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EDITORIAL / EDITORIAL

Algumas reflexoes sobre a
infecgao por VIH no contexto
econdmico actual

/ Prof. Doutor Rui Sarmento e Castro Segundo um relatorio recente do Infarmed o consumo de medicamentos em meio hospitalar,

Centro Hospitalar do Porto, unidade de Joaguim Urbano em 2010, foi de cerca de 993 milhdes de euros e estima-se que ultrapasse os mil milhdes de
euros em 2011, a manter-se o crescimento de gastos de 2,7% registado até Setembro deste ano.
Cerca de 18,2 % dos custos em medicamentos de 2010 (181 milhGes de euros) corresponderam
ao uso de anti-retroviricos. Se se mantiver a variacdo homologa para os periodos de Janeiro a
Setembro de 2010 e de 2011, consumiremos este ano 208 milhdes de euros em anti-retroviricos,
um aumento de 13,7% em rela¢do ao ano anterior.

A situacdo de crise econdmica que enfrentamos impde a todos, politicos e técnicos, uma
reflexdo ponderada e responsavel sobre as medidas que devemos tomar para inverter a
subida dos custos, combatendo o despesismo e o desperdicio.

0 aumento de custos ao longo dos anos ¢ justificado pelo elevado preco dos farmacos,

hoje em dia, sem duvida, muito eficazes, e ainda pelas elevadas taxas de transmissao da
infeccdo que mantemos e pelo caracter cronico que a doenca adquiriu, que leva ao aumento
continuado e progressivo do numero de individuos em tratamento.

A contencéo de custos ¢ dificil mas com o empenhamento de todos sera possivel.
Permitam-me, contudo, sublinhar que este designio ndo podera, em nenhum momento, por
em causa a acessibilidade dos doentes aos cuidados de saude e, muito menos, a qualidade
do servico que vimos prestando. Estou convencido que saberemos tratar bem os doentes
mas com menores custos.

Propostas para reducdo de gastos a curto prazo
a) Negociagdo com as empresas farmacéuticas:

A negociacdo dos precos dos farmacos ¢ uma medida muito importante para a redugao

dos custos. Para se conseguir viabilizar esta proposta sera importante criar um 6rgao para
negociacdo a nivel nacional dos precos dos anti-retroviricos ou aproveitar a experiéncia dos
Servicos Partilhados do Ministério da Saude, EPE. Neste caso achamos essencial que estes
servicos sejam assessorados por um médico e um farmacéutico com boa experiéncia na area
do VIH.

b) Genéricos:

0 uso de genéricos, ou das moléculas originais a preco mais baixo, pode contribuir para a
reducdo dos gastos em ARVs.

¢) Recomendacdes para a prescricdo de anti-retroviricos em primeira linha:

Diversas organizacdes internacionais e a Coordenagao Nacional para a Infeccdo VIH/SIDA
elaboraram recomendacdes para o tratamento do VIH em primeira linha. Apesar disso, estas
indicacoes ndo sdo muitas vezes sequidas, particularmente em Servicos mais pequenos e/
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ou com menor experiéncia. 0 ndo cumprimento dessas normas

leva, muitas vezes, a prescricdes incorrectas que, por sua vez, vdo
implicar a necessidade de uso de farmacos de "2.2 linha", geralmente
bem mais onerosos.

As recomendacoes da European AIDS Clinical Society (EACS), ou
mesmo as da Coordenacdo VIH, parecem ser consensuais no nosso
pais. Dai que se proponha que sejam adoptadas como guia para a
prescricdo obrigatoria em Portugal.

De acordo com essas "guidelines” é recomendado o tratamento
de todos os doentes sintomaticos e os com contagens de
linfocitos CD4 inferiores a 350/mm3. Serdo também tratados,
independentemente da contagem de CD4, os doentes com
condi¢cées bem definidas em tabela publicada pela EACS.

Quanto aos farmacos a usar, tendo em conta a eficacia e os custos,
serd recomendado o uso, em primeira linha, de dois nucleosideos e um
nao nucleosideo. O uso de inibidores da protease ou de inibidores da
integrase deve ser considerado, em primeira linha, quando justificado.

d) Prescricdo de farmacos a doentes em tratamento ou previamente
tratados:

1. Nos doentes em tratamento, com carga virica indetectavel, é
muitas vezes necessario alterar os regimes por intolerancia
ou efeitos adversos. Noutros doentes o elevado numero de
tomas efou de comprimidos sugere a utilizaco de esquemas
de tratamento mais simples. Estas alteracdes devem ser feitas
tendo o cuidado, de ndo incrementar os custos do tratamento.

