue, considera-se que o local da colheita deve
ser feito da veia femoral, existindo estudos que
demonstraram que as concentracdes de etanol no
sangue cardiaco sao mais altas relativamente a veias
periféricas®. Estas variacoes podem também existir
em casos de inalacdo do conteldo gastrico®?,

Segundo diversos autores, o método mais aceite
e utilizado para determinacbes quantitativas e
qualitativas de etanol nos fluidos corporais e/ou
tecidos é a cromatografia gasosa com detetor de
ionizacdo de chama, usando técnicas de injecdo
direta ou por amostragem headspace“?223),

Algumas discrepancias entre estudos baseiam-
se essencialmente no racio HV/sangue do etanol,
apresentando valores de 1,15-1,20:1 de acordo
com Kugelberg e Jones, ou ainda de 1,1 a 1,3 num
estudo de Singer et al,, de 1,2: 1 num outro de
loan et al, mas também de 1,19 segundo Jones
e Holmgren(4-6,24). Embora estas avaliaces
ndo sejam sempre concordantes, através da
comparacao entre a concentracdo de alcool no HV
e a concentracdo de alcool no sangue, é possivel
estimar em que fase da absorcdo se encontra o
individuo aquando da morte. Para isto, e sabendo
que o HV tem uma quantidade de dgua superior ao
sangue (1,3:1), ap6s absorcao e chegando ao estado
de equilibrio, essa razdo mantém-se. Contudo, se
a concentracdo de alcool no sangue for igual ou
superior a concentracdo de alcool no HV, isto sera
indicativo de que o individuo ainda se encontra na
fase de absorcao®.

Em mortes em que o corpo esteve imerso em
agua, as concentracoes de etanol podem variar®.,
Alguns autores concluiram que, durante os meses
mais quentes, a producdo de etanol pode iniciar-se
ap6s 12 a 24 horas apés a imersdo do mesmo em
adgua®. Para além disso, tempos de imersdo mais
longos foram associados a maiores concentracoes
de etanol no sangue®. Outros estudos reportaram
ainda que o etanol pode atravessar para o interior
do olho por difusdo através da esclerética, levando
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30 aumento dos niveis de etanol. Foi ainda concluido
que periodos de imersdo de 6 semanas resultaram
em valores de etanol no HV mais baixos quando
comparados com os do sangue®.

O HV pode ainda apresentar vantagens
relativamente ao sangue em situacoes em que
existiu perfuracdo do estdbmago (ex: enforcamentos,
ferimentos por bala, acidentes de aviacdo), no qual o
liquido géstrico, altamente concentrado em 4lcool,
se mistura com o sangue®?,

Drogas

As determinacdoes de drogas no HV tém sido
menos estudadas devido, em parte, a dificuldade
no estabelecimento e interpretacdo de resultados
quantitativos pela barreira hemato-retiniana®.

A urina apresenta-se como a principal amostra na
quantificacdo de drogas devido a janela temporal ser
mais ampla para a detecdo de compostos exdégenos
em relacdo a outras amostras. No entanto, esta nem
sempre se encontra disponivel, como é descrito por
Pelander et al. no qual a urina se encontra acessivel
apenas em 15% dos casos®.

Num estudo realizado por Scott e Oliver, com
base em 20 casos mortais causados por heroina,
0s autores reportaram concentracdes de morfina
(proveniente da metabolizacdo da heroina no figado)
mais baixos no HV do que no sangue. Posto isto, os
autores consideraram o HV uma matriz de grande
importdncia para as determinacdes de morfina
quando ndo existe presenca de sangue?%. Num
outro estudo desenvolvido por Rees et al., os autores
salientaram que embora exista efetivamente niveis
mais baixos no HV do que no sangue, é importante
ter em consideracdo que esses valores podem sofrer
alteracbes dependendo do intervalo de tempo
entre a toma de morfina e o momento da morte,
assim como das diferentes formas de consumo/
administracdo (ex: injetdvel ou administracdo oral)
@9 Ainda no mesmo estudo, os autores sugeriram
que a maior lipofilia da codeina (proveniente da
metilacdo da morfina), habitualmente utilizada para
fins terapéuticos, pode levar a que, contrariamente
a morfina, as concentracbes de codeina no HV
sejam mais elevadas do que no sangue®. Pelo
contrario, num outro estudo desenvolvido por
Wyman e Bultman, os autores demonstraram que
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as concentracdes de codeina parecem apresentar
valores equivalentes nos dois locais”?®,

Diversos estudos tém-se focado no doseamento
de 6-monoacetilmorfina (6-MAM) (metabolito
da heroina) em diferentes matrizes bioldgicas
como o sangue, urina e HV, por forma a detetar
um consumo de heroina®@-39. Para além disso,
estes estudos demonstram que a herofna é mais
facilmente detetada no HV do que no sangue, sendo
que existem casos em que é apenas identificada no
Hv(26730)'

Certos autores utilizaram também o rdcio de
concentracoes codefna/morfina no HV por forma a
distinguir uma toma de codeina ou de morfina®",
Num estudo de Wyman e Bultman, todos os casos
estudados apresentaram valores significativamente
mais elevados no HV do que no sangue femoral
podendo este fator estar associado as diferencas
lipofilicas da codefna e da morfina®®,

No que diz respeito ao estudo da cocaina, Antonides
et al. detetaram que em 72% dos casos analisados, as
concentracoes de cocaina no HV eram mais elevadas
do que no sangue, ao contrario das concentracoes
de benzoilecgonina (metabolito da cocaina), que
apresentaram valores mais elevados no sangue
do que no HV em 78% dos casos analisados, o que
pode ser justificado através da existéncia de uma
atividade enzimdtica mais baixa do que no sangue,
levando a que a cocaina sofra uma degradacdo mais
gradual(1,30). Contrariamente a este, Metushi et al.
avaliaram 51 casos, no qual puderam identificar 71
compostos no sangue total e 60 no HV, concluindo
assim que algumas drogas sdo mais dificeis de
identificar no HV do que no sangue total (trazodona
no sangue: 42 + 0.57; trazodona no HV: 0.15 + 0.05
mg/L)e".

No estudo de Carvalho et al. os autores sugerem
que o racio cocaina/benzoilecgonina pode ajudar a
determinar se a morte foi acidental ou devido a uma
overdose, uma vez que este racio tende a ser mais
elevado em casos de overdose (na maioria dos casos
maior que 1) nas varias matrizes bioldgicas como
HV, sangue total e tecido cerebral®?. No entanto,
foi observado que o racio cocaina/benzoilecgonina
tende a ser mais elevado no HV do que no sangue
total, uma vez que existe uma atividade enzimatica
mais diminuida no HV comparativamente ao sangue
e consequentemente uma menor degradacdo de
cocaina nesta matriz®?.
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O tetra-hidrocanabinol (THC), principal componente
psicoativo da cannabis, é uma molécula altamente
lipofilica e que se liga a protefnas plasmaticas, o
que limita bastante a sua difusdo no HV. Por este
motivo, foi demonstrado em diversos estudos que
esta amostra ndo é recomendada para a pesquisa de
cannabis e seus derivados®'3?),

Glucose e lactato

Ap6s a morte os niveis de glucose no organismo
diminuem, levando a um processo de glicélise
anaerdbia post-mortem. Este processo origina
a formacdo de piruvato e consequentemente
a producdo de lactato que tende a sofrer um
aumentot9,

As concentracdes de glucose e lactato no HV tém
sido estudadas e utilizadas como indicadores de
hiperglicemia ante-mortem podendo até indicar se
o individuo sofria de diabetes, condicdo que pode
nao ter sido detetada em vida"?). Esta hipétese foi
formulada em 1969 por Traub que estabeleceu uma
férmula a partir da qual uma molécula de glucose
daria origem a duas moléculas de 4cido l4ctico
através do processo de glicdlise post-mortem®),
Posteriormente, outros autores desenvolveram
estudos combinando as determinacées de lactato e
glucose em simultaneo €639,

Num trabalho realizado por Zilg, 76 casos
apresentavam valores de glucose no HV superiores a
10 mmol/L, sendo que em muitos destes casos estes
valores elevados estavam presentes em individuos
sem histérico de diabetes (ex: morte por asfixia,
hemorragia cerebral, hipotermia, apds reanimacao
cardiorrespiratéria)(39). Noutros casos, valores
moderadamente elevados foram verificados em
individuos sujeitos a alto stress fisiolégico, como é
0 caso de situacbes de morte por hipotermia(3,40).
Para além disso, foi demonstrado que os niveis de
glucose no HV decrescem numa primeira fase apds
a morte (cerca de 24 horas), mantendo-se estaveis
apés outras 24 horas. A razdo associada a esta
diminuicdo deve-se ao facto de que apds a morte
0 corpo passa a estar privado de oxigénio, fazendo
com qgue as células realizem um processo de glicélise
anaerdbia convertendo desta forma a glucose a
lactato®49, Por isto, alguns estudos aconselham
a que a determinacdo de lactato seja realizada
simultaneamente com a de glucose. No entanto,
este estudo veio demonstrar que a quantificacdo de
glucose isoladamente aparenta ser o marcador mais
apropriado para determinar hiperglicemia ante-
mortem®©49,



Para além disso, é essencial que se tenha em conta
outros processos metabélicos naturais que ocorrem
apés a morte, nomeadamente o processo de
glucogendlise que acontece no figado e que tende
a aumentar a difusdo de glucose na veia cava e no
ventriculo direito do coracdo®. Para além disso,
a presenca de glucose em determinados fluidos
intravenosos utilizados na reanimacdo também
pode elevar as concentracdes da mesma no sangue.
Neste sentido, concentracées elevadas de glucose
no sangue podem ndo corresponder a concentracdo
real aquando da morte®.

No HV, a glucose também tende a diminuir nos
primeiros instantes apés a morte, contudo, a
diminuicdo é menos acentuada, nunca chegando
a exceder os 200 mg/dL. Deste modo, casos de
cetoacidose metabélica podem ser detetados num
curto perfodo de tempo apds a morte (em média
16 horas) através da detecdo de niveis elevados de
glucose e cetonas no HV®29,

Contudo, num trabalho de revisdo elaborado em
2011 por Hess et al. os autores restabeleceram
o interesse em avaliar o metabolismo da glucose
através da combinacdo entre as somas das
concentracoes de glucose e lactato (mg/dL) no HV
ou no fluido cerebrospinal®4y,

Sédio e cloro

Num estudo de Zilg, foi demonstrado que os niveis
de cloro e sédio sofrem um ligeiro decréscimo com o
aumento do IPM. Este decréscimo dos niveis de cloro
esodionoHV post-mortemestao associados a difusdo
destes eletrélitos para as células circundantes da
retina e da cordide®. Quando avaliados 46 casos, os
niveis séricos de sédio ante-mortem apresentaram
uma correlacdo muito concordante com os niveis de
sédio no HV post-mortem, especialmente em casos
com IPMs curtos®. Uma vez que os niveis de sédio
tendem a diminuir apés a morte, é possivel deduzir
que niveis elevados deste eletrélito podem ser mais
significativos, auxiliando a determinar casos de
desidratacdo®.

Para além disso, quando foram estudados casos
de morte por afogamento, verificou-se que nos
€asos em que ocorreu em dgua doce, apresentavam
niveis significativamente mais baixos do que os
encontrados em afogamentos ocorridos no Mar
Béltico (baixas concentracoes de sal) ou casos de
morte ndo relacionados a afogamentos®. Este
estudo demonstrou ainda que os niveis reduzidos

ANO Ill, VOL VI, N°2. NOVEMBRO 2021.P9-19

de sédio encontrados nos casos de afogamento em
4dgua doce estavam claramente ligados com o tempo
de imersdo®. Outros estudos anteriores verificaram
que os niveis de sédio e cloro estdo aumentados em
casos de afogamentos em dgua salgada e reduzidos
em afogamentos em dgua doce®?. Contudo, existem
diferentes opinides sobre se este fenémeno é
resultante do préprio processo de afogamento
ou do mecanismo de difusdo post-mortem para o
interior do olho através da dgua envolvente®,

Num estudo de Garland et al os autores
demonstraram que os niveis elevados de sodio
e cloro podem também ajudar a distinguir entre
afogamentos em 4gua salgada e mortes cujo
corpo esteve imerso em 3gua mas ndo associado
a afogamento“). Através da comparacdo da
permeabilidade entre olhos humanos e de bovinos,
concluiram que a elevacdo dos niveis de sédio e
cloro post-mortem em mortes em &gua salgada,
com tempos de imersdo inferiores a uma hora,
estariam associados a situacoes de imersdo e ndo de
afogamento®?,

Potassio

Diversos estudos desenvolvidos ao longo dos anos
tém trabalhado no estudo da determinacdo do
IPM através da quantificacdo de potdssio. Vérios
modelos estatisticos e equacdes para estimar o
IPM sdo baseados no facto de que, o aumento do
potdssio no HV segue um crescimento linear ao
longo do tempo®™. Porém, num estudo de Zilg,
este crescimento seguiu uma curva exponencial
que eventualmente tende a equilibrar apds
aproximadamente uma semana®.

Outro dos fatores estudados por alguns autores
como podendo ter influéncia nos niveis de potassio
no HV é a idade do individuo, sendo que, estas
alteracdes podem estar associadas ao tamanho do
globo ocular e 3 composicdo bioquimica e celular do
HV, levando a hipétese de que, quanto mais jovem
for o individuo maior serd o aumento®'?, Estes
resultados parecem estar em desacordo com os de
Ahi e Garg, no qual aidade ndo apresentou qualquer
influéncia nos niveis de potassio no HV“Y, Num
estudo de Tumram et al, os autores verificaram
que climas mais quentes parecem influenciar
nas concentracdes de potdssio, uma vez que 0s
corpos estdo mais sujeitos a deterioracdo?. Estas
afirmacodes estdo em concordédncia com os de Zilg,
demonstrando que, quanto maior a temperatura
ambiente, mais acentuado é o aumento das

10d OLNLILSNI OO e

|l
&) |



concentracdes de potassio®. Por outro lado, no
estudo de Ahi e Garg, tanto a temperatura como a
humidade ndo apresentaram qualquer tipo de efeito
nos niveis de potdassio®¥. De acordo com iniimeros
investigadores, a utilizacdo de um elétrodo seletivo
de ides com auxilio de fotometria de chama, é o
método de escolha para reduzir erros analiticos“®.

Acido desoxirribonucleico

Poucos estudos tém sido desenvolvidos acerca
da detecdo de éacido desoxirribonucleico (DNA)
no HV como forma de identificacdo de cadaver.
Baseado nisto, Soltyszewski et al. afirmam que os
resultados obtidos apenas do HV nao sao suficientes
como fonte de DNA. Para além disso, reconhecem
que a fiabilidade destes resultados variam muito
consoante a técnica de detecdo utilizada, sendo
que o DNA encontrado pode resultar apenas de
contaminacdo  microbiana®®.

Discussao

Embora existam diversas vantagens na utilizacdo do
HV, como ficou patente e demonstrado ao longo do
pontoanteriordestetrabalho, existemaindaalgumas
discordancias entre estudos, quando considerado
por exemplo a tendéncia de crescimento dos niveis
de potassio post-mortem, o doseamento de glucose
e lactato em conjunto ou separadamente, ou ainda
na capacidade de estabelecer correlacoes entre os
niveis de determinados analitos (ex: farmacos que se
ligam facilmente a proteinas plasmaéticas ou que sdo
mais lipofilicas) comparativamente a outros fluidos
biolégicos (ex: sangue ou urina)‘?.

Uma das dificuldades na utilizacdo do HV deve-se
ao facto das técnicas atualmente utilizadas apenas
estarem validadas e calibradas para amostras como
urina e sangue®@. Outro fator deve-se a prépria
consisténcia viscosa do liquido, o que apresenta
pouca repetibilidade para o mesmo analito®.
Algumas diferencas podem estar associadas a
métodos e técnicas de instrumentacdo distintas
entre estudos, assim como da prépria aspiracao e
manuseamento da amostra“-*. Num dos exemplos
referido numa revisdo de Baniak et al, os autores
referem que o liquido deve ser aspirado no seu
todo para que haja uma representacdo mais precisa
das concentracbes de todos os solutos. Outros
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autores mencionados num trabalho de Bévalot et
al,, pelo contrério, afirmam que deve ser aspirado
apenas 2 mL de HV por cada olho por forma a
evitar a aspiracdo de células epiteliais da retina e
da iris®". Para além disso, Millo et al., referem que
o mesmo deve ser colhido de ambos os olhos e
posteriormente separado em tubos/frascos de 10
mL, comparativamente a Hilal et al. que, embora
assumam existirem opinides divergentes entre
estudos, afirmam que as amostras recolhidas dos
dois olhos possam ser combinadas num mesmo
tubo 051,

Outra controvérsia estd associada a determinacdo
de glucose em simultdneo ou ndo, com lactato.
Num estudo de Zilg, esta afirma que a quantificacdo
de glucose, deve ser realizada isoladamente para
diagnosticar quadros de hiperglicemia ante-mortem,
uma vez que a formacdo de lactato pode ocorrer
por outros processos para além da glicélise post-
mortem (ex: processos de autdlise, derivados do
metabolismo bacteriano, alcoolismo, existéncia
de tumores malignos, entre outros), o que pode
conduzir a falsas conclusdes®s253). Por outro lado,
autores como Hess et al., salientaram a importancia
de realizar estas quantificacdes tendo em conta
a soma conjunta entre os niveis de glucose e de
lactato no HV ou no fluido cerebrospinal®®4".

O estabelecimento de métodos para correlacionar
os valores das concentracoes dos analitos no sangue
e no HV, pode afigurar-se relevante quando se
suspeita de alteracdes post-mortem no sangue ou
quando o HV ndo pode ser recolhido®.

Num estudo de Tumram et al. os autores afirmam
que 0s corpos expostos a temperaturas mais baixas
estdo menos sujeitos a deterioracdo do que aqueles
expostos a temperaturas superiores, podendo desta
forma afetar as determinacoes de potassio®). Em
contrapartida, um outro estudo realizado por Ahi e
Garg comprovou que entre os 21-35°C as variacoes
nos niveis de potassio ndo foram significativas tendo
assim concluido que a humidade e a temperatura
entre os mesmos valores ndo tém influéncia
significativa nos niveis de potassio no HV“,



Conclusdo e perspetivas futuras

Desta forma é possivel concluir que a utilizacdo do
HV pode contribuir positivamente na elucidacdo de
casos forenses nomeadamente na estimativa do IPM,
hiperglicemia/cetoacidose diabética, afogamentos,
ou ainda em casos judiciais para determinacoes
de 4lcool ou drogas. O HV apresenta uma ampla
variedade de vantagens quanto a sua composicdo e
propriedades bioquimicas, uma vez que se encontra
anatomicamente preservado dos processos de
decomposicdo e contaminacdo bacteriana quando
comparado a outros fluidos corporais como sangue
ou urina. No entanto é necessario ter sempre em
consideracdo todas as varidveis que possam desta
forma afetar a obtencdo de resultados fidveis e
rigorosos de modo a minimizar a ocorréncia de erros
analiticos e pds-analiticos.

Relativamente as drogas/farmacos, as moléculas
mais lipofilicas ou fortemente ligadas a proteinas
plasmaticas podem estar quase ausentes no HV
pelo que a sua determinacao/anélise neste tipo de
amostra deve ser realizada com precaucéo.

Ao longo dosanos, tém sido desenvolvidos uma serie
de algoritmos e analises estatisticas para estimar o
IPM. Estas equacOes tém sido aplicadas por forma
a perceber por exemplo, o aumento do potassio
post-mortem ou ainda a relacdo entre os niveis de
etanol no sangue e o HV, no entanto, é importante
que se estabelecam correlacdes e algoritmos mais
consensuais de maneira a proceder a uma correta
realizacdo e interpretacdo dos achados laboratoriais.

Futuramente, éimportante quesejamrealizados mais
estudos acerca dos fenémenos de redistribuicdo e
biotransformacdo post-mortem de variados analitos
(ex: benzodiazepinas, antidepressores ciclicos,
drogas de abuso, entre outros), nomeadamente em
relacdo aos diferentes compartimentos oculares
considerando estudos com um maior nidmero de
€asos.

Para além disso é essencial que haja um
desenvolvimento de métodos de validacdo e
uniformizacdo para técnicas como GC ou LC para
a utilizacdo de HV, assim como a otimizacdo dos
métodos de colheita e extracdo.
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Apesar das possiveis desvantagens e/ou limitacoes
das determinacdes analiticas ao HV post-mortem,
esta amostra apresenta diversas oportunidades no
futuro da toxicologia forense e na elucidacdo de
€asos post-mortem.
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Resumo

A toxoplasmose é uma doenca infeciosa provocada
pelo protozoario intracelular obrigatério
Toxoplasma gondii. Pode ser adquirida através da
ingestdo de dgua ou alimentos contaminados com
oocistos presentes no solo ou a partir da ingestdo
de quistos tecidulares presentes em carne crua ou
mal cozinhada. A maioria das Pessoas apresenta-
se assintomdtica e ndo necessita de tratamento.
Contudo, quando adquirida durante a gravidez,
pode provocar graves consequéncias no feto e a sua
gravidade vai depender do momento da exposicdo
ao parasita. Com este trabalho pretendeu-se
determinar a prevaléncia de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii em gravidas seguidas no Centro
Hospitalar de Leiria como evidéncia seroldgica de
exposicdo a toxoplasmose e verificar se um maior
conhecimento sobre infecdo por este protozoario
se traduz numa menor incidéncia da doenca e
consequente reducdo dos riscos de transmissdo
ao feto e prevaléncia das doencas associadas. Para
testar a associacdo entre as varidveis utilizou-se o
teste t-student (IC 5% p<0,05).

A prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii
no presente estudo foi de 28%, no qual 24% eram
positivas para IgG e negativas para IgM, 2% eram
positivas para as duas classes de anticorpos e 2%
eram positivas apenas para IgM. 72% das gravidas
apresentaram-se suscetiveis para a infecdo. Os
resultados estatisticos revelam uma diferenca
significativa entre o estado serolégico positivo e o
estadoseroldgiconegativoeonivelde conhecimento
das gravidas em relacdo a toxoplasmose e o grau
de exposicdo a fatores de risco. E importante que
estas estejam cientes da doenca e reconhecam os
fatores de risco a que podem estar expostas. Um
diagnéstico precoce e um tratamento atempado
conduz a uma reducdo no risco de complicacées na
vida futura do bebé.

Palavras-chaves

Toxoplasma gondii (C01.610.752.250.800);
Toxoplasmose Congénita (C01.207.205.300.900)
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Abstract

Toxoplasmosis is an infectious disease caused by
the obligatory intracellular protozoan Toxoplasma
gondii. It can be acquired through the ingestion of
water or food contaminated with oocysts present
in the soil or from the ingestion of tissue cysts
present in raw or undercooked meat. Most healthy
people who are infected with toxoplasmosis have
no signs or symptoms and are not aware that they
are infected. However, when acquired during
pregnancy, it can have serious consequences
on the fetus and its severity will depend on the
moment when the pregnant woman was exposed
to the parasite. The aim of this work study was to
determine the prevalence of anti-Toxoplasma gondii
antibodies among pregnant women followed in
“Centro Hospitalar de Leiria”, and estimate the
seroprevalence of this infection in order to reduce
the risk of transmission to the child or the possible
risk Factors and disease associated. In order to test
the association between variables, was considered
the t-student test (IC 5% p<0,05).

The prevalence of anti-Toxoplasma gondii antibodies
in the present study was 28%, in which 24% were
positive for 1gG and negative for IgM, 2% were
positive for both classes of antibodies and 2% were
positive only forIgM. The remaining 72% of pregnant
women were susceptible to infection. Statistical
tests reveal a significant difference between
seroprevalence positive and seroprevalence
negative and the level of knowledge in pregnant
women regarding toxoplasmosis and the exposure
to risk factors. It is important during gestation to be
aware of Toxoplasma infection and their risk factors
in order to prevent measures to avoid exposure of
pregnant women to the infection. An early diagnosis
and timely treatment leads to a reduction in the risk
of complications in the baby’s future life.

Keywords
Toxoplasma gondii (C01.610.752.250.800);
congenital toxoplasmosis (C01.207.205.300.900)



Introducao

A toxoplasmose é uma doenca infeciosa provocada
pelo protozoario intracelular obrigatério Toxoplasma
gondii, capaz de infetar praticamente todos os
animais de sangue quente. Estima-se que um terco
da populacdo Humana mundial j4 tenha sido exposta
ao parasita e a sua prevaléncia estd dependente
de fatores como o clima, a cultura e os habitos
alimentares (Tenter, Heckeroth, & Weiss, 2000).
A toxoplasmose pode ser adquirida através da
ingestdo de dgua ou alimentos contaminados com
oocistos presentes no solo ou a partir da ingestdo
de quistos tecidulares presentes em carne crua ou
mal cozinhada (Abdi, Shojaee, Mirzaee, & Keshavarz,
2008). A maioria das pessoas com toxoplasmose sdo
assintomaticas e recuperam de forma espontanea.
No entanto, se a infecdo primaria ocorrer durante
a gravidez, o parasita pode atravessar a placenta
e provocar aborto ou doenca congénita. A taxa
de transmissdo vertical vai depender da idade
gestacional, uma vez que existe maior risco de
infecdo durante o terceiro trimestre da gravidez.
Contudo, a sua gravidade diminui ao longo da
gestacdo. No caso de doentes imunodeprimidos, a
toxoplasmose ocorre na maioria das vezes devido
a reativacdo de uma infecdo latente e pode levar a
morte se ndo tratada atempadamente (Lappalainen
& Hedman, 2004).

A toxoplasmose é uma das principais causas de
coriorretinite nos EUA e na Europa, tendo sido
associada na maioria das vezes a infecdo congénita
(Fernandes, Valente, Albuquerque, & Oliveira,
2007). Nos paises Europeus, segundo um trabalho
realizado em 2017, estima-se uma prevaléncia de
Toxoplasma gondii entre 23% a 73% em mulheres
de idade fértil; apresenta-se como um intervalo
bastante grande, o que revela diferencas entre os
vérios pontos geogréficos, tendo sido observadas
taxas de seroprevaléncia mais baixas em paises que
apresentam um clima mais frio, nomeadamente,
Finlandia (20%), Suécia (20%) e Noruega (11%),
embora estudos recentes indiquem uma diminuicdo
de toxoplasmose em alguns outros paises Europeus
(Lobo, Patrocinio, Sevivas, De Sousa, & Matos, 2017).

Em Portugal, ndo existe legislacdo que exija o

rastreio de toxoplasmose em grdvidas. A Direcdo
Geral de Saude disponibiliza diretrizes sobre a
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prevencdo da toxoplasmose (Lopes, Dubey, Dardé,
& Cardoso, 2014). Relativamente a prevaléncia de
toxoplasmose no nosso pais, os dados disponiveis
sd0 escassos e estes revelam valores entre 30 a
60% em mulheres em idade fértil, principalmente
no norte do Pais. Estima-se uma incidéncia de,
aproximadamente, 11/10000 nascimentos, que
equivale a 124 casos por ano (Fernandes et al.,
2007). Importa que os profissionais da area de
obstetricia estejam cientes desta doenca, que a
reconhecam como diagnéstico diferencial nas
situacoes clinicamente suspeitas e que dominem
0s meios para o seu diagnédstico e tratamento. Um
diagnéstico precoce e um tratamento atempado
conduz a uma reducdo no risco de complicacdes na
vida futura do bebé (Kaye, 2011).

Objetivos

e Determinar a prevaléncia de anticorpos anti
-Toxoplasma gondii em gravidas seguidas
no Centro Hospitalar de Leiria como evidéncia
seroldgica de exposicao a toxoplasmose;

«  Determinar o nivel de conhecimento sobre
a toxoplasmose em gravidas seguidas no Centro
Hospitalar de Leiria;

- Determinar o grau de exposicao a fatores de
risco para a toxoplasmose em gravidas seqguidas
no Centro Hospitalar de Leiria.

* Explorararelacdoentre onivelde conhecimento
sobre atoxoplasmose e a presenca de anticorpos
anti- Toxoplasma gondir;

- Explorararelacdo entre o grau de exposicao a
fatores de risco para a toxoplasmose e a
presenca de anticorpos anti- Toxoplasma gondii.

Materiais e métodos

Amostra

A amostra foi constituida 100 gravidas seguidas no

Centro Hospitalar de Leiria, que se apresentaram na

primeira consulta do Servico de Obstetricia e que

responderam ao instrumento de colheita de dados

durante o periodo de janeiro de 2020 a abril de 2020

(primeiras 100 Pessoas que cumpram oS Critérios).

Os critérios de inclusdo inerentes ao preenchimento

doinstrumento de colheita de dados foram:

«  Mulheres grévidas com idade compreendida
entre os 18 e 0s 45 anos;

«  Mulheres grdvidas que tenham realizado
analises seroldgicas a toxoplasmose (pesquisa
de anticorpos anti- Toxoplasma gondii).

)
9



Procedimentos formais e éticos

Considerando a populacdo-alvo do estudo, foi
necessdria a aprovacdo do mesmo pela comissdo de
ética e pelo diretor do Centro Hospitalar de Leiria,
tendo sido apresentados os objetivos, o questionario
a aplicar e os critérios de inclusdo.

Antesdaaplicacdodo questionario, cada participante
preencheu o consentimento informado, no qual
estdo descritos os objetivos do estudo e as garantias
de confidencialidade e de anonimato dos dados
fornecidos.

Instrumentos de colheitas de dados

Neste estudo, de natureza quantitativa, utilizou-se
0 questionario como instrumento de colheita de
dados (Marconi & Lakatos, 2002). O questionario
utilizado comporta trés seccdes destinadas ao
autopreenchimento pelas grdvidas e uma seccdo
destinada ao preenchimento pelo profissional de
salde.

Com o primeiro grupo de questbes (“dados
pessoais”) pretende-se caracterizar os fatores
sociodemogréficos da amostra, (idade da grévida,
idade gestacional, o ndmero de gestacoes,
escolaridade e profissdo); o segundo grupo de
questoes (“conhecimento da infecdo”) destina-se a
avaliacdo do grau de conhecimento da participante
em relacdo a toxoplasmose. A terceira seccdo
(“fatores de risco”) compreende um conjunto de
questdes que permite avaliar o grau de exposicdo a
fatores de risco associados a infecdo por Toxoplasma
gondii. Na dltima seccdo (“imunologia”), o
profissional de salde indica o resultado da pesquisa
de anticorpos anti-Toxoplasma gondii 1gG e IgM.

Escala de avalia¢do do questionario

Na seccdo sobre o conhecimento da infecdo, para
cada uma das opcdes de resposta, pontuou-se
com “1” se a resposta foi correta ou reveladora de
conhecimento sobre a toxoplasmose ou com “0”,
caso contrario. Na questdo 2, consideraram-se como
corretas as opgoes consistentes com os resultados
dos testes imunolégicos. Quem respondeu “ndo”
d questdo 1, automaticamente teve “0” em todas
as varidveis deste grupo. Por fim, para cada
participante, estes pontos foram somados para que
fosse obtida a pontuacdo do nivel de conhecimento
sobre a toxoplasmose, de 0 até 10.
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Na seccdo sobre os fatores de risco, valorizou-se o
uso de dgua de poco, o contacto com gatos (e fezes),
a coexisténcia de gatos e de roedores perto de casa,
o consumo de carne proveniente de animais de
criacdo prépria e os restantes fatores de risco. Para
cada um destes fatores, pontuou-se com “1” caso se
tenha observado exposicdo ao fator de risco ou com
“0", caso contrério. Por fim, para cada participante
foi obtida a pontuacdo dos fatores de risco, de 0 até
12.

Relativamente aos resultados dos testes serolégicos,
criou-se uma varidvel nominal com duas categorias,
classificada em “0” (negativo), para auséncia de
evidéncia serolégica de infecdo pelo Toxoplasma
gondii (IgG e IgM negativas) e “1”, (positivo) nos
restantes casos.

Tratamento estatistico

Para o tratamento dos dados recorreu-se a
linguagem informaética R, versao 3.4.1 (2017-06-30).
Depois da anélise exploratéria dos dados e tendo
por base os principais fatores de risco para a infecdo
Humana por Toxoplasma gondii sequndo a literatura
consultada, algumas varidveis foram reclassificadas
e categorizadas por forma a viabilizar o respetivo
processamento estatistico e calcularam-se duas
pontuacdes: a do nivel de conhecimento e a dos
fatores de risco. Relativamente ao estudo estatistico
para as hipoteses de investigacdo, usou-se o teste t
de Student unilateral, com um nivel de significancia
estatistica de 0,05, que corresponde a um intervalo
de confianca de 5%.

Hipoteses de investigacdo

Para este estudo, definiram-se as

hipéteses de investigacdo:

»  Existe relacdo entre o nivel de conhecimento
da grédvida sobre a toxoplasmose e a presenca
de anticorpos anti- Toxoplasma gondii.

- Existe relacdo entre o grau de exposicao a
fatores de risco para a toxoplasmose e a
presenca de anticorpos anti- Toxoplasma gondii.

seguintes



Resultados

A amostra variou entre os 19 e 0s 45 anos com uma
média de 31,8 anos e mediana de 32 anos.

No estudo serolégico, observa-se que 72% (72%
+ 8,8% para um intervalo de confianca de 95%)
das gravidas eram negativas para IgG e IgM anti-
Toxoplasma gondii. Das restantes 28%, 24% eram
positivas para IgG e negativas para IgM; 2% eram
positivas para as duas classes de anticorpos e 2%
eram positivas apenas para IgM, ou seja, 4% dos
casos eram positivos para IgM (Figura 1).

W IgG- e IgM- (ndo imune)
M 1gG+ e IgM- (imune)

1gM+ (infecdo recente)

Figura 1. Representacdo gréafica das proporcoes
de casos, em percentagem, em relacdo ao estado
serolégico.

De acordo com o nivel de conhecimento sobre a
toxoplasmose, numa escala entre 0 e 10 a pontuacao
maxima foi 8 (um caso), observaram-se 6% de casos
com pontuacdo nula, a moda foi 4, com 20% dos
casos, a mediana foi 5, a média foi 5,16 e o desvio
padrdo 2,01.

A figura 2 expde a distribuicdo dos resultados
obtidos.
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Figura 2. Representacdo grafica da distribuicdo da
pontuacdo do nivel de conhecimento.
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Quanto a andlise estatistica da correlacdo entre o
nivelde conhecimento e o estado seroldgico, atabela
1 e a figura 3 resumem as principais estatisticas
descritivas da pontuacdo nos dois grupos, segundo
o estado seroldgico.

Tabela 1. Andlise do conhecimento da infecdo em
relacdo a serologia.

Estado serolégico  Pontuagdo do nivel de conhecimento

Média Desvio padrao N
Positivo 4,11 2.01 28
Negativo 5,57 1,87 72

Pontuagdo do nivel de conhecimento

Negativo Positivo

Estado serologico

Figura 3. Diagramas de caixa para a pontuacdo
do nivel de conhecimento em relacdo ao estado
serolégico.

Aandlise estatistica revela que a diferenca observada
entre as médias dos dois grupos é estatisticamente
significativa, com um valor-P de 0.00084.

Relativamente ao grau de exposicdo aos fatores de
risco, numa escala entre 0 e 12, a pontuacdo maxima
foi 9 (um caso), observando-se 28% de casos com
pontuacdo nula, que corresponde também a moda,
a mediana foi 2, a média foi 2,59 e o desvio padrao
1,93. A figura 4 expde a distribuicdo dos resultados.
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Figura 4. Histograma da pontuacdo dos fatores de
risco.
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Quanto aos fatores de risco e ao estado seroldgico,
a tabela 2 e a figura 5 resumem as principais
estatisticas descritivas da pontuacdo.

Tabela 2. Anélise dos fatores de risco em relacdo a
serologia.

Estado seroldgico  Fatores de risco

Média Desvio padrao N
Positivo 3,46 2.25 28
Negativo 2,25 1,69 72

Pontuago dos fatores de 5o

Neganvo Positiva

Estado sevoidgico

Figura 5. Diagrama de caixa para a pontuacdo dos
fatores de risco em relacdo ao estado seroldgico.
Aandlise estatisticarevela que a diferenca observada
entre as médias dos dois grupos é estatisticamente
significativa, com um valor-P de 0.0068.

Discussao

O estudo das caracteristicas sociodemograficas das
gravidas permite ter uma percecdo da populacdo
que necessita de ser informada com maior cuidado.
No presente estudo verifica-se que a amostra variou
entre os 19 e os 45 anos com uma média de 31,8
anos e mediana de 32 anos. Segundo Gargaté
et al, 2016 a idade da grdvida é diretamente
proporcional a prevaléncia de anticorpos especificos
para a Toxoplasmose, uma vez que ao longo da
vida a probabilidade do individuo ser exposto
ao parasita também aumenta. Estes resultados
foram consistentes com um estudo realizado por
Lito et al,, 2013, numa maternidade em Portugal
no qual foi possivel observar que, as mulheres
com idade inferior a 30 anos apresentaram uma
seropositividade de 23% e as mulheres com mais de
30 anos a seropositividade foi de 30%.
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A transmissao vertical ocorre em casos de infecdo
priméria pelo Toxoplasma gondii durante a gravidez
ou através da reativacdo de infecdes latentes em
gestantes (Kaye, 2011). O risco de infecdo é cerca
de 14% no primeiro trimestre e cerca de 59% no
altimo trimestre. No entanto, os efeitos sobre o
feto sdo mais graves se a transmissdo ocorrer num
estadio inicial da gravidez (Tenter et al., 2000). No
presente estudo verificou-se que a maioria das
gravidas apresentava-se no segundo trimestre de
gravidez (40%), 35% no terceiro trimestre e apenas
25% no primeiro trimestre. Estes resultados foram
semelhantes aos encontrados no Hospital Garcia
de Orta, no qual foi possivel observar que das
121 gravidas que responderam a este parametro,
59 (48,76%) encontravam-se no UGltimo trimestre
de gravidez, 51 (42,15%) no segundo trimestre e
apenas 11 (9,09%) estavam no primeiro trimestre.

Relativamente ao ndmero de gestacbes da
amostra, pode constatar-se que 45% das grédvidas
se encontravam na primeira gravidez. E de esperar
que as grdvidas multiparas apresentem um
maior conhecimento da toxoplasmose, devido
a experiéncias anteriores, nomeadamente de
informacdo e estudo de patologias ou mesmo
consultas de planeamento. Além disso, também
poderdo apresentar uma seroprevaléncia mais
elevada, pelo facto de um maior ndmero de
gravidezes estar relacionado com uma idade mais
avancada da grdvida.

Relativamente as habilitacbes literarias, pode
verificar-se ainda que a maioria das participantes
ja tinha concluido o ensino secundério (46%), 38%
tinha acedido ao ensino superior e que apenas 2%
apresentavam escolaridade inferior ao 3° ciclo.
Apenas 10% das gravidas apresentavam profissoes
relacionados com a da area da salde. Estes dados
sugerem que a maioria da amostra apresenta-
se com literacia e com nivel socioeconémico
superior. Seria de esperar que a amostra inquerida
(com uma mediana de 32 anos) e habilitacoes
literdrias consideradas altas, apresentassem mais
conhecimento sobre ainfecao, visto que apresentam
uma proximidade temporal da formacdo escolar
relativamente curta, bem como o acesso aos novos
meios de comunicacdo. No entanto, o estudo revelou
que apenas 12% tinham maior conhecimento da
infecdo e dos seus fatores de risco, correspondendo



maioritariamente a grdvidas com profissoes
relacionadas com a area da salde (10%).