N

. Nos doentes em faléncia da terapéutica ha que avaliar
os factores que contribuiram para o insucesso (regimes
inadequados, problemas de absorgéo, intolerancia, ma
adesdo...) O reinicio do tratamento destes doentes pressupde a
realizacao prévia de teste de resisténcia que, na nossa opiniao,
so deve ser feito aos doentes que apresentaram adeséao
superior a 75% nos levantamentos dos farmacos na Farmacia
Hospitalar. Os esquemas de segunda linha devem ser sempre
discutidos e autorizados pela Direccdo do Servico.

3. E frequente o aparecimento em consulta de doentes que, sem
justificacao, abandonaram o tratamento por periodos mais
ou menos longos de tempo. Julgamos que, em tais casos, a
terapéutica so deve ser reiniciada varios meses depois e apos
longo periodo de esclarecimento e de preparacéo do doente
para um tratamento correcto.

4. Para grupos com maiores dificuldades de adesdo aos tratamentos,
nomeadamente toxicodependentes a usar metadona, individuos
com graves problemas sociais ou de integracdo, devem
implementar-se programas especificos que concentrem a
distribuicao de farmacos e de cuidados num so local.

e) Distribuicdo e controlo dos farmacos:

Um aspecto importante do controlo de custos e de combate ao

desperdicio passa pelo registo rigoroso da dispensa dos medicamentos.

Este registo permite a avaliagdo da adesdo aos levantamentos e
impede duplicacdes. Pensamos que apesar de a medicagao dever ser
prescrita para o periodo entre consultas o levantamento dos farmacos
deve ser mensal (receita para trés meses) excepto para doentes que
vivam, por exemplo, a mais de 50 Km do Hospital.

f) Formacéo dos profissionais:

0 cumprimento e empenhamento dos profissionais é absolutamente
necessario para o éxito da contencao de despesas. Uma boa
preparacao dos profissionais € indispensavel para evitar erros que se
transfomardo, a médio prazo, em custos elevados (internamentos,
uso de tratamentos mais caros...).

Por isso, julgamos que o Ministério da Saude, em colaboragdo

com a Ordem dos Médicos e, particularmente, com a Associacdo
Portuguesa para o Estudo Clinico da SIDA (APECS), deveria
promover a realizacao anual de um Curso de Formacao em VIH/
SIDA. No prazo de cinco anos todos os prescritores (ou candidatos)
deveriam frequentar esse curso e, dessa forma, obter certificacéo
para o tratamento destes doentes.

g) Controlo das decisdes implementadas:

As Direcgdes dos Servicos e as Direcgdes Clinicas dos Hospitais devem
ser envolvidas e responsabilizadas pelo bom cumprimento das normas
decididas. Para isso, € importante que em cada Hospital existam
bases de dados que permitam o controlo, a cada momento, ndo so da
produgdo mas, sobretudo, da qualidade do trabalho realizado.

A nivel nacional (ou por ARS) deveria ser criada uma estrutura
de coordenacdo, aconselhamento e monitorizacdo das medidas
decididas centralmente.

Reducdo de gastos a médioflongo prazo

A reducio de custos a médiof/longo prazo passa fundamentalmente
pela prevencao.

A este respeito proporiamos uma maior acessibilidade a realizagdo
do teste de deteccdo da infeccdo. Esta medida, apesar de envolver
algum custo imediato, contribuira para a redugao das taxas de
transmissao da infeccdo e para poupanca significativa no futuro.

As campanhas de prevencao/informacao continuam a ser
importantes. Desde logo, pensamos que deve ser dada grande
atencdo aos adolescentes e a alguns grupos mais expostos como
emigrantes, reclusos, toxicodependentes e homossexuais. Para estes
grupos ha que desenhar estratégias conducentes a redugao das
taxas de transmissao.

Porto, 07 de Novembro de 2011
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Uncertainties in the
diagnosis and treatment
of neurosyphilis: seven
questions, seven
discussions

/Resumo

A neurossifilis continua a constituir um enorme desafio para o clinico. Aspectos
pertinentes continuam a ser alvo de discussao, tal como a invasao do sistema
nervoso central (SNC) pelo Treponema pallidum, a interpretagao dos testes
seroldgicos, as indicagdes para puncao lombar, os critérios de diagndstico e

o papel de métodos ndo convencionais no mesmo, o tratamento e 0s critérios
de cura. Em paralelo, a pandemia da infec¢ao pelo virus da imunodeficiéncia
humana (VIH) levantou novas questdes relacionadas com a evolugao da doenga
treponémica nestes doentes, particularmente na sua forma neurolégica.
A'sifilis classifica-se como precoce nos dois primeiros anos da infecgdo e tardia a
partir deste periodo. A invasao do SNC pelo Treponema pallidum pode ocorrer em
qualquer uma das fases, estimando-se que aconte¢ca em 40% dos casos e possa
ter um curso sintomatico ou assintomatico.