A toxoplasmose é considerada uma zoonose de
origem alimentar, adquirida pela ingestdo de
carne, de 4gua ou alimentos contaminados com
oocistos presentes no solo ou a partir da ingestdo
de quistos tecidulares presentes em carne crua
ou mal cozinhada (Abdi et al., 2008). A prevaléncia
de Toxoplasma gondii depende de fatores como
o clima, a cultura e os hébitos alimentares de uma
determinada populacdo.

Neste estudo, 72% das gravidas ndo estavam imunes
a toxoplasmose. Das restantes 28%, 4% dos casos
apresentavam resultados de anélises seroldgicas
compativeis com infecdo recente. Contudo, estes
casos carecem de estudos adicionais confirmatorios,
nomeadamente do teste de avidez das IgG, se houver
concentracdo suficiente destas imunoglobulinas e
testes confirmatoérios para excluir falsos positivos
de IgM. Os resultados obtidos neste estudo sdo
sobreponiveis aos observados num estudo realizado
em 2011 no Hospital Garcia de Orta em Lisboa,
segundo o qual, das 155 grédvidas incluidas na
investigacdo, 121 (78,06%) nao estavam imunes, 17
(10,97%) eram positivas para anticorpos IgG e 17
(10,97%) eram positivas para ambas as classes de
anticorpos. Em 2016, Gargaté et al, utilizou dados
de um estudo realizado em 2013 a 1440 gravidas,
em Portugal, e observou diferencas regionais na
seroprevaléncia. No norte do pais, a seroprevaléncia
foi de 13%; na regido centro, de 29%; na regido de
Lisboa de 23% e no sul, de 33%. O autor comparou
ainda estes resultados com outros obtidos em
1979/1980 e 2001/2002, tendo-se verificado uma
diminuicdo da seroprevaléncia ao longo do periodo
em estudo, exceto na regido sul que apresentava
em 1979/1980 uma seroprevaléncia de 43%, que
reduziu para 25% em 2001/2002 e registou um
aumento para 33% em 2013. Em 1984 tinha sido
realizado outro estudo, também em Lisboa, que
revelou uma seroprevaléncia de Toxoplasma gondii
em 64,3% das mulheres gravidas (Lobo et al,, 2017).
Da andlise dos resultados obtidos no CHL e dos
outros trabalhos consultados com dados relativos
a Portugal, verifica-se uma diminuicdo significativa
da prevaléncia da infecdo por Toxoplasma gondii nas
Gltimas décadas. A mesma evolucdo da infecdo tem
sido registada na Europa e foi referida no artigo de
Cook et al., 2000.
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Neste estudo, o grau de exposicdo a fatores de
risco foi avaliado numa escala entre 0 e 12 pontos,
tendo sido considerados os principais fatores
de risco conhecidos para a infecdo humana por
Toxoplasma gondii. Os resultados mostram que, de
forma preocupante, a maioria das participantes
(72%) estavam expostas a pelo menos um fator de
risco durante a gestacdo. Observou-se também uma
associacdo estatisticamente significativa entre a
seroprevaléncia e um maior grau de exposicdo aos
fatores de risco (3,46 pontos nos casos positivos
contra 2,25 pontos nos casos negativos). O mesmo
foi referido por Sevivas, no estudo de 2011 realizado
no Hospital Garcia de Orta. Segundo este, as gravidas
seropositivas apresentavam maior exposicao a gatos
(24,1%), roedores (22%) e a animais de criacdo para
consumo proéprio (18,5%) em relacdo as gravidas
seronegativas (7%, 11% e 2,1% respetivamente).

Uma das limitacoes do presente estudo resultou de
uma baixa amostragem de casos com IgM+ (possivel
infecdo recente), falta de acesso a testes de avidez
e testes confirmatérios. Além disso, o questionario
ndo permitiu avaliar o periodo de exposicdo da
gravida aos fatores de risco. Os fatores de risco ou
a sua auséncia podem ter comecado muito antes da
gravidez. No entanto, existem varios estudos que
permitem comprovar essas evidéncias tais como o0s
referidos por Cook et al., de 2000 e Lopes et al., de
2012.SegundoLopesetal,2012,noestudorealizado
em gestantes do norte de Portugal, as mulheres
que comiam carnes cruas ou mal cozinhadas
tinham seroprevaléncia significativamente
diferente em comparacdo as mulheres sem esses
habitos. O referido estudo permitiu verificar uma
seroprevaléncia consideravelmente maior de
infecdo em mulheres que consumiam produtos
de porco curados ou defumados e ndo cozidos em
COMParagao com o grupo que N3o Consumia carne
de porco e o grupo que consumia apenas produtos
cozidos. Estes resultados podem ser explicados
pelo facto da atividade infetante dos quistos
apenas ser inviabilizada através de processos de
cozedura a 67°C ou congelamento profundo da
carne a -120C por 3 dias (Robert-Gangneux &
Dardé, 2012). Relativamente aos produtos carneos
e carnes curadas com sal, sacarose ou fumo, pensa-
se que estes processos também possam ajudar
na sua eliminacdo. Contudo, a sua sobrevivéncia
vai depender das concentracdes utilizadas e a
temperatura de armazenamento aplicada (Robert-
Gangneux &Dardé, 2012). O estudo referiuainda que
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mulheres que praticavam atividades relacionadas
com o solo, por exemplo jardinagem ou agricultura,
sem usarem luvas, tiveram uma seroprevaléncia
maior em comparacdo com as gue usavam luvas ou
ndo tinham esses tipos de atividades. Assim, o facto
de ndo usar luvas e de ndo lavar adequadamente as
maos antes de comer ou tocar no rosto pode levar a
uma ingestdo ou inalacdo de oocistos esporulados.

De acordo com os resultados obtidos, Cook et al,,
de 2000, ndo encontrou associacoes significativas
entre a infecdo e a presenca de gatos, a sua dieta
e a limpeza das caixas de areia. O aumento de risco
de infecdo foi mais associado ao contacto com o
solo e animais, ao consumo de &gua nao tratada
e 3o consumo de carne crua ou mal cozinhada
provenientes de cordeiro ou de caca, durante a
preparacdo das refeicdes. A prevaléncia da infecao
ndo foi associada ao consumo de carne de porco
mal cozinhada mas foi associada ao consumo de
salames, carne de porco curada, secas, ou de linguica
crua. A prevaléncia da infecdo foi também associada
ao consumo de leite e de produtos lacteos ndo
pasteurizados.

O conhecimento das gravidas sobre os fatores de
risco paraainfecdo é muitoimportante na prevencao
da toxoplasmose congénita. Nesta investigacdo,
o nivel de conhecimento foi avaliado numa escala
entre 0 e 10 pontos para cada participante. Uma
percentagem aprecidvel das participantes—6%—nao
tinham qualquer conhecimento sobre esta doenca.
Ainda assim, estes resultados parecem ser positivos
quando comparados aos de um estudo realizado no
norte de Portugal por Lopes et al. (2012), seqgundo
o qual, aproximadamente 50% das gestantes
ndo apresentavam qualquer conhecimento sobre
a infecdo. Este estudo expressa também uma
associacdo estatisticamente significativa entre
a seroprevaléncia e um nivel de conhecimento
mais baixo sobre a toxoplasmose (4,11 pontos
nos €asos positivos contra 5,57 pontos nos casos
negativos). Estes resultados sdo sobreponiveis aos
do estudo de 2011 ja referido, no Hospital Garcia
de Orta, em Lisboa, cujos dados mostram um nivel
de conhecimento sobre toxoplasmose menor em
gravidas seropositivas (48%) do que em gravidas
seronegativas para Toxoplasma gondii (62,6%).
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Conclusao

Os resultados deste estudo revelam uma
seroprevaléncia baixa (28%) para a toxoplasmose nas
gestantes da regido de Leiria. Consequentemente,
o risco de transmissdo vertical é elevado se
houver contacto com o Toxoplasma gondii durante
a gestacdo. Concomitantemente, e de forma
preocupante, os dados revelam também que a
maioria das gravidas (72% + 8,8%) estdo expostas
durante a gestacdo a pelo menos um dos fatores de
risco conhecidos para a transmissdo do parasita.

As acoes de sensibilizacdo e de informacdo sobre
a toxoplasmose antes e durante a gravidez
sdo instrumentos eficazes na prevencdo e na
transmissdo vertical do Toxoplasma gondii. Estas
devem ser reforcadas, porque se observam, ndo
sé insuficiéncias ao nivel do conhecimento como
também na exposicdo a fatores de risco para a
transmissdo do parasita durante a gestacdo, que
devem ser minorados.

Este trabalho permitiu lancar bases para novas
exploracoes de conhecimento dentro do tema
abordadoalertando paraanecessidade intervencoes
temadticas junto das gestantes.
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Resumo

A dieta tem vindo a ser estudada mais ao pormenor
devido a sua possivel influéncia na microbiota
intestinal, que pode ser positiva ou negativa. O
intestino é considerado o nosso segundo cérebro,
dai a sua importancia. Apesar das diversas dietas
existentes, neste trabalho sdo realcadas a dieta
vegan e vegetariana, a dieta mediterranica e a dieta
ocidental, devido as suas caracteristicas distintas. A
microbiota intestinal apresenta uma flora normal,
com microrganismos considerados “normais”, no
entanto, diversos estudos tém vindo a demonstrar
que esta microbiota pode ser influenciada pela
dieta adotada e, consequentemente, pode
acarretar problemas de salde ou até mesmo
agravar problemas que jd existam. Apesar das
discrepancias dos diversos estudos apresentados,
existe realmente uma ligacdo bastante complexa
entre a dieta e a microbiota intestinal. As dietas
vegan e vegetariana apresentam bastantes
semelhancas entre si, e, apesar de serem conhecidas
por trazerem beneficios, 0os microrganismos
desenvolvidos na microbiota, devido a sua ingestéo,
ainda ndo sdo totalmente coerentes. Por outro
lado, de um modo geral, os individuos que adotam
uma dieta ocidental apresentam na composicdo
da sua microbiota intestinal, microrganismos
prejudiciais a salde intestinal, que acabam por
agravar patologias preexistentes e até cooperam
no desenvolvimento de outras. No caso da dieta
mediterranica, caracterizada por ser a dieta mais
sauddvel e equilibrada a todos os niveis, uma vez
que aposta numa dieta rigorosa e defende a adocdo
de um estilo de vida sauddvel e, por isso, contribui
para a reducdo de doencas bastante comuns, como
as doencas inflamatorias intestinais, as doencas
crénicas, as doencas cardiovasculares e a diabetes.

Palavras chave

Dieta (G07.203), dieta mediterranica
(G07.203.650.240.270), dieta vegetariana
(G07.203.650.240.300), dieta ocidental
(G07.203.650.240.310), flora microbiana intestinal
(G06.591.375).
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Abstract

The diet has been studied more in detail, due to
its possible influence on the intestinal microbiota,
which can be positive or negative, after all the
intestine is considered our second brain, hence
its importance. Despite the various diets in force,
in this work only the vegan and vegetarian diet,
the Mediterranean diet and the western diet are
highlighted, due to their distinct characteristics.
The intestinal microbiota has a normal flora, with
microorganisms considered “normal”, however,
several studies have been showing that this
microbiota can be influenced by the adopted diet
and, consequently, can cause health problems or
even aggravate problems that already exist. Despite
the discrepancies in the various studies presented,
there isindeed a very complex link between the diet
and the intestinal microbiota. Vegan and vegetarian
diets have a lot of similarities between them, and,
although they are known to bring benefits, the
microorganisms developed in the microbiota, due
to their ingestion, are not yet fully consistent. On
the other hand, in general, individuals who adopt
a Western diet present in the composition of their
intestinal microbiota, microorganisms harmful to
intestinal health, which end up aggravating pre-
existing pathologies and even cooperating in the
development of other pathologies. In the case of
the Mediterranean diet, which is characterized by
being the healthiest and most balanced diet, at all
levels, it not only bets on a strict diet, but defends
the adoption of a healthy lifestyle at all levels and,
therefore, contributes to the reduction of very
common diseases, such as inflammatory bowel
diseases, chronic diseases, cardiovascular diseases
and diabetes.

Keywords

Diet (G07.203), mediterranean diet
(G07.203.650.240.270), vegetarian diet
(G07.203.650.240.300), western diet
(G07.203.650.240.310), intestinal microbial flora
(G06.591.375).



Introducao

A dieta é caracterizada por um regime alimentar
que corresponde as necessidades de cada individuo.
Existem diversos tipos, que incluem tanto alimentos
como regimes alimentares diferentes e, apesar desta
diversidade, este trabalho incide essencialmente nas
dietasvegan, vegetariana, mediterranica e ocidental.
Os alimentos ingeridos e o valor nutricional em cada
uma delas, apresentam algumas discrepancias,
como vaiser possivel verificar adiante, o que permite
comparar aspetos diferentes, no que diz respeito
a influéncia na flora intestinal. (David et al., 2014;
Singh et al,, 2017).

A microbiota Humana caracteriza-se pelos diversos
microrganismos que habitam no corpo Humano. No
intestino estdo presentes triliGes de microrganismos
comensais, ndo sé bactérias, mas também virus,
protozoarios e fungos, que sdo essenciais ao bom
funcionamento intestinal, e que estdo sujeitos a
alteracdes ao longo do tempo. (Derovs, Laivacuma
e Krumina, 2019).

A microbiota intestinal apresenta uma elevada
importancia, para além das diversas funcdes que
desempenha, sdo os microrganismos comensais do
intestino os principais responsaveis pela formacdo de
uma “barreira”, que impede o alojamento de outros
considerados patogénicos. Esta é estabelecida,
inicialmente pelos microrganismos em maior
abundancia que se instalam nos recetores da mucosa
intestinal e inibem a invasdo de microrganismos
patogénicos. Ocorre ainda a libertacdo de
substancias bacteriostaticas e microbicidas, que
atuam no mesmo sentido diminuindo o crescimento
de microrganismos patogénicos. E numa fase mais
avancada ocorre, por parte dos microrganismos, a
disputa pelos nutrientes, vitaminas e pelos fatores
de crescimento, levando ao estabelecimento da
“barreira”. Para além da dieta, da idade e do sexo de
cada individuo serem os fatores mais evidentes na
influéncia da flora microbianaintestinal, é necessario
ter em atencdo outros aspetos, como o facto dos
alimentos percorrerem diferentes compartimentos
do trato gastrointestinal, que, evidentemente,
apresentam uma flora microbiana diferente em
cada um deles e contribuindo para alteracdes da
flora. Assim, a possibilidade de a dieta alterar a
flora intestinal pode ainda desencadear ou agravar
diversas patologias associadas. (Zimmer et al,, 2012).
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A identificacdo da flora microbiana intestinal é um
processo complexo, podendo recorrer-se a cultura
das fezes, que apesar de ser o processo mais simples
e menos dispendioso, ndo permite resultados
fidedignos em relacdo ao padrdo encontrado na
flora intestinal. Sdo necessadrios métodos mais
detalhados, que sé sdo possiveis através de técnicas
de PCR e FISH, o que torna este processo bastante
dispendioso. O método selecionado pelos diferentes
estudos apresentados adiante, pode inclusivamente
influenciar os resultados que os mesmos obtiveram.
(Derovs, Laivacuma e Krumina, 2019).

Objetivos

Estabelecer a relacdo entre os diferentes tipos de
dietas e as alteracbes da flora microbiana intestinal.
Avaliar as consequéncias das diferentes dietas na
salde intestinal e holistica do Ser Humano.

Metodologia

Para a realizacdo deste trabalho foi efetuada uma
pesquisa sobre as dietas e a influéncia das mesmas
na flora microbiana intestinal, nas bases de dados
PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) e B-on
(https://www.b-on.pt/), através de palavras chave
em portugués e inglés. As palavras chaves utilizadas
foram dieta, dieta mediterranica, dieta vegetariana,
dieta ocidental e flora microbiana intestinal, com a
utilizacdo de descritores booleanos. As informacoes
relativas as especificacdes de cada dieta foram
recolhidas com base em informacdes da American
dietetic association (https://www.diet.com/).

Todos os artigos cientificos foram considerados
para esta andlise, tanto de revisdo bibliografica,
como artigos originais e estudos clinicos. Dos artigos
selecionados foram lidos os respetivos resumos,
de forma a avaliar o seu enquadramento no
trabalho e os artigos que ndo estavam diretamente
relacionados com o tema, foram excluidos.

Os artigos selecionados para o trabalho estdo
compreendidosentre 1973 e2019. Artigos adicionais
foram identificados através das referéncias dos
artigos selecionados.




Desenvolvimento

Dieta

Uma dieta considerada equilibrada, deve conter
diferentes alimentos dos varios grupos da conhecida
roda dos alimentos e tem como objetivo fornecer
ao organismo toda a energia e nutrientes que ele
necessita. No entanto existem diversos fatores que
podem influenciar a dieta adotada por cada um,
como por exemplo, associados as crencas religiosas,
ao estilo de vida, a localizacdo geogréfica, a fatores
econémicos e até culturais. (Couceiro, Slywitch e
Lenz, 2008).

A dieta vegetariana, no geral, restringe alimentos
Como a carne e o peixe, no entanto, podem ser
adicionados alguns derivados e, consoante os
mesmos, pode ser atribuida uma designacdo
diferente. Assim, os ovolactovegetarianos, incluem
o consumo de ovos, leites e outros lacticinios, tal
como os lacto-vegetarianos que apesar de ndo
incluirem os ovos, incluem o leite e outros lacticinios.
Além destas derivaces do vegetarianismo, existem
outras, ndo tdo abordadas, mas que podem ser
também considerados estilos de vida como é o caso
dos frutarianos, que apenas incluem alimentos como
a fruta, as sementes e outros frutos provenientes de
plantas, mas que sejam colhidos sem prejudicar a
mesma e os flexitaristas, que, em ocasides especiais,
sdo flexiveis ao consumo de carne e peixe. A dieta
vegan, é também uma dieta vegetariana e exclui
todos os produtos de origem animal, os lacticinios
e os derivados, ndo sé da alimentacdo, mas também
do vestuario e outros consumiveis. A adocdo deste
tipo de dieta tem sido cada vez maior e os beneficios
que esta pode ter em relacdo a outras patologias,
como por exemplo as doencas cardiovasculares, a
pressdo arterial e a diabetes, parece ter influéncia
na adesdo. No entanto é necessério ter em atencdo
que este tipo de dietas ndo comportam o consumo
de carne, peixe e por vezes ovos e lacticinios, pelo
que os nutrientes que estes fornecem necessitam
de ser assegurados por outros alimentos, o que nem
sempre acontece. (Couceiro, Slywitch e Lenz, 2008;
Phillips, 2005).

A dieta mediterranica tem como base alimentos
tipicos de paises junto ao mediterraneo e, por
isso, podem existir diferentes tipos, consoante
as religides, as culturas e até a economia das

ANO I, VOL VI, N°2. NOVEMBRO 2021.P31-40

diferentes regides do mediterrdneo. Apesar das
possiveis discrepancias, este estilo de vida incide
essencialmente em produtos regionais e sazonais
aliados a uma atividade fisica regular e com o devido
descanso, assim, o principal objetivo é potenciar o
bem-estar fisico, social e mental. A principal aposta
deste tipo de alimentacdo é o consumo de fruta,
legumes, leguminosas e cereais, enquanto que
os produtos lacteos, apenas estdo presentes em
consumo moderado e a principal gordura utilizada
é 0 azeite. J4 em relacdo a peixes, carnes brancas
e ovos, apresentam um consumo mais reduzido.
Com este padrdo alimental sugerido pela dieta
mediterrdnica, é possivel obter os nutrientes
essenciais, a fibra e as vitaminas ingeridas através
dos cereais, leguminosas, da fruta e legumes; o
cdlcio e o fésforo dos lacticinios e ainda a proteina
presente na carne branca. (Associacdo Portuguesa
dos Nutricionistas, [s.d.]; Del Chierico et al., 2014; Jin
et al, 2019).

A dieta ocidental, com origem nos paises ocidentais,
como o proprio nome indica, tem sido alvo de
varias mudancas ao longo dos anos. Os alimentos
sofreram uma industrializacdo ao longo do tempo
e, consequentemente, a complexidade dos mesmos
diminuiu, os produtos refinados comecaram a
estar cada vez mais presentes na alimentacdo e a
baixa qualidade dos alimentos diminuiu o custo
dos mesmos. No entanto, todas estas alteracoes,
tornaram este tipo de dieta mais prejudicial, ndo
sé a salde humana, mas também ambiental. Esta
alimentacdo inclui essencialmente protefna animal,
a maioria das vezes processada, a semelhanca da
grande parte dos alimentos ingeridos e constitui-se
como uma dieta com elevado consumo de aclcar e
gorduras (trans e saturadas). Os legumes, a fruta,
assim como 0s graos integrais, sdo produtos que
ndo sdo privilegiados neste tipo de dieta. (Singh et
al, 2017).

Flora intestinal humana

A flora intestinal normal engloba diferentes
microrganismos, ndo sé bactérias, mas também
fungos, virus, entre outros, todos eles importantes
para manter o equilibrio e a integridade do epitélio
intestinal. Assim, a flora normal apresenta uma série
de funcdes essenciais, dentro das quais, a capacidade



de digerir substratos passiveis de metabolizacao,
neste caso, o trato gastrointestinal superiore o célon
sdo as principais fontes de nutrientes e fornecem
substratos como os aclcares, os lipidos, as fibras, as
proteinas, as mucinas e o colesterol, que sdo entdo
metabolizados. A resisténcia a microrganismos
patogénicos é essencial, na medida em que atua
diretamente de forma a impedir a colonizacdo
dos mesmos no intestino, estabelecendo uma
“barreira”. Um dos mecanismos utilizados pela flora
normal é a producdo de substdncias inibitérias,
como as bacteriocinas, que tém capacidade de inibir
tanto bactérias gram positivas como negativas e
consequentemente manter a incorruptibilidade do
epitélio. Os microrganismos comensais do intestino
tém também a capacidade de produzir vitaminas,
como a B12 e a riboflavina e ainda transformam
outras, de forma a serem absorvidas no célon,
como a biotina e a piridoxina. A flora intestinal
tem a capacidade de estimular a producdo de
mucinas, que se encontram no lGmen e atuam
como lubrificante, controlam a absorcdo de 4gua
e eletrélitos e colaboram na fixacdo de bactérias,
assim como protegem a mucosa de lesdes. No que
diz respeito ao sistema imunoldgico, as células GALT
sofrem estimulacdo e tém capacidade para maturar
osistema linfoide ligado ao intestino induzindo a sua
acao na presenca de uma flora normal. A maturacdo
e renovacao das células epiteliais do célon é ativada.
Para além de todas as funcbes abordadas, existe
uma que ndo estd ainda claramente estudada, mas

que pode adicionar-se as anteriores - incentivar
o peristaltismo do intestino e regular o tréansito
intestinal. (Eckburg, 2005; Gubert et al, 2020;
McFarland, 2000; Simon e Gorbach, 1986).

A microbiota intestinal comeca a desenvolver-se
desde o momento em que nascemos e, logo ai, pode
ser influenciada pela forma como ocorre o parto,
sendo expectdvel que num parto normal exista
maior exposicdo a diferentes microrganismos e,
por isso uma maior resisténcia a infecoes. Aos dois
anos de idade j& é esperado que a crianca apresente
uma microbiota intestinal idéntica a de um adulto.
No entanto, existem outros fatores que podem
influenciar a flora, ao longo do tempo, uma vez que
esta ndo é estanque ao longo da vida. Estes fatores
sdo entdo a localizacdo geogréfica, aidade, situacbes
de stress, a administracdo de antibiéticos e a dieta,
que é o principal foco deste estudo. (McFarland,
2000)

Os microrganismos presentes numa flora
intestinal normal sdo, maioritariamente,
Firmicutes e Bacteroides em primeiro lugar e em
segundo a Actinobacteria e a Verrucomicrobia. No
entanto consoante a cavidade corporal, estes
microrganismos podem sofrer algumas alteracoes,
como é possivel observar na figura 1, onde estdo
descritos mais ao pormenor, em cada 6érgao do
aparelho gastrointestinal.  (Jandhyala, 2015)

Figura 1 - Flora gastrointestinal normal. Adaptada de: Jandhyala, 2015.

Esofago pH
<4
Bacteroides, Gemella,
Megasphaera, Pseudomonas,
Prevotella, Rothia sps.,
Streptococcus, Veillonella

Colon pH
5-5.7
Bacteroides, Clostridium,

Prevotella, Porphyromonas,

Eubacterium, Ruminococcus,
Streptococcus, Enterobacterium,

Enterococcus, Lactobadillus,
Peptostreptococcus, Fusobacteria

CecopH 5.7

Lachnaspira, Roseburia,
Butyrivibrio, Ruminococcus,
Fecalibacterium, Fusobacteria
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Estémago pH 2

Streptococcus, Lactobacillus,
Prevotella, Enterococcus,
Helicobacter pylori

Intestino
Delgado pH 5-7
Bacteroides, Clostridium,
Streptococcus, Lactobacillus,
i3, Enterococcus
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Dados recolhidos
Diversos estudos tém sido realizados ao longo do
tempo, de forma a comprovar a influéncia da dieta
na flora microbiana intestinal, as tabelas seguintes
demonstram alguns desses estudos, compreendidos
entre 1973 e 2015.

Os estudos apresentados foram realizados por
diferentes autores, em diferentes paises e em
condicbes também elas dispares, como é o caso
do nUimero de participantes e o controlo que é
realizado aos mesmos, no sentido de cumprirem a
dieta estipulada.

Tabela 1 - Flora microbiana intestinal na dieta vegan e vegetariana.

Dieta Numero Idades | Ano | Local Flora microbiana Referéncias
de participantes intestinal
Vegan 20 2-63 2014 | Eslovénia 1 Bacteroides (Matijasic¢ et al., 2014)
1 Prevotella
105 22-85 2008 | Alemanha | Bifidobacteria (Zimmer et al,, 2012)
| Bacteroides
| Enterobacteriaceae
| Escherichia coli
12 20-27 1987 | American | Lactobacilli (Faassen, van et al., 1987)
Society for | Enterococci
Clinical
Nutrition
Vegetariana 11 30-67 2014 | Eslovénia 1 Bacteroides (Matijasi¢ et al., 2014)
1 Prevotella
144 23-93 2008 | Alemanha | Bifidobacteria (Zimmer et al., 2012)
O | Bacteroides
cn | Escherichia coli
NE NE 1973 | india, Uganda, 1 Enterococci (Drasar et al.,, 1973)
Japao 1 Lactobacilli

*NE: Ndo se encontra explicito.

Tabela 2 - Flora microbiana intestinal na dieta ocidental.

Dieta Numero Idades | Ano | Local Flora microbiana Referéncias
de participantes intestinal
Ocidental 108 NE 2011 | American (Wu etal,2011)
Association for
de Advancement
of Science. | Bifidobacteria
8 30-50 1975 | Naylor Dana | Lactobacillus (Reddy, Weisburger e
Institute for Disease | Eubacteria Wynder, 1975)
Prevention, 1 Bacteroides
The American Health 1 Enterobacteria
Foundation, New York.
NE NE 1973 | Uganda, Inglaterra, (Drasar et al,, 1973)
Escécia, USA.

*NE: Ndo se encontra explicito.
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Tabela 3 - Flora microbiana intestinal na dieta mediterranica.

Dieta Numero Idades | Ano | Local Flora microbiana Referéncias
de participantes intestinal
Mediterranica 51 NE 2015 | Itélia. (De Filippis et al,, 2016)
1 Bifidobacteria
1 Lactobacilli
1 Eubacteria
1 Bacteroides
1 Prevotella
1 Roseburia
NE NE 2014 | Asia Pacific Journal 1 Enterococcus (Patricia Lopez-Legarrea
of Clinical Nutrition. | Clostridium etal,2014)
NE NE 2014 | International Journal (Del Chierico et al., 2014)
of Molecular Sciences.

*NE: Ndo se encontra explicito.

Discussao

Os dados apresentados sdo referentes a diferentes
estudos, no entanto, podemos dividi-los em trés
grandes grupos, as dietas vegan/vegetariana, a
dieta ocidental e a dieta mediterranica, apesar das
diferencas observadas nos artigos, fruto de vdrias
influéncias como o controlo rigoroso da alimentacao
de cada participante.

A dieta vegan estd diretamente ligada a dieta
vegetariana, visto que se trata de uma variante da
dieta vegetariana, assim como tantas outras e, daf
a relacdo estabelecida entre as duas. E possivel
verificar que a flora microbiana intestinal referente
a estas dietas apresenta bastantes semelhancas.
Matijasi¢ et al. estabeleceu uma comparacao entre
vegans, vegetarianos e omnivoros e apresentou
resultados muito semelhantes tanto na dieta vegan
como navegetariana, em comparacdo comuma dieta
omnivora. De forma mais significativa, revelou um
aumento de Bacteroides e Prevotella tanto na dieta
vegan como na vegetariana. Outro aspeto a salientar
€ o registo da diminuicdo do Clostridium (cluster
XIVa), em comparacdo com os omnivoros. Facto que
também estd de acordo com um estudo realizado
por Kabeerdoss et al, na india e com Liszt et al,
que apesar de assumir um aumento de Bacteroides,
assume que as diferencas ndo sdo significativas
no que diz respeito ao Clostridium (cluster XIVa).
Zimmer et al. apresentou um estudo mais detalhado
em que para além dos individuos presentes no
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estudo, foram selecionados aleatoriamente, mas
com caracteristicas especificas, um maior nimero
de individuos, de forma a avaliar a flora normal de
individuos vegans/vegetarianos, constituindo-os
como um grupo de controlo. Posteriormente foram
comparados esses mesmos grupos e concluiu-se que
as diferencas mais significativas, tanto em individuos
vegans como vegetarianos, eram a diminuicdo de
microrganismos como Bacteroides, Bifidobacterium,
E. colie Enterobacter, ja os restantes microrganismos
analisados ndo apresentam diferencas significativas.
Para além desta comparacdo, um segundo grupo de
controlo foi estabelecido, mas com uma diminuicdo
significativadevoluntdrios.Estegrupoeraconstituido
por individuos que ndo mantinham uma dieta vegan
ou vegetariana. No caso da dieta vegetariana,
as diferencas assentaram essencialmente na
diminuicdo dos Bacteroides, da Bifidobacterium e da
E. coli, ja na dieta vegan, a diferenca mais notavel
foi na diminuicdo da Bifidobacterium. Apesar das
diferencas descritas com os grupos de controlo em
estudo, sequndo Zimmer et al, as discrepancias
que existiam entre veganos e vegetarianos eram
pouco significativas entre si. Assim, como é possivel
observar o estudo desenvolvido por Zimmer et al.
entrou em contradicdo com o estudo desenvolvido
posteriormente por Matijasi¢ et al,, pelo menos no
que diz respeito aos Bacteroides.

Outro estudo realizado por Wu et al, em 2014,
comparou individuos com uma dieta vegan e
individuos com uma dieta omnivora e as diferencas
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encontradas foram bastante ténues, enquanto que
Zimmer et al.relatou diferencas bastante relevantes,
como jd foi referido anteriormente. Estudos
anteriores incidiram o seu foco em microrganismos
diferentes dos que foram referidos, talvez por
serem os mais relevantes. Assim, Van Faassen et
al, em 1987, num estudo bastante reduzido e
onde os individuos ndo tinham um estilo de vida
baseado numa dieta vegetariana ou vegan, e, por
isso, foi necessdrio um periodo de adaptacdo. Os
voluntdrios passaram por uma dieta mista durante
oito dias e posteriormente foram sujeitos a dieta
vegetariana durante vinte dias e de seguida a dieta
vegan durante o mesmo perfodo. E expectavel que
os resultados ndo sejam idénticos aos individuos
praticantes de uma dieta especifica num periodo
mais alargado. Posto isto, os resultados mais
relevantes foram obtidos na dieta vegan, com
uma diminuicdo dos microrganismos Lactobacilli e
Enterococci em relacdo a dieta vegetariana e mista.
Por outro lado, um estudo mais antigo, desenvolvido
por Drasar et al, aparentemente contraria estes
resultados, no entanto é de salientar que, neste
caso, a dieta vegetariana foi comparada com a dieta
ocidental e, por isso, pode suscitar algumas ddvidas.
Neste estudo, as diferencas ndo sdo tdo acentuadas,
mas realmente hd um aumento de Lactobacilli
e Enterococci em relacdo a dieta ocidental. E
de salientar também que ndo sdo referidas as
caracteristicas mais especificas dos voluntarios
participantes neste estudo, assim como o tempo a
que foram sujeitos a dieta e em que condicoes, pelo
que dificulta comparar estes resultados com os ja
referidos. (Drasar et al., 1973; Faassen, van et al,
1987; Liszt et al., 2009; Matijasi¢ et al., 2014; Wu et
al, 2011; Zimmer et al, 2012)

Wu et al. contribuiu, ndo sé para a descoberta
da flora microbiana da dieta ocidental, como
concordou também com Matijasi¢ et al, no estudo
das dietas vegan e vegetariana, uma vez que
associou a presenca de microrganismos Prevotella
as dietas ricas em hidratos de carbono e pobres em
carne. Em relacdo a flora microbiana presente na
dieta ocidental, retratada na tabela 2, ndo existem
tantas contradicdes como nas anteriores. Varios
estudos apontam para os maleficios deste tipo de
dieta, ndo sé na flora microbiana intestinal, como
na satde em geral. Na tabela 2 estdo representados
os resultados de alguns estudos, onde se observa
a diminuicdo de microrganismos benéficos para
a saude, tais como Bifidobacteria, Eubacteria e
Lactobacillus. Este facto apoia as consequéncias
que a dieta ocidental pode acarretar para a salde
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Humana. De Filippo et al., concordou parcialmente
com os autores referidos na tabela 2, pois revelou
o0 aumento de Enterobacteria e ainda a presenca
de Firmicutes, que apesar de algumas espécies
serem benéficas, como por exemplo o Clostridium,
outras podem ser responsaveis por desencadear um
processo inflamatério. Outro estudo, realizado por
Lecomte et al, com uma incidéncia diferente dos
anteriores, neste caso, realizado em ratos, também
concordou com os resultados anteriores. Assim, 0s
ratos que ingeriram uma dieta a base de gorduras,
obtiveram uma predomindncia de Bacteroides
e Enterobacteria, j& os Lactobacillus reduziram
substancialmente. De um modo geral, uma ingestao
em excesso de gorduras, estd associado ndo sé a um
aumento de Bacteroides, mas também ao aumento
da diversidade de diferentes microrganismos na
flora intestinal. (De Filippo et al, 2010; Lecomte et
al,, 2015; Matijasi¢ et al, 2014; Wu et al, 2011)

A dieta mediterranica é sem dulvida a dieta mais
equilibrada em comparacdo com as referidas
anteriormente. Este tipo de dieta estimula os
microrganismos benéficos que potenciam a
salde sistémica do nosso organismo, podendo
ser essenciais na reducdo do risco das doencas
cardiovasculares, no controlo da diabetes tipo I
e ainda no tratamento/controlo da obesidade.
Em concordancia com os estudos referidos na
tabela 3, Ley et al, em 2006, demonstrou que
uma dieta mediterranica equilibrada conforme
referido no capitulo 4.1, aumenta a proporcdo de
microrganismos benignos como  Bifidobacteria,
Enterococcus, Bacteroides, Prevotella. Para além
disso, este tipo de dieta tem a capacidade de
reduzir espécies patogénicas, como é o caso do
Clostridium perfringens. Outro estudo realizado por
De Filippo et al., em 2013, onde foram comparadas
criancas do Burkina Faso, que consumiam uma
dieta rica em plantas e fibras e criancas europeias,
que consumiam uma dieta a base de gordura (dieta
ocidental), concordou também com os resultados
anteriores. O presente estudo demonstrou uma
menor abunddancia de Firmicutes e um aumento de
Bacteroides, nas criancas do Burkina Faso, enquanto
que as criancas europeias apresentaram uma
predominancia de Enterobacteria. (De Filippo et al.,
2010; Ley et al, 2006; Power et al, 2014)

De modo geral, uma vez que existem alguns estudos
pouco concordantes, é possivel deduzir que as dietas
ricas em vegetais e fibras, como é o caso das dietas
vegan, vegetariana e mediterrdnica, potenciam o
aumento dos filos Bacteriodetes e Actinobacteria



(por exemplo, Bifidobacterium spp.) e diminuem
os Firmicutes. Dai um dos maiores beneficios das
dietas referidas, uma vez que as Bifidobacteria e
0s Bacteroides sao capazes de metabolizar o 4cido
araquiddnico, um 4cido gordo fundamental. Através
deste processo sdo produzidos prostaglandinas e
leucotrienos, que conseguem modular a resposta
imune e atuar no combate de doencas infeciosas. O
acetato, produzido pelas bactérias Bifidobacterium,
também contribui para a prevencdo do “ataque” de
microrganismos como a E.coli. O contrdrio acontece
na dieta ocidental, rica em gordura e proteina
animal, em que os Firmicutes prevalecem e estdo
diretamente relacionados com casos de obesidade.
Isto acontece devido ao facto dos SCFA's, que
sdo o resultado da fermentacdo dos hidratos de
carbono e que se encontram preferencialmente
nas dietas vegan, vegetariana e mediterranica,
atuarem diretamente na diminuicdo do pH do limen
intestinal. Consequentemente a esta diminuicdo
do pH, o desenvolvimento de microrganismos
considerados patogénicos, como a E.coli e as
Enterobactérias, é inibido. Em paralelo ocorre o
crescimento de microrganismos favoraveis ndo sé
a saude intestinal, mas também na salde em geral.
Nas dietas em que ocorre uma maior ingestdo de
proteina animal, como é o caso da dieta ocidental,
naturalmente, o pH intestinal aumenta, devido a
acdo das bactérias putrefativas proteoliticas.

Conclusao

Ao longo do trabalho foi possivel perceber,
que, na realidade, a dieta pode apresentar
um grande impacto na microbiota intestinal e
consequentemente na salde em geral. Assim,
através de uma dieta saudavel, todo o nosso
organismo pode beneficiar, dependendo dos
microrganismos presentes, principalmente ao nivel
da imunidade. Alguns microrganismos intestinais
apresentam um papel bastante importante em
determinadas doencas como a obesidade, o autismo
e os transtornos de humor.

Como foi possivel verificar, nem todos os estudos
estdo de acordo e mesmo que ainda sejam
necessarios muitos mais contributos, de forma a
entender verdadeiramente as consequéncias de
cada dieta, existem também algumas limitacdes que
podem estar na causa das discrepancias abordadas.
O facto dos estudos microbioldgicos realizados, na
sua maioria, apenas conseguirem avaliar uma parte
da microbiota intestinal e a questdo se a microbiota

ANO I, VOL VI, N°2. NOVEMBRO 2021.P31-40

fecal, espelha a microbiota ao longo do trato
gastrointestinal. Outro fatorimportante consiste nas
dietas mistas, ou seja, os individuos sdo submetidos
a dietas teste e ndo permanecem na mesma dieta
a longo prazo, o que provoca uma maior alteracdo
da flora intestinal e, consequentemente, influencia
o objetivo dos estudos.