A decisao de realizar pung¢ao lombar em individuos assintomaticos ou sem
manifestagdes sugestivas de doenga neuroldgica é controversa. Actualmente, a
presenca de factores associados a maior probabilidade de invasao e progressao
da doenga no SNC assumiu um papel importante na decisdo de realizar o
procedimento, em detrimento da definigdo temporal do estadio da infecgao.

0 estudo do liquido cefalorraquidiano (LCR) assume particular relevancia nos
doentes infectados pelo VIH, dada a maior probabilidade de invasdo do SNC pela
espiroqueta e menor capacidade de resolugao espontanea da infecgao.

0 diagnéstico de neurossifilis depende da conjugac¢do de manifestagdes clinicas,
testes serolégicos e estudo do LCR. Um titulo de VDRL positivo no liquor permite
estabelecer o diagndstico. Contudo, dada a baixa sensibilidade do teste neste
liquido bioldgico, é necessario recorrer frequentemente a outros testes, como a
demonstragao da produgao intratecal de imunoglobulinas. Os testes de biologia
molecular assumem, ainda, um papel experimental.

A penicilina G é o antibiético de eleicdo no tratamento da neurossifilis. A eficacia
de outros farmacos, utilizados nomeadamente em doentes alérgicos, nao esta
completamente estabelecida. 0 seguimento dos doentes apds o tratamento
baseia-se no estudo periddico do LCR e do titulo sérico do RPR/VDRL, ndo
existindo, contudo, testes definidores de cura.
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Os autores fazem uma revisao e discussao dos aspectos mencionados acima de
acordo com os dados mais recentes da literatura.

Palavras-chave: I pallidum, neurossifilis, pungdo lombar, VDRL, infecgdo por VIH.

/ Abstract

Neurosyphilis remains a huge challenge for the physician. Relevant issues are still
on discussion, such as the neuroinvasion by Treponema pallidum, interpretation of
serological tests, indications for lumbar puncture, diagnostic and cure criteria and
the role of unconventional methods. Moreover, human immunodeficiency virus
[HIV] infection pandemic has raised new questions regarding treponemal disease
progression, particularly in the central nervous system (CNS].

Syphilis is classified as early or late according to whether diagnosis is made
before or after two years from infection onset. The neuroinvasion by T. pallidum
can happen at any stage, is estimated to occur in 40% of cases and may have a
symptomatic or asymptomatic course.

The diagnosis of neurosyphilis depends on the combination of clinical
manifestations, serological tests and evaluation of CSF. The decision to perform a
lumbar puncture in asymptomatic individuals or patients without clinical evidence
of neurological disease is controversial. Currently, the presence of factors
associated with increased likelihood of CNS invasion and disease progression play
a major role in the decision to perform the procedure.

The cerebrospinal fluid (CSF) study is particularly relevant in patients infected with
HIV because of the greater likelihood of CNS invasion by T. pallidum and lesser rate
of spontaneous resolution.

A positive CSF VDRL establishes the diagnosis of neurosyphilis, however, due to its
low sensitivity it is often necessary to resort to other tests, like demonstration of
intrathecal production ofimmunoglobulins. Molecular diagnosis is still experimental.
Penicillin G remains the antibiotic of choice in the treatment of neurosyphilis. The
effectiveness of other drugs, particularly used in allergic patients, is not fully
established. Patient follow-up is based on periodic CSF evaluation, and serological
VDRL/RPR titer, but there isn’t a definitive test to prove cure.

The authors review and discuss the aspects mentioned above according to latest data.

Key-words: T.pallidum, neurosyphilis, lumbar pucture, VORL, HIV infection.

/ Introducgao

A sifilis € uma doenca infecciosa cronica causada pelo Treponema pallidum sp. pallidum
transmitida habitualmente por contacto sexual ndo protegido com lesées ou fluidos
corporais infectados. Menos comum € a sua transmissao por via vertical e, mais raramente,
por via transfusional ou pungdo com instrumentos contaminados.

Ainfeccdo ¢ classificada em congénita ou adquirida, sendo esta ultima dividida em sifilis
recente ou tardia, dependendo do tempo decorrido entre a aquisicdo da infeccdo e a
manifestacédo clinica ou deteccdo de teste seroldgico reactivo. A definicdo ¢, no entanto,
variavel de acordo com as entidades reguladoras. Assim, considera-se sifilis recente aquela



com menos de um ano (European Center for Disease Control and Prevention - ECDC) ou
menos de dois anos (Organizagdo Mundial de Saude - OMS), e sifilis tardia quando a infecgdo
tem provavelmente mais do que este intervalo de tempo." A sifilis recente inclui as formas
primaria, secunddria e latente precoce da infeccdo. A sifilis tardia, por sua vez, engloba as
formas latente tardia (se adquirida ha mais de um ano) e a sifilis terciaria.”