Em geral, as dietas vegan, vegetariana e
mediterrdnica estdo associadas a producdo de
microrganismos benéficos, como é o caso dos
Lactobacillus e Bifidobacteria que tém a capacidade
de diminuir a inflamacdo sistémica, microrganismos
esses que se encontram diminuidos no caso da dieta
ocidental. Assim, as dietas mais vantajosas para a
microbiota intestinal sdo as dietas a base de fibras e
vegetais, principalmente a dieta mediterranica, que é
consideradaumadieta maisequilibrada, comparando
com o vegetarianismo, que pode ser carente
em alguns nutrientes essenciais. Isto acontece
porque a dieta mediterranica se caracteriza por um
aumento de microrganismos benéficos, como as
Bacteriodetes e as Actinobacteria e pela diminuicdo
de bactérias prejudiciais como os Firmicutes, uma
vez que as Bacteriodetes conseguem degradar
e fermentar os polissacarideos, a proporcdo de
Bacteriodetes aumenta em relacdo aos Firmicutes.
Em relacdo a dieta ocidental, frequentemente
relacionada com casos de obesidade e onde os
microrganismoscom propriedadesanti-inflamatérias
estdo claramente em baixas quantidades, existe
uma maior propensdo para a presenca de situacoes
inflamatoérias. Para além disso, individuos que
consomem este tipo de dieta, apresentam uma
maior resisténcia a insulina. Assim, o conjunto destes
factos, aumenta a predisposicdo dos individuos a
distdrbios metabdlicos e imunoldgicos.

Comoépossivelperceberaolongodotrabalho, existe
ainda bastante controvérsia em relacdo ao tema da
influéncia da dieta na flora microbiana intestinal
e, por isso, ha bastantes pontos que necessitam
de uma investigacdo mais profunda e controlada,
devido as limitacbes anteriormente referidas. A
influéncia da dieta na flora microbiana, depende dos
metabolitos microbianos, que consequentemente
manipulam a composicdo da microbiota intestinal
através da alteracdo do pH, que pode ser controlado
pelos habitos alimentares adotados, sempre tendo
em atencdo que, quanto mais benéficos forem os
habitos alimentares maiores os beneficios para a
salde intestinal e em geral do hospedeiro.
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Resumo

Introducao

A lavagem broncoalveolar é uma técnica aceite
como meio complementar de diagndstico em varias
patologias do pulmdo. Nas Ultimas trés décadas,
vérios trabalhos confirmaram que ela reflete a
celularidade existente no alvéolo e no intersticio.

Objetivos

A fim de compreender melhor a composicdo
dos diferentes perfis celulares, que podem ser
encontrados no lavado broncoalveolar e tentar
apurar o interesse preditivo deste teste, na evolucdo
e prognostico das doencas do intersticio pulmonar,
foram estudadas varias doencas tais como a
sarcoidose, a pneumonia, a fibrose pulmonar, a
tuberculose, a alveolite, as neoplasias e o lUpus
eritematoso  sistémico.

Material e Métodos

Foi efetuada a determinacdo do nimero de células/
mL,da%delinfécitos,dadeterminacdodarazao CD4/
CD8 e da observacdo da morfologia celular, durante
o perfodo compreendido entre Marco de 2010 e
Marco de 2011. A determinacao dos perfis celulares
e a observacdo da morfologia foram executados em
citoesfregacoscoradoscomacoloracdode Leishman.
A razdo entre as subpopulacoes linfocitarias CD4/
CDS8 foi determinada por citometria de fluxo.

Resultados

Nos doentes com sarcoidose encontraram-
se diferencas estatisticamente  significativas
relativamente ao nimero de células encontrados
no lavado broncoalveolar (296,4x108/mL) e n°
de leucécitos no sangue periférico (7,8x10%/mL)
quando comparados com os valores de referéncia.
As patologias que recorreram ao estudo do lavado
broncoalveolar, apresentaram todas um aumento do
n° de células, sendo a pneumonia a que apresentou
o valor mais elevado (830x10¢/mL). A % de linfécitos
(20,4%) e a razdo CD4/CD8 (6,9) encontradas
no grupo com diagndstico de sarcoidose foram
superiores aos valores normais (respetivamente
9,4% e 1,7). A fibrose pulmonar apresentou uma
razdo CD4/CD8 (0,8) inferior ao normal (6,9),
com p=0,002. Discussdao/Conclusdo: Quando
interpretado no contexto clinico e radiolégico e
associado a outros exames complementares de
diagnéstico, o lavado broncoalveolar, acompanhado
da correta informacdo clinica e dos dados
fornecidos pela citometria de fluxo e pela analise
morfoldgica, fornece uma informacado valiosa para
o estabelecimento do diagndstico das doencas do
intersticio pulmonar.

Palavras-chave

Lavagem broncoalveolar. [E05.927.100]; Citometria
de fluxo. [E05.200.500.386.350]; Contagem de
células. [E01.370.225.500.195];
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Abstract

Introduction

Bronchoalveolar lavage is a technique accepted as
a complementary diagnostic in various diseases of
the lung. In the last four decades, several studies
confirmed that reflects the existing cellularity in
alveolar and interstitial area.

Objectives

In order to better understand the composition
of the different cellular profiles that can be
found in bronchoalveolar lavage and to try to
establish the predictive interest of this test in
the evolution and prognosis of interstitial lung
diseases, several diseases were studied, such
as sarcoidosis, pneumonia, pulmonary fibrosis,
tuberculosis, alveolitis, neoplasms and systemic
lupus  erythematosus.

Methods

Was performed the determination of the number
of cells /ml, % of lymphocytes, determination of
the CD4/CD8 ratio and the observation of cell
morphology. The determination of cell profiles and
observation of the morphology were performed
on cytospin smear stained with Leishman stain. The
ratio between the CD4/CD8 lymphocyte populations
was determined by flow cytometry.

Results

The pathologies studied showed an increase in the
number of cells, pneumonia being the one with the
highest value (830x106/mL). In the group of patients
with sarcoidosis, statistically significant differences
were found regarding the number of cells found
in the bronchoalveolar lavage (296,4x106/mL) and
the number of leukocytes in the peripheral blood
(7,8x106/mL) when compared to the reference
values. The % of lymphocytes (20,4%) and the CD4/
CD8 ratio (6.9) found in the group with sarcoidosis
were higher than the normal values (9,4% and 1.7).
Pulmonary fibrosis had a CD4/CD8 ratio (0.8) lower
than normal (6.9), with p=0.002.

Discussion/Conclusions

When interpreted in the clinical and radiological
context and associated with other diagnostic
exams, bronchoalveolar lavage, accompanied by the
correct clinical information and data provided by
flow cytometry and morphological analysis provides
valuable information for establishing the diagnosis
of interstitial lung diseases.

Keywords

Bronchoalveolar lavage. [E05.927.100]; Flow
Cytometry. [E05.200.500.386.350]; Cell Count.
[E01.370.225.500.195];



Introducao

A anélise do lavado broncoalveolar (LBA) comecou
por ser desenvolvida como técnica de investigacao,
mas atualmente consiste num meio de diagndstico
valioso na recolha e pesquisa de células envolvidas
nos mecanismos celulares e inflamatérios da
patogénese das doencas do intersticio pulmonar
(DIP). Quando em 1967 Shigeto lkeda introduziu
pela primeira vez o uso do broncofibroscépio
flexivel o seu impacto na pratica clinica foi imediato.
Bem tolerado por humanos, este método seguro e
pouco invasivo, permitiu que se realizasse de forma
rotineira a andlise de amostras do pulmao com
instilacdo de pequenas quantidades de solucdo de
lavagem permitindo diferenciar diferentes tipos
de DIP'. A andlise citolégica do LBA possibilita
a investigacdo dos fendémenos imunolégicos e
inflamatérios do trato respiratério de individuos
normais, bem como estabelecer o diagndstico
diferencial das diferentes DIP e ao mesmo tempo
excluir infecoes e malignidade com elevado grau de
confianca?. O objetivo da realizacdo da contagem
diferencial no LBA de um doente com suspeita de
DIP é a identificacdo ou exclusdo de um padrao
celular, cujo predominio de células inflamatérias
especificas estd correlacionado como o aumento
da probabilidade de certos tipos de DIP?. A boa
tolerdncia ao procedimento e a relativa auséncia
de complicacoes sdo fatores que contribuiram
para a expansdo da sua utilizacdo, revelando ser
um método vantajoso, em detrimento de métodos
invasivos como a biépsia pulmonar e em situacoes
em que estas estdo contraindicadas (alteracoes da
coagulacdo)®. Atualmente a andlise citoldgica, em
conjunto com os dados fornecidos pela citometria
de fluxo contribui para o diagnéstico diferencial
das DIP, monitoriza o percurso da doenca, identifica
fatores de progndstico, avalia a eficacia terapéuticae
complementaodiagnésticofeitoporoutrosmétodos
desde que a clinica, os exames imagioldgicos e
funcionais também revelem alteracoes substanciais
e compativeis®’. Com o objetivo de interpretar e
compreender melhor os diferentes perfis celulares
encontrados em patologias que recorrem a anélise
do LBA, estudamos esses perfis para avaliar o seu
interesse preditivo na evolucdo e prognostico das
DIP.
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Métodos

Foi obtido um parecer favordvel pela Comissdo
de Etica do Centro Hospitalar Universitario Lisboa
Norte, E.P.E para publicacdo deste trabalho.

Analise estatistica

A andlise estatistica efetuou-se com o programa
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
para Windows v. 17.0 e foram utilizados os testes de
Wilcoxon e Mann-Whitney.

Rececdo e acondicionamento de amostras

As seringas de LBA foram transportadas em gelo e
rececionadas pelo Servico de Patologia Clinica num
periodo maximo até 2h apds a colheita.

Processamento de amostras para contagens
celulares

O conteldo das seringas foi homogeneizado,
misturado e passado através de 2 gazes esterilizadas
dentro de um funil de vidro, diretamente para uma
proveta graduada. Anotou-se o volume em mL.
Do volume total separou-se uma aliquota para um
tubo de hemograma (2,7 mL aproximadamente)
e procedeu-se a contagem celular total, em
contador hematolégico (Modelo Sysmex XE
2100™), registando-se o nimero de leucdcitos /
mL de LBA recuperado. Em seguida, realizaram-se
dois citoesfregacos identificaram-se as ldminas e
adaptaram-se ao suporte metélico para citofunis.
Pipetaram-se 3 gotas de LBA para o citofunil e foi
efetuada uma citocentrifugacdo a 800 rpm, durante
5 minutos. As células presentes na amostra ficaram
concentradas numa zona circular. Apds secagem
breve, as ldminas foram coradas com corante de
Leishman, durante 1 minuto e em seguida, cobertas
com 4gua tamponada (pH 6,6), durante 10 minutos.
Os resultados da contagem dos diferentes tipos de
células presentes efetuadas num total de 200 foram
expressos em percentagem.

Processamento de amostras para aquisicdo por
citometria de Fluxo

Apds a contagem total e diferencial das células do
LBAhomogeneizou-se o restante volume de amostra
e distribuiu-se por vérios tubos de plastico de fundo
redondo (capacidade 10 mL) que foram tapados e
centrifugados a 1800 rpm, durante 5 minutos. Apds
centrifugacdo decantaram-se os tubos por inversao
fincado s6 o sedimento. Foi adicionado ao primeiro
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tubo cerca de 1 a 2 mL de tampdo de fosfato-
salino (PBS) para ressuspender o pellet obtido,
sendo esta suspensdo transferida para o préximo
tubo, repetindo este procedimento para os tubos
seguintes até chegar ao Ultimo. Centrifugou-se o
Gltimo tubo da suspensdo contendo a totalidade
do material, durante 5 minutos e a 1800 rpm.
Apés centrifugacdo, o sedimento celular obtido foi
novamente ressuspendido em 1 a 2 mL de PBS e
transferiu-se para um tubo de hemograma, ficando
desta forma disponivel para processamento. Com
as repetidas ressuspencoes celulares, estima-se que
ocorra perda de células durante o processamento
(+/- 25%). Foram usados de tubos de plastico para
evitar perda de células, uma vez que a utilizacdo
de material de vidro favorece a adsorcdo das
mesmas a sua superficie 8. O preparador automatico
PrepPlus™ pipetou 10uL do reagente monoclonal
CD45-FITC/CD4- RD1/CD8-ECD/CD3-PC5 para um
tubo de plastico e 10pL de reagente monoclonal
CD45- FITC/CD56-RD1/CD19-ECD/CD3-PC5 para
um segundo tubo de plastico. Em ambos os tubos
foram colocados 100 pL da amostra, previamente
preparada. As amostras foram homogeneizadas no
vértex durante uns segundos, depois colocaram-
se no escuro, durante 15 minutos e a temperatura
ambiente. Apds a incubacdo as amostras foram
introduzidas no preparador automatico TQ
Prep™,onde foram tratadas com o reagente de
lise IMMUNOPREP™) para destruir os eritrécitos,
obtendo-se assim os leucécitos para posterior
andlise por citometria de fluxo. Adquiriram-se
100.000 células de cada suspensdo para analise no
citbmetro. Utilizou-se a solucdo de PBS, por ndo
conter ides de célcio nem de magnésio e minimizar a
agregacao celular®.

Resultados

Patologias analisadas

A informacdo clinica associada aos LBA analisados
permitiu-nos subdividi-los em diferentes grupos,
de acordo com as respetivas patologias: sarcoidose,
suspeita de sarcoidose, patologia do intersticio ndo
definida (PIND), fibrose pulmonar (FP), pneumonia,
tuberculose, alveolite, neoplasias, lipus eritematoso
sistémico (LES), e diversos casos e sem informacao
clinica. O grupo sem informacédo clinica associada
foi o mais representativo (23,77%), da totalidade
dos LBA analisados, seguindo-se o das PIND (19,3%),
o grupo “diversos casos” representado por 18,8%

ANO I, VOL VI, N°2. NOVEMBRO 2021.P41-49

e a sarcoidose (12,6 %). O grupo das neoplasias
(4,4%) incluiu 1 do pulmao, 1 do mediastino e 7 de
origem hematopoiética. No grupo das pneumonias
(3,5%) constavam 2 casos de pneumonia eosinofilia,
1 por adenovirus e 4 adquiridas na comunidade. O
subconjunto “diversos casos”, que incluiu 39 LBA
(18,8%), apresentou informacdo clinica varidvel,
nomeadamente alteracdes imagioldgicas, tosse,
nédulos pulmonares, hipereosinofilia pulmonar,
esclerodermia, conectivite, asbestose, vasculite,

doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e

inciificidneia recniratAria (Fianra 1)
m Sarcoidose

W Suspeita de sarcoidose

M Patologia do intersticio
ndo diferenciada

M Fibrose pulmonar

M Pneumonia

M Tuberculose

M Alveolite

14 Neoplasias

I Lupus eritematoso
sistémico

M Diversos casos

14 Sem informag&o clinica

Figura 1 - Situacdes patoldgicas cujos lavados
broncoalveolares foram analisados.

Para a totalidade dos LBA analisados (n=203) o
valor médio, obtido para a contagem celular foi de
407x10%/mL. Encontraram-se valores médios de
70,3% para os macréfagos alveolares, de 14,7% para
os linfécitos, de 10,2% para os neutréfilos e de 2,4%
para os eosinofilos. Para a razdo CD4/CDS8 foi obtido
um resultado médio de 6,9 (n=68). Como controlo
normal foram usados valores médios de Autores,
que analisaram o LBA de individuos saudaveis,
obtendo-se assim o valor usado como controlo
normal de 116,3x108/mL °'8. Nos LBA estudados
foram analisados os seguintes parametros: volume
(em mL), contagens totais de leucdcitos, contagens
diferenciais de linfécitos e determinacdo da razao
CD4/CDS8.

Volume recuperado e células/mL obtidas

Foi observada uma grande variacdo nos volumes
de LBA rececionados no laboratério (de 0,5 a 100
mL). Observou-se que quanto maior o volume
recuperado, mais elevada foi a contagem do nimero
de células/mL (r =0,307) (Tabela 1).



Tabela 1 - Contagem do ndmero de leucécitos
x10¢/mL e volume de lavado broncoalveolar
recuperado (mL)

Volume Numero de Valor médio do
recuperado amostras d n° de células
no LBA mL LBA x10¢/ mL (LBA)
0-20 42 250,45

21-40 57 304,96

41-60 49 428,75

61-80 26 444,30

81-100 3 781,00

Total 177

Contagens celulares

Em todas patologias estudadas com N<10

(pneumonia, neoplasias, tuberculose, alveolite e
LES) foi observado um valor médio do n° de células
obtidas no LBA superior ao valor normal encontrado
na literatura (X =116,3x10° células/mL). Os valores
obtidos para o n° de células totais foi de 830x10°¢/
mL para os pacientes com pneumonia (n=6) e
as neoplasias (n=9) apresentaram o valor médio
de 247,3x10° células/mL. Nos esfregacos destes
pacientes, por vezes e ocasionalmente foram
observadas células neoplésicas no LBA (Figura 2).

Figura 2 - Lavado broncoalveolar com presenca
de ninhos de células com morfologia sugestiva de
células neoplasicas. Ampliacdo de 400x (esquerda) e
de 1000x (direita). Coloracdo de Leishman.

As contagens das células totais foram de 362,3
x10¢/mL para o grupo com tuberculose (N=3), de
352,3 x10%/mL para o grupo com alveolite (n=4) e
de 802,3 x10%/mL para o grupo com LES (N=3). Para
as pneumonias, neoplasias, tuberculoses, alveolite e
LES ndo se observaram diferencas estatisticamente
significativas quando os respetivos resultados
foram comparados com os controlos normais. Na
analise da morfologia de alguns esfregacos de DIP
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foram, eventualmente, observados linfécitos com
chanfradura nuclear (figura 3) compativeis com
achados encontrados em LBA de doentes com
pneumonite de hipersensibilidade™.

Figura 3 - Linfécitos com dismorfia do nicleo
( +—) (celularidade total: 189 x105/mL).
Coloracao de Leishman.

Nas patologias com nimero de casos estudados
superior a 10 ocorreu sempre o aumento do n° de
células/mL de LBA. O grupo Sarcoidose incluiu 26
amostras de sarcoidose com diagnéstico confirmado
e 13 amostras com diagnostico aguardando a
confirmacdo (N=39).Neste grupo, ovalor médiodon®
de células/mL foide 297,4x10%/mL e o dos controlos
normais foi de 116,3x10¢/mL. Foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre
os pacientes e os controlos normais (p <0,001). Os
doentes com PIND (N=40) apresentaram um valor
médio de 343,9 x10¢/mL para a contagem celular e
na FP (N=14) o valor encontrado foi de 421,5 x10%/
mL. Nestas situa¢des estudadas foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre
0s grupos de pacientes e os controlos normais (p
<0,001).

Sarcoidose
Contagens celulares totais em lavado
broncoalveolar e no sangue periférico

As amostras de LBA com diagnéstico de sarcoidose
confirmada (N=26) incluiram 14 homens e 12
mulheres e apresentaram o valor médio de
296,4x10°células/mL, superior ao valor normal
encontrado pelos Autores selecionados

(¢ =116,3x10%/mL) (Figura 4).
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Figura 4 - Contagens celulares obtidas em lavados
broncoalveolares e em sangues de controlos
normais (CN) e individuos com sarcoidose.

Foram verificadas diferencas estatisticamente
significativas entre os resultados encontrados para
0s pacientes e os dos controlos normais (p=0,002).
A totalidade das amostras de sangue periférico
analisadas (N=106) revelaram um valor médio de
8,7x10°¢ leucdcitos/mL. As amostras de sangue
dos doentes com sarcoidose (N=14) incluiram 9
individuos do sexo masculino e 5 do sexo feminino
tendo os pacientes apresentado o valor médio
igual a 7,8 x10° leucdcitos/mL, ligeiramente
superior ao normal médio encontrado na literatura
(7,5x10%/mL). Ndo foram encontradas diferencas
significativas entre estes valores, contrariamente ao
que aconteceu no LBA. Os resultados sugerem que
a utilizacdo do LBA para estudo da sarcoidose é mais
Gtil que as amostras sanguineas.

Linfocitos

No grupo Sarcoidose (N=39), incluiu 26 amostras
de sarcoidose confirmada e 13 amostras com
diagnéstico de sarcoidose aguardando confirmacao,
e apresentou o valor médio da % de linfécitos
(20,4 %) superior ao normal (9,4%), sendo p=0,003
(Fig.8). Os dados analisados mostram que, nesta
patologia, o n° de linfécitos no LBA se encontram
frequentemente aumentados. No esfregaco destes
pacientes por vezes ocorre a formacdo de rosetas
(conjuntos de linfécitos revestindo os macréfagos)
(Figura 5).
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Figura 5 - Lavado broncoalveolar de individuo com
linfocitose (81% de linfdcitos) evidenciando rosetas
de linfécitos/macréfagos ( «+=—). Coloracdo de
Leishman. Ampliacdo 1000x.

Razdo CD4/CD8

No grupo Sarcoidose analisado foram incluidas 15
amostras com diagnéstico de sarcoidose confirmada
e 9 amostras com diagnéstico de sarcoidose
aguardando confirmacdo (N=24) e apresentou um
valor médio para a razdo CD4/CD8 (6,9) superior ao
normal (1,7) (p=0,001).

Fibrose pulmonar

O n° de amostras com FP analisadas foi bastante
reduzido (N=3). A razdo CD4/CD8 apresentou o
valor médio de 0,4 inferior ao do controlo normal
(1,7) com p=0,002. Verificou-se uma diferenca
estatisticamente significativa (p=0,003) entre os
valores obtidos do grupo Sarcoidose (6,9) e o grupo
FP (0,4).

Discussao

Volume recuperado

Nas diferentes amostras de LBA analisadas foi
observada uma grande variedade patologias, sendo
as de maior representatividade as patologias do
intersticio ndo determinadas (PIND) (19,3%) e a
sarcoidose (12,6%). Foi verificado uma grande
discrepancia nos volumes rececionados (volume
recuperado de LBA apds broncofibroscopia



variou entre 0,5 e 100 mL), tendo se observado
que a um maior volume recuperado (81-100 mL)
correspondeu, também, um maior n° de células
(781x10¢/mL). Adiscrepancia observada nosvolumes
rececionados ocorre porque o volume recuperado
sofre variacoes, dependentes da experiéncia do
operador na realizacdo da técnica, da boa ou méa
“encravacao” do broncofibroscépio nos brénquios,
da facil colapsidade destes, do grau de tolerancia do
doente a técnica, da inducdo de tosse pelo paciente,
da deterioracdo funcional e do tipo de patologia
subjacente que condicionam a % de LBA recuperado.
Particularmente nas doencas pulmonares, varios
fatores podem influenciar a recuperacdo do LBA
e podem levar a dificuldade na recuperacdo do
fluido instilado, que ocorre principalmente nas
doencas obstrutivas. Apesar deste facto, a maioria
dos Autores menciona que uma % de volume
recuperado entre os 40 a 70%, correlaciona-se com
o nUimero total de células obtidas'?.

Valor de controlo normal

Nas patologias analisadas, todos os parametros
estudados (contagem celular, % de linfécitos e razdo
CD4/CD8) foram comparados com controlos normais
(CN). O valor do CN utilizado neste estudo foi obtido
a partir da média de resultados referenciados por
diversos Autores na literatura, que realizaram o LBA
em individuos saudaveis. Os LBA disponiveis para
execucao deste trabalho ndo incluiram amostras
normais dado que este exame foi apenas realizado
em situacdes em que existe suspeita de DIP.

Valor médio do n° de células

O valor médio do n° de células no LBA em todas
as patologias estudadas foi superior ao normal (
X =116,3x106/mL), tendo os resultados mais
elevados ocorrido na pneumonia (830,00x10°/mL)
e no LES (802,33 x10¢/mL) verificando-se diferencas
estatisticamente significativas (p <0,001).

As diferentes DIP apresentam alteracdes nos perfis
celulares do LBA que refletem transformacoes
patolégicas no parénguima pulmonar. Estes
resultados sugerem que a determinacdo da
celularidade total no LBA nas varias DIP é uma
ferramenta (til de diagndstico diferencial uma vez
que a presenca de valores normais poderdo excluir a
presenca de doencas especificas.
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Valor médio do n° de células no sangue e no LBA
de doentes com sarcoidose

Uma vez que a sarcoidose estd amplamente
caracterizada na literatura por um aumento do
nimero absoluto e relativo dos linfécitos e por um
aumento da relacdo CD4/CD8 no LBA, teve interesse
estudar-se neste grupo de doentes a contagem
celular (no LBA e no sangue), a % de linfécitos e a
determinacdo da razdo CD4/CDS.

Na determinacdo da contagem celular os doentes
com sarcoidose confirmada (N=26) apresentaram
um valor médio do n°® de células no LBA de
296,4x10%/mL superior ao normal (X =116,3x10¢/
mL), verificando-se diferencas estatisticamente
significativas (p=0,002). As amostras de sangue
(n=14) apresentaram uma contagem de 7,8x10°/mL,
valor préximo do normal (7,5x10¢/mL). Nao foram
encontradas diferencas significativas entre estes
valores, contrariamente ao que aconteceu no LBA.
Tal constatacdo sugere que o estudo do LBA, em
pacientes com sarcoidose é mais interessante que
a contagem celular sanguinea. O aumento do n° de
células no LBA de doentes com sarcoidose reflete
a inflamacao intersticial subjacente, semelhante ao
processo inflamatoério que é encontrado em todos
os 6rgaos afetados pela doenca?'.

Sarcoidose: determinacdo do valor médio da %
de linfocitos e razdo CD4/CD8

Para a determinacdo da % de linfocitos no LBA
do grupo sarcoidose (n=39) estes doentes
apresentaram um o valor médio de linfécitos de
20,4 %, superior ao normal (9,4%). O aumento
de linfocitos observado neste estudo apoia o
diagnéstico de sarcoidose embora esta linfocitose se
possa encontrar em outras doencas granulomatosas
como a pneumonite de hipersensibilidade, beriliose,
proteinose alveolar, pneumoconiose, colagenoses,
doenca de Crohn, tuberculose e pneumonia de
origem viral?'. A determinacdo da razdo CD4/CD8
no grupo sarcoidose (N=24) apresentou um valor
médio (6,9) superior ao normal (1,7).

Em suma, no LBA destes doentes foi observado
um aumento da celularidade, aumento da % de
linfocitos e da razdo CD4/CD8 em relacdo ao normal.
O aumento da celularidade, aumento na % de
linfocitos e aumento da razdo CD4/CD8 no LBA do
grupo de doentes estudados com sarcoidose vao
de encontro com a hipétese diagnéstica, estando
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de acordo com o que vdrios autores descrevem
amplamente na literatura. A % de linfécitos e a razdo
CD4/CD8 no LBA ndo sdo especificos de nenhuma
doenca pulmonar, contudo, estes dois pardmetros
quando combinados aumentam a probabilidade
do diagnéstico de sarcoidose eliminando a
necessidade de realizacdo de bidpsia pulmonar em
40 a 60%%%. Embora algumas DIP tenham padrées
celulares altamente caracteristicos, como é o caso
da sarcoidose, estes resultados por si s6 requerem
interpretacdo junto com outros detalhes clinicos e
radiogréficos’.

Foram observados em alguns esfregacos de LBA
com predominio de linfdcitos, rosetas de linfécitos
e macréfagos, em que os linfocitos estdo aderidos a
superficie de macréfagos alveolares, que ndo caem
e ndo sdo fagocitados por estes. Este fenémeno é
descrito na literatura por Peripolesis e foi descrito
pela primeira vez como um provavel mecanismo
fisiolégico envolvido na regulacdo da resposta
imunitdria no pulmdo. Mais tarde foi colocada
a hipdétese destas rosetas se formarem devido
3 apresentacdo ativa do antigénio no foco de
inflamacao ou o reflexo de granulomas que libertam
mediadores e recrutam outras células do sistema
imunoldgico para o parénquima pulmonar. Todavia,
é consensual que rosetas ndo sdo especificas de
doenca granulomatosa, mas estdo fortemente
associados a patologias com um aumento de
linfécitos no LBA®.

Fibrose pulmonar

A FP (n=3) apresentou o valor médio da razdo CD4/
CD8de0,4,sendoinferioraonormal(1,7), verificando
se uma diferenca estatisticamente significativa
(p=0,003) que ocorreu entre os valores obtidos
nestes pacientes e os encontrados nos doentes com
sarcoidose (6,9), 0 que sugere que este parametro
possa ser relevante para o diagndstico diferencial
destas duas situacdes patoldgicas. Contudo serd
necessaria Uma amostragem mais expressiva para se
obter resultados mais confidveis.
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Conclusao

O LBA é uma fonte de informacdo com inGmeras
potencialidades, contudo a sua aplicacdo clinica
torna-se um desafio uma vez que para que os dados
fornecidos sejam (teis deverdo compreender-
se melhor os seus aspetos técnicos e limitacoes
(colheita, transporte, quantidade e qualidade da
amostrarecuperada). Aadocdo de um procedimento
padronizado ird contribuir para aumentar a
probabilidade de identificacdo de diferencas
clinicamente relevantes entre doencas e estadios de
doenca.

Salienta-se também a importancia da morfologia
celular como um dado relevante que contribui
para complementar o diagnéstico na distin¢cdo
das diferentes DIP. Sdo exemplo disso a presenca
de rosetas de macréfagos e linfécitos, presenca
de células neoplésicas, linfécitos com alteracoes
nucleares, entre outros, que em conjunto com 0s
dados da contagem celular e da imunofenotipagem
ajudam a estreitar o diagnéstico diferencial. Apesar
destes dados ndo serem especificos de nenhuma
doenca pulmonar, contribuem para fazer um
diagnéstico confidvel eliminando a necessidade de
recorrer a bidpsia pulmonar’?.

Nas Gltimas décadas, outros novos biomarcadores
foram explorados com resultados promissores para
pacientes comsarcoidose, mas nenhum biomarcador
“gold standard"’ foi ainda definido para o diagnéstico
ou previsdo do curso da doenca?>.
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Resumo

A perda da funcdo ventricular, causada pela
Miocardopatia Hipertréfica, surge neste caso, como
uma patologia com indicacdo para transplantacdo
cardiaca.

Apresenta-se o caso clinico de um paciente com
59 anos, do género masculino, com diagndstico
de Miocardiopatia Hipertréfica ndo obstrutiva,
insuficiéncia cardiaca congestiva e sindrome cardio
renal tipo 2, que foi submetido a transplante
cardiaco. O doente era portador de um dispositivo
de ressincronizacdo cardiaca com desfibrilhador
implantado, por episédios de Taquicardias
Ventriculares sintomdticas em 2005.

No decurso da doenca, estdo documentados
vérios internamentos por insuficiéncia cardiaca
descompensada e progressdo da Miocardiopatia
Hipertréfica ndo obstrutiva, tendo sido todos os
episédios devidamente corrigidos. Realizou vdérios
exames complementares de diagnéstico. No
Ecocardiograma, verificou-se uma Miocardiopatia
Hipertréfica ndo-obstrutiva em repouso, com
Fracdo Ejecdo do ventriculo esquerdo preservada
e Hipertensdo Pulmonar grave (PSAP >67mmHg),
dilatacdo biauricular grave e regurgitacdo mitral e
tricispide grave. O cateterismo cardiaco direito,
revela similarmente, uma hipertensdo pulmonar
moderada a severa. A Angiografia por Tomografia
Computadorizada  conclui, uma  hipertrofia
assimétrica do Ventriculo Esquerdo e uma grave
dilatacdo biauricular. Electrocardiograficamente,
o doente apresentava, um quadro de Blogueio
Completo de Ramo Esquerdo e Fibrilhacdo Auricular.
A transplantacdo cardiaca, surgiu como opcdo
terapéutica neste doente, tendo este procedimento
sido realizado com sucesso.

Palavras-Chave

Transplante cardiaco [29419], Miocardiopatia
Hipertréfica [19021], Hipertensdo Pulmonar
[59211], Insuficiéncia Cardiaca [6486].
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Abstract

The loss of ventricular Ffunction, caused by
Hypertrophic Myocardiapathy appears in this
case, as a pathology with indication for cardiac
transplantation.

The clinical case of a 59-year-old male patient,
with a diagnosis of non-obstructive Hypertrophic
Cardiomyopathy, congestive heart failure and type
2 renal cardio syndrome, who underwent heart
transplantation, is presented. This patient, had a
cardiac resynchronization device with an implanted
defibrillator, due to symptomatic ventricular
tachycardia episodes in 2005.

During the disease, several hospitalizations for
decompensated heart failure - profile B have
been documented, and the progression of non-
obstructive Hypertrophic Cardiomyopathy

episodes, has been properly corrected. He
performed several complementary diagnostic
tests. The echocardiogram showed a non-

obstructive hypertrophic cardiomyopathy at rest,
with preserved left ventricular ejection fraction
and severe pulmonary hypertension (PSAP>
67mmHg), severe biauricular dilation and severe
mitral and tricuspid regurgitation. Right cardiac
catheterization, similarly, reveals moderate to
severe pulmonary hypertension. The Computed
Tomography Angiography concludes, an asymmetric
hypertrophy of the Left Ventricle and a severe
biauricular dilation. Electrocardiographically, the
patient had a Left Bundle Bruch Block and Atrial
Fibrillation. Cardiac transplantation appears, as a
therapeutic option in this patient, who has been
successfully  performed.

Keywords

Heart Transplantation [29419], Hypertrophic
Cardiomyopathy[19021], Pulmonary Hypertension
[59211], Heart Failure [6486].



Caso Clinico

A Miocardiopatia Hipertréfica (MCH) é a
cardiomiopatia  hereditdria  mais  frequente,
causada por inGmeras mutacées genéticas. O
diagnéstico surge de forma desafiante, devido a
heterogeneidade fenotipica ™. E caracterizada, por
uma hipertrofia ventricular esquerda (HVE) superior
a 15mm, que ndo é explicada por outras alteracoes
existentes. Esta patologia, contribui para o aumento
do risco de morte sUbita, insuficiéncia cardiaca e
o surgimento de arritmias ventriculares. Embora
variaveis, os sintomas incluem: dor toracica, dispneia,
sincope e morte subita. A MCH, condicionando a
didstole numa primeira fase, pode envolver a funcdo
sistélica no seu percurso natural. Daqui resultam
sinais e sintomas de insuficiéncia cardiaca congestiva
(ICC), como os presentes neste caso clinico @34,

Paciente do género masculino com 59 anos, 77 kg
e 1,75cm, com histéria clinica de MCH, de fendtipo
restritivo. Adicionalmente, apresenta ICC (NYHA
Classe Ill), Sindrome Cardio Renal tipo 2, Hipertensdo
Pulmonar grave (HTP-65mmHg), Fracdo Ejecdo
preservada (>60%) e Fibrilhacdo Auricular (FA). A
Fracdo Ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE) <50%

é frequentemente associada a um indicador de
mau progndstico, o que torna este doente com um
quadro clinico mais favoravel, pela sua fracdo de
ejecdo preservada.

Em 2005, foi implantado um dispositivo de
ressincronizacdo cardiaca com desfibrilhador
implantado (CRT-D), devido a um quadro de
taquicardias ventriculares sintomaticas. O doente,
teve varios internamentos prévios por insuficiéncia
cardiaca (IC), sempre compensados e com alta
ambulatéria.

Tendo em conta as diversas patologias e fatores de
risco associados a este doente, é recomendado pela
European Society Cardioly (ESC) ®: a realizacdo de
uma prova de esforco cardiorrespiratoria e estudos
hemodindmicos invasivos.

Neste caso clinico o doente apresenta uma IC
com NYHA Classe Ill, com FEVE >50%. Com este
diagndstico, é recomendado pela ESC a introducdo
de beta bloqueantes, diuréticos em baixa dose,
verapamil ou diltiazem, e orientacdo do doente para
a lista de transplante cardiaco ©.

Figura 1 - Angiografia por Tomografia Computadorizada Cardiaca
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A Ultima prova de esforco realizada em agosto de
2019, relata um esforco maximo, com limitacdo
moderada, da capacidade funcional de causa
circulatéria (VO2 maximo 14,5 ml/kg/min, 48% do
previsto) e capacidade vital forcada=2,74 (62% do
previsto).

Emjulho de 2020, aquando de realizacdo de um novo
Ecocardiograma, para além do diagndstico principal
- MCH néo-obstrutiva (repouso), com envolvimento
biventricular e Fracdo de Ejecdo preservada (FEVE
63%), revela-se ainda uma regurgitacdo mitral grave
de etiologia mista funcional e degenerativa, uma
regurgitacdo tricispide grave, Pressdo Sistélica da
Artéria Pulmonar (PSAP) de 67mmHg e dilatacdo
biauricular grave. Foi encaminhado para realizacdo
de cateterismo direito que comprova o diagndstico
de hipertensdo pulmonar moderada a severa, com
componente pré e pés capilar. Prossegue-se, com
a realizacdo de uma Angiografia por Tomografia
Computadorizada (Figura 1) compativel com
hipertrofia assimétrica do ventriculo esquerdo,
atingindo preferencialmente, os segmentos septais
(15mm), grave dilatacdo biauricular (figura 3),
aorta e artéria pulmonar ndo dilatadas, veia cava
inferior e seio coronério dilatados. Em outubro
de 2020, apés 9 meses de espera é chamado para
transplante cardiaco. No eletrocardiograma pré-
operatério, observa-se um Bloqueio Completo de

Figura 2 - Eletrocardiograma

pré-operatério
apresentando Bloquei Completo do Ramo Esquerdo
e Fibrilhacdo Auricular
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Ramo Esquerdo com FA associada conforme se pode
visualizar na figura 2.

O transplante é equacionado em doentes com MCH
que permanecem sintomaticos, ou que tenham
evoluido para ICC mesmo com tratamento médico.
A transplantacdo cardiaca apresenta-se sob duas
técnicas principais, uma delas a técnica Cirlrgica
Classica (atualmente em desuso) - os ventriculos sdo
excisados, permanecendo apenas os grandes vasos
e as auriculas do recetor. O coracdo do dador é
posteriormente suturado. A outra, a técnica Bicaval,
atualmente mais utilizada, em que é realizada
a excisdo completa da auricula direita, sendo

posteriormente efetuadas as devidas anastomoses
&)

Durante o procedimento operatério, o doente
foi posicionado em declbito dorsal e procedeu-
se a sua monitorizacdo (pressdo arterial média,
eletrocardiograma, Saturacdo O,, temperatura).
Apds esternotomia mediana, procedeu-se a
canulacdo arterial e venosa, da forma habitual.
Entrou-se em circulacdo extracorporal garantindo
apoio hemodindmico, com arrefecimento central
até aos 28°C e clampou-se a artéria aorta. Aquando
a desclampagem da aorta, o coracdo encontrava-se
em Fibrilhacdo Ventricular, a qual foi convertida com
quatro desfibrilhacées de 20 Joules.

Figura 3 - Coracdo do doente onde
sevisualiza dilatacdoauricular



Discussao

O transplante cardiaco, é uma opcdo terapéutica
a considerar, em doentes com MCH com sinais e
sintomas de ICC, ou que se encontrem em estado
terminal. Esta populacdo apresenta frequentemente
hipertensdo pulmonar grave, que pode ser uma
contraindicacdo para a realizacdo do transplante.

Ha indicacdo para transplante cardiaco, neste caso
por apresentar: MCH e ICC ®. A possibilidade do
transplante suporta a hipétese de aumentarmos
a longevidade de doentes com cardiomiopatia
hipertréfica e IC avancada.

Sdo definidos como critérios de recetor “ideal”:
idade inferior a 50 anos (mencionado na literatura
como um critério controverso e relativo), sexo
masculino, PSAP <50mmHg, IMC normal para a
idade e estar clinicamente estdvel. Embora alguns
parametros ndo sejam criteriosamente ideais no
contexto apresentando, o doente em questdo é um
bom candidato a transplante ©.

E importante termos em conta que o sucesso da
transplantacdo cardiaca, ndo estd sé relacionado
com a técnica cirdrgica, mas com fatores de risco
do doente e com a adequada gestdo de todos os
parametros em cirurgia. Quando ndo é possivel
modificar os fatores de risco existentes no paciente
recetor, e este apresentar uma ICC em estagio final,
juntamente com uma terapéutica farmacolégica que
nao proporciona qualidade de vida, torna o mesmo,
um possivel candidato a transplante. Nenhum
outro tratamento tem uma eficicia equivalente ao
transplante cardiaco.

Figura 4 - do coracdo que foi

transplantado

Preparacao
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Esta opcao, influencia positivamente a sobrevida
e 0 ganho em salde dos doentes transplantados,
apesar de existirem riscos e episédios de rejeicdo
associados. Segundo a literatura, o recurso a esta
técnica apresenta um aumento da sobrevida em
80% no primeiro ano e 70% no quinto ano, associado
muitas vezes ao retorno a NYHA Classe | 9. O tempo
de isquémia do coracdo a ser doado, é um fator
importante decisivo nosucessoinicial do transplante.
Como tempo limite de isquémia, é estabelecido
um maximo de quatro horas, apresentando-se
neste caso uma isquémia de 2h 15min @010, Para
assegurar a preservacao miocardica, o coracdo a ser
transplantado chega ao bloco operatério, envolvido
numa solucdo cardioplégica cristaloide hipotérmica
a 4°C, até a realizacdo do transplante, sendo
verificadas todas as estruturas cardiacas de forma
a assegurar a viabilidade do coracdo (Figura 4) @12,

No caso apresentado para o transplante recorreu-
se a técnica Bicaval, tendo sido dissecados o septo
interauricular e a auricula direita, permanecendo
uma pequena parte da auricula esquerda contendo
as veias pulmonares (% Como referido na
literatura, esta técnica tem como vantagens:
preservacao da geometria auricular, diminuicdo da
incidéncia de arritmias auriculares e da insuficiéncia
tricispide. No recetor, devido a desnervacdo que
ocorre na utilizacdo desta técnica, o débito cardiaco
deixa de serinfluenciado pela estimulacdo simpatica
e parassimpatica, passando a estar dependente da
pré e pos carga ©1012),

Conclusado

A MCH caracteriza-se por uma patologia hereditaria,
demonstrando um aumento da espessura das
paredesdosventriculos(normalmente o esquerdo). A
insuficiéncia cardiaca é uma relevante consequéncia
da MCH e por este motivo é de extrema importancia
um diagnéstico precoce, por forma a diminuir o risco
de morte subita e as complicacbes cardiovasculares
associadas.
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Resumo

A Tetralogia de Fallot é uma doenca congénita cuja
reparacdo dos seus defeitos deve ser realizada o
mais cedo possivel. Os exames complementares
de diagnéstico apresentam-se fundamentais na
caracterizacdo desta. A cirurgia corretiva deve
ser executada no timing recomendado e utilizar a
técnica de circulacdo extracorporal a fim de manter
o doente estdvel e garantir as condicoes ideais ao
cirurgido. No presente caso clinico apresenta-se
um doente com Tetralogia de Fallot a qual estavam
associadas outras comorbidades ndo esperadas
e evidenciadas durante a cirurgia, com destaque
para a rara persisténcia da veia cava superior
esquerda e auséncia da veia cava superior direita.
Estas comorbidades sdo normalmente detetadas
em exames e cirurgias, referidas em casos clinicos
pontuais com mais exemplos na populacdo adulta,
tém impacto no outcome e na execucao da técnica
de circulacdo extracorporal. O doente estudado
revela-se um caso a abordar, considerando os
achados e relevancia cientifica, por se tratar de um
doente em idade pediatrica.

Palavras chave

Tetralogia de Fallot (C14.240.400.849); pediatria
(H02.403.670); circulacdo extracorporal (E04.292);
cirurgia cardiaca (H02.403.810.803); comorbidade
(N05.715.350.225).
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Abstract

Tetralogy of Fallot is a congenital disease whose
defects must be repaired as soon as possible. The
complementary diagnostic exams are fundamental
in characterizing it. Corrective surgery should be
performed at the recommended time and the
extracorporeal circulation technigue should be used
in order to keep the patient stable and guarantee
the ideal conditions for the surgeon. This case
presents a patient with Tetralogy of Fallot with
other unexpected comorbidities associated and
evidenced during surgery, with emphasis on the
rare persistent left superior vena cava and absent
right superior vena cava. These comorbidities are
usually detected in exams and surgeries, referred
to in occasional clinical cases with more examples
in the adult population, and have an impact on the
outcome and implementation of the extracorporeal
circulation technigque. The patient studied is a case to
be addressed considering the findings and scientific
relevance because he is a pediatric patient.

Keywords

Tetralogy of Fallot (C14.240.400.849); pediatrics
(H02.403.670); extracorporeal circulation (E04.292);
cardiac surgery (H02.403.810.803); comorbidity
(N05.715.350.225).



Introducao

ATetralogia de Fallot (TOF) é uma doenca congénita
cardiaca que apresenta quatro defeitos, sendo
eles a hipertrofia do ventriculo direito, a estenose
da artéria pulmonar, o cavalgamento da aorta e a
comunicacdo interventricular (CIV). Representando
cerca de 10% de todos os defeitos congénitos e uma
prevaléncia de 3 a 5 afetados por cada 10 000 nados
vivos, apresenta como sintomatologia principal
a cianose e hipoxia, que é tanto maior quanto
maior o grau de estenose, onde a persisténcia do
canal arterial permite o atraso do aparecimento
dos sintomas. A origem da TOF associam-se varios
fatores, como sdo exemplo a diabetes gestacional
e anormalidades gendémicas como mutacoes
e delecdbes cromossémicas, ndo sendo ainda
perfeitamente conhecido o mecanismo do seu
desenvolvimento(?,

ATOF podem estar associadas outras comorbidades.
Josue Diaz-Frias et al. referem a persisténcia do
foramen ovale como uma possivel quinta alteracdo,
existindo outros exemplos como o arco abrtico
direito, artérias corondrias anormais, colaterais
aértico-pulmonares, multiplos defeitos septais e
regurgitacdo adrtica®. No caso do doente deste
caso clinico, associada a TOF estavam a persisténcia
da veia cava superior esquerda (PLSVC), a auséncia
da veia cava superior direita (VCSD) e a comunicacdo
interauricular (CIA). Estas comorbidades acentuam
a cianose pré-existente e em cirurgia aumentam
a dificuldade da sua execucdo, apresentando-se
COMO uUma agravante aos possiveis outcomes. A
raridade destas comorbidades nota-se através da
sua referéncia em casos clinicos pontuais e, na sua
maioria, sobre adultos que sdo sujeitos a cirurgias;
em idade pediétrica, aquando da revisdo cientifica
foram poucos os exemplos encontrados, motivando
o interesse neste doente.

Os exames complementares de diagnostico e
terapéutica permitem o diagnéstico e caracterizacdo
da TOF, sendo de destacar o papel fundamental
do ecocardiograma (transtordcico (ETT) e
transesofdgico (ETE)), eletrocardiograma (ECQ)
e raio X térax que apresentam elementos tipicos
representativos desta, permitindo o diagnédstico
rapido e assertivo, e ainda a caracterizacdo das
comorbidades™.
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A correcdo total cirlrgica foi o tratamento
selecionado que deve ser realizado o mais
precocemente possivel. A técnica de circulacdo
extracorporal (CEC) é fundamental, permitindo a
assistolia cardiaca e proporcionando um campo
cirGrgico limpo e seco ao cirurgido. A otimizacdo dos
outcomes e reducdo da mortalidade pds-operatéria
é evidente, apesar das possiveis complicacdes a
curto e longo prazo como arritmias, defeitos septais
residuais e persisténcia da obstrucdo ao fluxo de
saida do ventriculo direito?). Neste doente realca-
se que a realizacdo precoce da cirurgia trouxe ainda
avantagem de diagnostico das restantes alteracoes
cardiacas existentes, permitindo a sobrevivéncia
possivelmente posta em causa pela ignorancia da
sua presenca.

Caso clinico

Individuo do sexo masculino, com 4 meses de idade,
caucasiano, com um peso de 6,380 Kg e 55 cm de
altura. Ndo tem antecedentes familiares relevantes e
como antecedentes pessoais refere-se uma gestacao
sob vigildncia por diabetes gestacional, nascido as
37 semanas por cesariana e com periodo neonatal
sem intercorréncias, sem alergias conhecidas
nem histéria de infecbes recorrentes. Realizou
ecocardiogramas seriados durante a gestacdo que
revelaram a presenca de TOF cldssica com ramos da
artéria pulmonar ligeiramente hipoplasicos. Comeca
a ser seguido em consultas de cardiologia pediatrica
que o indicam para a realizacdo de cirurgia eletiva.
Como medicacdo habitual refere-se a toma de
propranolol desde os 10 dias de vida.

No dia do internamento, o individuo apresentava-
se ciandtico, hidratado, apirético, eupneico, com
pressdo arterial (PA) de 91/49 mmHg, frequéncia
cardiaca (FC) de 104 bpm, saturacdo de O2 de 87% e
pulsos palpaveis, amplos e simétricos. E realizado um
ETT que apresenta PLSVC, CIA com shunt esquerdo-
direito, CIV perimembranosa subadrtica com
cavalgamento adrtico, ventriculo direito dominante
e hipertrofiado, desvio infundibular anterior, valvula
pulmonardisplasica e hipoplasica, ramos pulmonares
hipoplasicos, persisténcia de canal arterial com shunt
esquerdo-direito e duas aparentes CIV's musculares
no trato de saida do ventriculo direito (TSVD). Para
além deste, sdo ainda realizados um raio X térax
que apresenta silhueta cardiaca em forma de bota
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e alargamento do mediastino superior e médio
e um ECG com ritmo sinusal, padrdo de bloqueio
incompleto de ramo direito (BIRD) e sobrecarga
direita. Com estas informacoes foi possivel verificar
o diagndéstico de TOF e detetar adicionalmente uma
CIA e a PLSVC.

A entrada na sala cirlrgica o doente apresentava-
se estdvel, com ritmo sinusal e fracdo de ejecdo
superior a 50%. Foi realizada a exposicdo do coracdo
e realizado um ETE intraoperatério que revela
discrepancias entre a visdo cirlrgica direta e o
observado no ETT pré-operatério: ndo existe VCSD
apesar da sua aparente visibilidade nos exames, a
veia cava superior esquerda (VCSE) é muito pequena
gerando preocupacdo quanto a sua canulacdo, CIV's
muscularesdescritas paraalémda principalassociada
3 TOF ndo sdo detetadas e a CIA encontrada é muito
grande ao contrario do esperado e documentado,
pelo que era necessdria correcdo. Perante as
novidades, a equipa cirlrgica decide a realizacdo
primaria da correcao da CIA sequida da correcdo dos
defeitos inerentes a TOF sob hipotermia moderada.
Foram feitas as canulacdes adequadas, entrando-
se em bypass parcial com a simultdnea producdo
de débito cardiaco pelo coracdo do doente e pela
maquina de CEC. Apds clampagem completa da
aorta deu-se entrada em bypasstotal, com a maquina
de CEC a assumir a totalidade do débito cardiaco
e ventilacio do doente, sendo seguidamente
administrada a solucdo de cardioplegia sanguinea
por via anterégrada (190 mL).

Realizou-se o encerramento da CIA utilizando um
patch seguido da correcdo total da TOF sem patch
transanular (correcdo da estenose pulmonar e
encerramento de CIV). Durante a execucao das
técnicas cirlrgicas, os parametros vitais dados pela
mdaquina de CEC foram controlados e registados
de 15 em 15 min, cuja variacdo se comportou da
seguinte forma: débito fornecido entre 500 e 930
mL/min, pressao de infusdo entre 72 e 144 mmHg,
pressdo arterial média (PAM) entre 40 e 89 mmHg,
temperatura nasofaringea entre 27° e 37°C e
temperatura retal entre 28° e 36°. A oximetria
cerebral ndo invasiva apresentou uma variacdo
dentro da normalidade e a diurese produzida
ao longo da CEC foi de 57 mL. Foram realizadas
2 gasometrias arteriais e venosas — a primeira
apresentava uma acidose metabdlica, pelo que
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foi feita a administracdo de 10 mEg/L de NaHCO
8.4% como correcao, e a seguinte sem quaisquer
alteracdes. Para além da administracdo corretiva do
equilibrio dcido-base, foi administrada nova dose
de cardioplegia (100 mL), 50 mL de plasma lyte e
50 mL de concentrado eritrocitario, sendo os dois
Gltimos a fim de colmatar a diminuicdo do retorno
venoso, justificada pelas anormalidades venosas
encontradas. As medicoes do tempo de coagulacdo
ativado (ACT) realizadas mantiveram-se todas acima
dos 400 seg.

A saida de bypass foi facil, sendo realizado o ETE
intraoperatério pés-correcoes no qual se denotou
boa funcdo biventricular, CIV residual peri-patch,
CIV  médio-ventricular muscular e infundibulo
hipertrofiado, e tendo sido registado o tempo total
de CEC de 1h48min com 52 min de clampagem
da aorta. Para além da técnica de CEC e ETE,
foram utilizadas as técnicas do CO2, da medicdo
da saturacdo venosa de O2 e da ultrafiltracdo
convencional. A saida do bloco operatério o doente
apresentava PA média de 55 mmHg e 36°C de
temperatura.

No pés-operatério, o doente permaneceu conectado
ao pacemakerem modo DDD devido a raros periodos
de bloqgueio auriculoventricular completo (BAV)
garantindo a sincronizacdo auriculoventricular,
com uma FC de 140 bpm. As drenagens hemdticas
foram reduzidas, apresentando-se bem perfundido,
com extremidades quentes, pulsos palpaveis e
simétricos e o raio X térax realizado demonstrava
derrame pleural a direita. As andlises pés-cirurgia
demonstravam uma ligeira subida da maioria dos
parametros relativamente aos da pré-cirurgia, a excecao
do potéssio que se encontrava diminuido e controlado
terapeuticamente.

Ao longo do periodo de pés-operatério, o doente
sofreu algumas alteracdes da FC, com presenca
de taquicardias, variagdes no ritmo cardiaco, a
estabilizar para ritmo sinusal e ainda conectado
ao pacemaker, alguma dificuldade nos débitos
urinérios, sendo feito o seu controlo. Registaram-
se ainda algumas complicacdbes ao nivel das
drenagens do derrame pleural, edemas faciais e das
extremidades em reducdo; manteve sempre uma
boa perfusdo, com pulsos palpéveis e simétricos e
gasometrias equilibradas. Em relacdo aos ETT pos-
operatérios realizados denotou-se para além das



correcoes TOF uma ligeira disfuncdo do ventriculo
direito, manutencdo da CIV residual e CIV muscular
e regurgitacdo pulmonar a reduzir de grave para
moderada. As 48h do pds-operatério encontrava-
se hemodinamicamente estdvel, ainda sedado e
em progressdo para extubacdo apds estabilizar
completamente o ritmo e frequéncias cardiacas
e as drenagens existentes, ndo tendo existido
hemorragias.

Discussao

O acompanhamento pré-natal evidenciou-se no
controlo da doenca e intervencdo atempada,
permitindo a relacdo entre os antecedentes e a
patologia, nomeadamente a diabetes gestacional,
ndosendoestarelacdoaindaevidentenaliteratura®.
A toma de betabloqueantes, retardantes dos
sintomas da patologia por proporcionarem o
relaxamento muscular, permitiu melhorar o fluxo de
saida do ventriculo direito e, consequentemente, o
fluxo sanguineo pulmonar, reduzindo a cianose, tal
como a presenca da persisténcia do canal arterial se
mostrou contribuidora ao permitir o shuntesquerdo-
direito2,

Os ecocardiogramas realizados permitiram definir a
existéncia da TOF, demonstrando as malformacoes
cldssicas com uma hipoplasia pulmonar justificada
pela reduzida passagem do sangue relacionada com
a estenose pulmonar existente. Posteriormente e
com outros exames complementares, detetaram-
se ainda algumas das comorbidades associadas — a
PLSVC é uma anomalia congénita rara encontrada
em cerca de 0,3% da populacdo em geral e onde até
10% dos seus portadores possuem outras patologias
congénitas, como é exemplo a TOF; na maior parte
dos casos apenas é descoberta na realizacdo de
exames ou cirurgia. Este é um importante fator para
a realizacdo das canulacoes, pois seria uma das veias
utilizadas para recolher todo o sangue do doente
na realizacdo da técnica de CEC®. Quanto a CIA,
por ndo ter repercussoes evidentes nem tamanho
justificativo nos exames previamente realizados,
esta ndo foiinicialmente considerada para correcao,
admitindo-se que iria fechar espontaneamente.
Mostafa Behjati-Ardakani et al. estudaram a evolucdo
e a frequéncia do fecho espontdneo de defeitos
septais auriculares em criancas e adultos, concluindo
que otamanhoerao preditor principal para o possivel
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encerramento ou necessidade de intervencao,
seguido da idade, pois quanto mais novos o0s
individuos maior a probabilidade do encerramento
espontaneo (81%); sé defeitos de médias a grandes
dimensoes necessitaram de intervencdo. No doente
apresentado, como a sua CIA se revelou de grandes
dimensoes jd em cirurgia, a correcao era inevitavel®.

Alinexisténcia da VCSD foi o achado mais inesperado,
visto a sua raridade e sendo a sua incidéncia
associada a PLSVC varidvel entre 0,09 e 0,13%. Por
si sO, estes achados ndo apresentam consequéncias
hemodindmicas, mastéminfluénciadiretaemalguns
procedimentos cirlirgicos, como aimpossibilidade de
utilizacdo da cardioplegia retrégrada ou na insercao
de eletrocateteres de pacemaker, sendo descritos
na literatura através de casos clinicos pontuais e
das medidas a tomar em caso de intervencdo. O
seu conhecimento permite preparar as adaptacoes
necessarias: utilizacdo de cateteres com formatos
adequados, utilizacdo de diferentes vias de acesso
na introducdo de cateteres, uso isolado de canula
venosa para drenagem da PLSVC, entre outras, e
complicacoes que podem trazer quando associadas
a outras patologias. Neste sentido, ha referéncia
as associacoes destas duas alteracoes (e aplicando
ao doente apresentado) a TOF e CIA, sendo sob
esta forma a sua maior existéncia — 46% dos casos
de PLSVC com auséncia da VCSD estdo associados
a defeitos cardiacos congénitos. Especificamente,
estas comorbidades estdo associadas a TOF em 9%
dos casos e a CIA em 16%57.

Apesar da associacdo com patologias tipicamente
detetadas em criancas, na revisao literaria percebeu-
se que a referéncia a PLSVC e auséncia da VCSD é
na maioria das vezes em casos clinicos de pacientes
adultos. Serdar Kula et al. num estudo realizado em
1205 criancas comprovaram a raridade ja referida
por ndo detetarem nenhuma com simultdnea
presenca das alteracoes e Ayten Gumds et al.
relataram os casos de dois doentes de 4 e 5anos com
estas comorbidades cuja descoberta foi coincidente
com a realizacdo de um cateterismo!®', Por isto se
entende que o doente do caso clinico apresentado
é um perfeito exemplo da necessidade prévia de
estudo através de exames complementares de
diagndstico e da importancia deste conhecimento
na abordagem e intervencdo que, apesar da
imprevisibilidade, produziu bons outcomes.




A técnica cirlrgica realizada é uma das atuais
terapéuticas utilizadas, no entanto existe
controvérsia na comunidade cientifica quanto
d estratégia ideal para as correcbes da TOF,
nomeadamente entre a correcdo total (realizada
neste doente) e a correcdo em duas fases, e ainda
sobre as implicaces da utilizacdo ou ndo de patch
transanular. Josue Diaz-Frias et al. relatam as opcoes
de tratamento desenvolvidas e utilizadas ao longo
dos anos, realcando a correcdo total como mais
benéfica quanto mais cedo for realizada, existindo
disparidades de opinido nos doentes sintomaticos .
Pekka VYlitalo et al. concluiram que a utilizacdo
de patch transanular aumenta o risco de uma
reoperacao, fazendo notar que esta necessidade
pode ndo sé advir da utilizacdo de patch, mas
também da gravidade dos defeitos; relatam ainda
que a cirurgia em 2 fases é muitas vezes evitada pela
menor capacidade terapéutica, mas que a cirurgia de
correcdo totaltem normalmente um maior tempo de
recuperacao pés-operatério devido a agressividade
da cirurgiat™. Considerando estes dois estudos e as
comorbidades apresentadas pelo doente, percebe-
se o porqué do timingcirdrgico precoce, o ndo uso de
patchtransanular e as possiveis vantagens de ambos:
aintervencado precoce permitiu ndo sé a detecdo das
anomalias ndo visiveis e subvalorizadas nos exames,
como a correcdo destas e das jd diagnosticadas,
tendo influéncia direta nos resultados obtidos.

Arealizacdo da técnica de CECimplicava todo o rigor
e cuidado verificados devido aos achados e idade do
paciente, refletindo-se o seu sucesso na cirurgia e no
pbs-operatério. David Whiting et al. demonstram as
particularidades e desafio da realizacdo de CEC em
idade pedidtrica, alertando para possiveis variacoes
anatémicas e consequentes adaptacoes, como é de
certa forma o caso deste paciente™. A CEC tem um
papel fundamental para um étimo outcome, sendo
que a hipotermia moderada com a utilizacdo de
cardioplegia para protecdo miocdrdica, tal como os
tempos de clampagem da aorta e de CEC realizados
se apresentaram dentro de um espetro ideal,
considerando um estudo realizado por Chang-Ha Lee
et al., garantindo-se ainda o principio de oferecer ao
cirurgido um campo limpo e seco?.
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Relativamente ao outcome do doente, entende-
se que as complicacdes intra- e pds-operatérias se
tenham relacionado as comorbidades associadas
a TOF, onde a area da perfusdo conseguiu garantir
a maior estabilidade possivel durante a efetuacao
das técnicas cirlrgicas necessarias, apesar das
adversidades encontradas. Por se tratar de um
doente tdo novo prevé-se que a hipertrofia e as
CIV's residual e muscular existentes tém maior
probabilidadederecuperare,emcasodenecessidade
futura, poderdo ser intervencionadas. Também
é sabido que estas alteracoes estdo associadas a
fase pos-operatéria da cirurgia de correcao da TOF,
ndo gerando por isto preocupacdo acrescida. A
taquicardia e a regurgitacdo pulmonar sdo achados
pbs-operatérios comuns da cirurgia de correcdo da
TOF e encontrados no doente apresentado. Yagnesh
Patel et al. referem que na presenca da PLSVC ha
a acrescida possibilidade de existirem defeitos
congénitos e de haver o desenvolvimento de BAV
(apesar de pouco frequente), alteracbes estas
verificadas no doente estudado®. As saturacoes
de O2 entre o pré- e pés-cirlirgico sofreram um
aumento substancial dos 87% para os 100%,
sendo possivel a perfeita oxigenacdo dos tecidos e
eliminando a cianose caracteristica, salientando o
sucesso cirtrgico. A auséncia de hemorragias, boa
perfusdo e o equilibrio das gasometrias ao longo dos
dias subsequentes contribuem para a mesma no¢ao.
As alteracoes nas analises sdo decorrentes da propria
técnica de CEC, mas ndo constituiram preocupacdo
para além da ja esperada num pés-operatério regular.

Conclusao

O presente caso clinico representa aimportancia dos
exames complementares de diagndéstico na detecdo
precoce de cardiopatias congénitas e a adaptacao da
equipa cirlrgica no encontro de novas adversidades,
ambas essenciais para o sucesso cirdrgico.
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Abstract

Pancreatic cancer (PC) has an important role in the
clinical and research area representing one of the
lowest five-year rates as well as a global mortality
rate of 4.8% due to its late and poor diagnosis.
Therapeutic strategies have also an unsatisfactory
response. Even after surgery, the recurrence or
appearance of metastasis are frequent, leading to a
poor overall survival.

The PC has been related with several mutations,
including K-RAS; P16; TP53; HER2. Besides, it is also
associated with the deleted in pancreatic cancer
locus4 (DPC4),alsoknownasthe suppressor mothers
against decapentaplegic homolog 4 (SMAD4) which
is present in nearly 50% of the diagnosed patients
with PC.

Preceding studies proved that SMAD4 loss expression
plays an important role in tumorigenesis and in
the promotion of pancreatic carcinoma’s growth.
Therefore, it is highly relevant in late stages suggesting
that SMAD4 may be a molecular biomarker in prognostic
results.

The main goal of this review is to highlight the
foregoing findings focused on SMAD4 deletion
and its influence in clinicopathological parameters
in pancreatic carcinoma by referring some of the
investigations and clinical trials made in this field.
Furthermore, itis also required to contemplate some
of the therapeutical strategies and the influence of
SMAD4 in future therapies.

Keywords
Pancreatic cancer; SMAD4; TGF-3
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Introduction

The deleted pancreatic cancer locus 4 (DPC4),
also known as the suppressor mothers against
decapentaplegic homolog 4 (SMAD4), plays a major
function in the carcinogenesis of the pancreatic ductal
adenocarcinoma (PDAC) . The PDAC represents one
of the most common types of pancreatic cancer (PC) as
approximately 90% of all pancreatic malignancies (2,

SMAD4, locatedin chromosome 18g21.1,isasuppressor
gene that significantly impacts the transforming growth
factor beta (TGF-B) pathway signalling regulation ©.
This downstream effect has an essential role in the
proliferation and survival of tumour cells ®. The loss
of expression of the SMAD4 has a higher frequency
in pancreatic carcinoma and a lower percentage in
other types of carcinomas as breast, ovary, stomach,
oesophagus, neck, colon, and biliary tract .

This gene can be inactivated by homozygous
deflection due to the deletion of both alleles or just
the mutation in one of the alleles, consequently
leading to the loss of the other (heterozygosity) (3).
Wilentz et al. used 46 tissue samples from PC to
demonstrate that immunohistochemistry labelling
for SMAD4 is a specific and sensitive method to
detect SMAD4 inactivation by either homozygous or
heterozygous deletions @,

SMAD4 gene

In 1996, Hahn and his team did the first description
of SMAD4 and its repercussions in PC ©), The SMAD4
has 10 introns and 12 exons ©®. Preliminary studies
identified 11 exons, and later it was discovered
another exon named exon 0 9. This gene encodes a
552 aminoacids protein with 60 KD as its molecular
weight &9,

Structurally, this proteininvolves three main components:
N-terminal MH1 domain and C-terminal MH2 domain
linked by an intermedial region @. This region’s function
is to recognize the SMAD-binding element that can bind
DNA and interact with other SMAD protein through
MH1 domain @, To activate transcriptional activity, it
is necessary the presence of SMAD activation domain
located in C-terminal of the linker region ®.

This region owns phosphorylation spots for the mitogen-

activated protein kinase (MAPK) and the extracellular
signal-regulated kinases (Erk) . Additionally, it possesses
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spots of consent for kinases regulated by calcium and
one proline-tyrosine motif, that recognizes WW domains
for sumoylation and ubiquitination of SMADS (4).

The homozygous deletion in PC is present in
approximately 30% of the cases®. The repercussions
of SMAD loss starts in late stages of the neoplasia
and it is only histologically detectable in advanced
infiltrative stages .

In laterinvestigations, Wilentz and their team observed
a significant difference between low-grade and high-
grade neoplasms in PC by comparing histological
features labelled with monoclonal antibody Ffor
SMAD4 ®. They concluded that the loss of SMAD4
gene appearsin late stages of tumorigenesis and helps
the progress and tumour invasion at a histological
identifiable level @,

The SMAD4 protein

SMADS Family

SMAD4 is one of the eight members of the SMAD
family, which is divided into three sub-groups ". The
R-SMADS, sub-group also known as the receptor-
regulator SMADS which includes SMAD 1, 2, 3, 5 and
8 (M. The co-SMAD4 or just SMAD4 represents the
third group V. The last sub-group is the I-SMADS
that includes SMAD 6 and 7 which have inhibitory
functions (7,

The mechanisms of SMADS centres on the
phosphorylationandactivationthroughtransmembrane
serine-threonine receptor kinases responding to TGF-3
(M, SMAD4 can either form homomeric or heteromeric
complexes that interact with other activated SMADS,
leading to an accumulation in the nucleus, interfering
with the transcription of specific genes (",

SMADA4 protein location

The SMAD4 protein can move between the
nucleus and the cytoplasm ©'9, It can break
through the nuclear membrane in a spontaneous
process that is not dependent on TGF-B signalling
19 The immunohistochemistry mainly presents a
cytoplasmatic staining @19, However, if the gene
is intact, the nuclear staining can be used too @19,

In laboratory diagnosis, immunohistochemistry is a
useful method to distinguish between in situ and
invasive PDCA on biopsies samples of benign to
reactive pancreas ©'9. In benign lesions, the SMAD4
immunoexpression is still present ©19,




SMAD4 in pancreatic cancer

SMAD4 and the TGF-f pathway signalling

TGF-B is a major signalling pathway involved in PDCA
M. A previous study reported that increased levels of
TGF-B in the serum is an indicator of poor prognosis
related to a weak survival in unresectable tumour
cases®,

In a normal physiological response, SMAD4 interacts
with TGF-Bto preventtumorigenesis . This partnership
results in the blockade of mitogenic growth signals ®.
This blockade leads to the inhibition of cell proliferation
as well as the activation of programmed cell death via
apoptosis of the pancreatic cells ™. In other words, the
TGF-B/SMAD4 signalling pathway restores the balance
and homeostasis ensuring the tumour suppressive
environment @,

Inatumoralstate, the deleted SMAD4 associated with
a TGF- mutated pathway creates a deregulation of
the transcriptional phase boosting the proliferation
and the cell expansion of the malignant cells ©.

Levy et al. inhibited SMAD4 functions in cell lines
Colo-357 of pancreatic tumour using a tetracycline-
inducible smallinterfering RNA (2, They proved that
the loss of SMAD4 can stimulate tumorigenesis by
eliminating the normal TGF-B/SMAD4 pathway with
a tumoral suppressor role (12,

This pathway also controls the communication
between the tumour and the stroma (®. PDAC is
subcategorized into two main components: the
complete epithelial-mesenchymal transition (EMT)
and the partial EMT (3, It is suggested that the
last one may be a product of increased metastasis
rate 3, When TGF-B/SMAD4 is compromised, the
modulation of fibrotic response and intracellular
mechanisms suggests that this mutation promotes
the proliferation and changes the metabolic
programme in tumour microenvironment (3,

Therefore, SMAD4 have a dual mechanism in the
tumour, indicating the possibility to inhibit TGF-3 rather
than activating 9. Pre-clinical trials have revealed
a possible TGF-B inhibitor (Galuni-sertib) showing
efficacy when combined with chemotherapeutics .
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Besides, it is also known that SMAD4 down-
regulates the expression of proto-oncogene c-Myc
and up-regulates p15 and p21 (CDK inhibitors)
©, SMAD4 is also involved in various events like
apoptosis, angiogenesis, differentiation, and cell
cycle regulation ©.

SMAD4 and the tumour microenvironment

The tumour microenvironment (TME) is portrayed
as an important piece in the neoplasia progression
and cell growth, providing a suppressive ambience
(9 1t is formed by a dense stromal compartment
with cancer-associated fibroblast, blood vessels
and infiltrating immune cells 9. Patients diagnosed
with PDAC and complemented with a decidedly
immunosuppressive profile were more likely to have
a poor prognostic 12,

Wang et al, proved the existence of a significant
correlation between infiltrating immune cells in
the tumour microenvironment and the suppressive
genes like TP53; p16 and SMAD4 (9. They have
a specific influence on the overall survival and
in the relapse-free survival (RFS) (9. They used
different assays like immunohistochemistry and
quantification of gene expression which revealed
that SMAD4 performs animportant role in recruiting

and regulating infiltrating immune cells in the TME
(15)

SMADA4 in the PC development and progression
Three main neoplasia lesions have been described
by being potentially involved in the malignancy
progression defined as: pancreatic intraepithelial
neoplasm (PanIN), intraductal papillary mucinous
neoplasm (IPMN) and mucinous cystic neoplasm
(MCN) (7.19),

PanIN is the most frequent and the most well-known
neoplasia lesion (719, |t is divided into three main
categories: PanIN-1 which has no cellular atypia,
PanIN-2 lesion characterized by cellular atypia
and the papillary architecture 7', The PanIN-3
resembles to carcinoma in situ (78, It has been
reported that the loss of SMAD4 appears to be more
frequentin PanIN-3 and in PDAC when compared to
other types of pancreatic cancer (719,



It is important to consider that SMAD4 mutation
alone is insufficient for the development of PanIN-1
(718 Subsequently, the malignancy evolution is based
on several suppressing genes and pro-oncogenes
activation, providing a perfect genomic ambience for
tumorigenesis (719,

Clinicopathological parameters and therapy
strategies

The current treatment of pancreatic cancer is based
on surgery, chemotherapy, radiation and palliative
care, depending on the stage (9.

The final diagnosis is based on different parameters
like tumour stage including the T stage, the
presence of lymph nodes metastasis as well as
distant metastasis and other imaging exams @9, A
study revealed that the complementary analyses are
beneficial to establish a more accurate diagnosis 9.
Several therapeutical strategies, clinicopathological
analysis and laboratory parameters were evaluated
as potential prognostic factors compared with
short and long-term survival @@, The analysis
included increased levels of total bilirubin, higher
levels of CA19-9, advanced T stage, the existence
of lymph node metastasis and lack of surgical and
chemotherapy procedures ©?. They concluded that
evaluation of the prognostic factors was linked to
worse outcomes validating the importance of the
independent prognostic parameters @9,

Currently, the therapy strategies are applied based on
the differenttumoralstages®”.Inresectable tumours,
the gold standard is the surgery with adjuvant
chemotherapy (gemcitabine and capecitabine) @,
The neoadjuvant strategies are more applicable
to chemotherapy than radiation therapy in cases
of a borderline, locally advanced or unresectable
tumours. Nevertheless, more comprehensive studies
are needed in this field @".

For metastatic tumour, the FOLFIRINOX and nab-

paclitaxel-gemcitabine are used, presenting a better
rate of survival compared with monotherapy .
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SMAD4 and prognostic Factors

Throughout this review, it is understood that the loss
of SMAD4 cooperates with neoplasia progression
and promotion of tumour growth. Therefore, many
studies have been made to correlate the mutation
with clinical and prognostic parameters as well as
understanding its association with therapy responses.

A previous study compared the effectiveness of
treatment strategies for recurrent PDAC with the
SMAD4 genetic status by analysing recurrence
patternsand theirresponses to several therapeutical
strategies . Outcomes indicated that recurrence
patterns after pancreatectomy rely on SMAD4
genetic status @,

Later, Shin et al. studied 641 patients with recurrent
PDCA combined with chemotherapy as well as local
control @, They concluded that the inactivation of
the SMAD4 gene was a major parameter to predict
metastatic reappearance ©. Patients with an initial
loss of SMAD4 had a better response to intensive
local control of relapses, which was a major factor to
choose a higher effectiveness initial treatment for
recurrent PDAC @2,

In opposition, specialists in the field suggested that
negative SMAD4 pancreatic carcinomas have the
worst response to treatment for distant metastasis
@3 Therefore, chemotherapy is more suitable for
locally advanced PDAC @,

Since TGF-B/SMAD4 have a crucial role in carcinoma
progression, it is a great potential target for therapy
. Clinical trials in mouse models showed the
neutralized TGF-B type Il receptor (TBRII) could
decrease metastasis and tumour proliferation and at
the same time, it would increase apoptosis in PDAC
primary tumour @,

Prospective therapies

Despite some controversial studies, SMAD4 is
still a budding target for therapy @%. Thus, several
studies have been made to accomplish some novel
treatments @9,




In addition to TGF-B mutated pathway, there are
other altered pathways such as WNT/GSK3 and
ERK pathways @9, These alterations can boost the
glycogen synthase kinase 3 (GSK3) phosphorylation
resulting in protein degradation and the subsequent
loss of SMAD4 function @4, Later investigations
revealed that is possible to use a GSK3 inhibitor to
restore TGF-B pathway and stabilize SMAD4 @9,

Another investigation suggested that the detection
of this mutation may be helpful to stratify patients
for a better choice in the therapeutical protocols
@9 The researchers used screening methodologies
based on synthetic lethality to detected two
components named as UA62001 and UA62784 @9,
So that, they could target selectively the negative
SMAD4 cells @¥. The cells treated with UA62001
showed an interruption of the cell cycle during
phase S and G2 (mitotic phases) @4, Additionally,
the UA62784 component activated the CDK1 and
generated mitotic cell arrest and apoptosis @4,
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Conclusion

Despite all the improvements made in this topic,
therearestillsome uncertaintiesontherealinfluence
of SMAD4 loss of expression in clinicopathological
findings for pancreatic cancer. This reinforces the
need for new advances in this area. There are yet
many challenges ahead, such as the poor overall
survival associated with a late prognosis regardless
of the carcinoma stage.

Nevertheless, SMAD4 remains a potential biding
target fortherapy giving hope to future investigations
and optimistically bringing an upturn of the overall
survival for patients with pancreatic carcinoma.
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0,6 cm a primeira linha, num corpo de 12 pontos, com um
intervalo de 1,15 linhas e seis pontos depois do paragrafo.
Consoante o tipo de artigo proposto, deverdo ser
cumpridos os seguintes pressupostos (Introducao,
Material e Métodos, Resultados, Discussdo, Conclusao,
Bibliografia).

Os autores devem explicitar no capitulo “Métodos” que
a pesquisa foi conduzida dentro dos padroes exigidos
pela Declaracdo de Helsinquia e aprovada pela Comissao
de Etica da instituicdo onde a pesquisa foi realizada,
apresentando o respetivo parecer.

5. Titulos e Subtitulos

5.1 Titulos - Devem apresentar-se sequencialmente
numerados, sem avanco a primeira linha, num corpo
(tamanho) entre 14 e 16 pontos na fonte Trebuchet MS,
na sua variante negrita (bold) com um intervalo simples e
seis pontos depois do paragrafo.

5.2 Subtitulos - Devem apresentar-se sequencialmente
numerados, sem avanco a primeira linha, num corpo dois
pontos abaixo dos titulos, na fonte Trebuchet MS, na sua
variante negrita (bold) com um intervalo simples e seis
pontos depois do pardgrafo.

6. As tabelas, quadros, graficos e figuras

Limitadas a 8 no seu conjunto devem respeitar a seguinte
formatacao:

Os textos associados deverdo apresentar-se em Trebuchet
MS num corpo de 10 pontos, com a informacado do seu
ndmero em negrito e o resto do texto em regular, sem
avanco especial, entrelinha simples (10 pontos), 6 pontos
antes e 12 pontos depois do paragrafo. No caso dos
graficos e das figuras devem apresentar-se na base da
imagem, enquanto que as das tabelas devem surgir no
topo.

O corpo de texto deve ser escrito na fonte cambria num
corpo de texto de 10 pontos.

Devem ser enviadas no formato: JPEG 300 DPi (.Jpg),
devidamente colocadas e identificadas no texto e ainda
enviadas num ficheiro em separado no formato JPEG 300
DPi.

7. Bibliografia

Limitadas a 25 referéncias de preferéncias com menos
de 5 anos de publicacdo, devem cumprir as normas de
Vancouver ou APA.

Artigos com referéncias acima das 25 serdo analisados
pela Comissao de Editores.

Importante: Os textos devem ser editados em
processador de texto (Word da Microsoft®)