OT pallidum apresenta neurotropismo, por um mecanismo ainda ndo identificado, embora
com base em estudos animais, se admita que lipoproteinas semelhantes as Vsp-OspC

da Borrelia, sejam facilitadoras da entrada da espiroqueta no sistema nervoso central e
obstaculos ao desenvolvimento de resposta imunolégica contra o microrganismo.?

A invasao do sistema nervoso pode ocorrer em qualquer uma das fases descritas anteriormente.

/ 1. “A histéria natural da sifilis ndo tratada é evolugao para neurossifilis?”

0 tempo de incubacdo da infeccéo é variavel, estimando-se entre 14 e 21 dias (extremos de
3 e 90 dias).> A sifilis primaria esta frequentemente associada a presenca de lesdo muco-
cutanea no local de inoculacdo, habitualmente, genito-anal ou oral, denominada cancro duro.

A evolucdo para sifilis secundaria € esperada cerca de 2 a 8 semanas ap0s 0 aparecimento
do cancro duro e caracteriza-se por eritema maculo-papular polimorfico, nao vesicular, com
atingimento palmo-plantar tipico, documentado em cerca de 50-80% dos doentes.’

Durante estas fases, ocorre um periodo de espiroquetemia muito significativo, com invasdo
inicial do SNC em cerca de 40% dos casos, habitualmente, de resolugdo espontanea.’?

Segue-se a fase de sifilis latente, que assenta no diagndstico seroldgico e em que a maioria
dos doentes permanece por periodo indefinido.

A persisténcia de infeccdo no SNC é responsavel pelos quadros de meningite sifilitica,
sintomatica ou assintomatica, definidos como neurossifilis precoce. Mesmo na auséncia de
tratamento, a maioria dos doentes apresenta resolucdo espontanea, ainda que dependente
da resposta imune individual. No entanto, cerca de um terco dos doentes evolui para sifilis
terciaria, que inclui alteracées meningovasculares e parenquimatosas, sintomaticas ou
assintomaticas, designadas por neurossifilis tardia.?

A histéria natural da sifilis ndo tratada apresenta algumas particularidades na populacdo
de doentes infectados por VIH, destacando-se a maior frequéncia de meningite sifilitica
aguda nos estadios iniciais, com persisténcia do T. pallidum no SNC, e a particular
incidéncia de doenga ocular neste grupo.*®A progressao para doenca tercidria deve ser
considerada mais precocemente nestes doentes, sendo que mais de 50% tém neurossifilis
no primeiro ano apos a infeccdo, intervalo de tempo tendencialmente mais curto nos
doentes sintomaticos.

Em estudos recentes, apuram-se como factores preditivos de evolugdo para neurossifilis,
entre outros, 0 sexo masculino, uma contagem de linfocitos TCD4+ <350 cél/ul no momento
do diagnostico e titulo sérico de RPR/VDRL =1:32."* A infeccao por T. pallidum esta também
associada a diminuicdo transitéria da contagem de linfocitos TCD4* e aumento da carga virica
do VIH, desconhecendo-se o seu significado na historia natural da infeccéo. A utilizagao de
terapéutica anti-retroviral combinada (TARVc) estd associada a reducéo do risco de progressao
para neurossifilis em 65%.3

/ 2. Que testes seroldgicos estao disponiveis?

Os testes seroldgicos sdo a principal sustentacdo diagnostica de sifilis activa em adultos, mas,
a sua interpretacdo €, muitas vezes, dificil. Os titulos so serdo comparaveis se se utilizarem os
mesmos testes e técnicas laboratoriais, idealmente no mesmo laboratorio.

105

Testes ndo-treponémicos: RPR (Rapid
Plasma Reagin) e VDRL (Venereal Disease
Research Laboratory). Os titulos ndo
treponémicos atingem o seu valor mais
elevado durante a fase de sifilis secundaria,
diminuindo de forma gradual e podendo,
inclusivamente, negativar em 20-25% dos
doentes com sifilis latente tardia ndo-
-tratada. Titulos de RPR/VDRL = 1:32 indicam
doenca activa, enquanto titulos < 1:8 podem
persistir durante anos apos resolu¢do
espontanea ou terapéutica da infeccao.

No entanto, em qualquer circunstancia,

um titulo de RPR/VDRL < 1:32 n&o exclui
infeccdo activa."® Deve sublinhar-se que
varios estudos apontam que um teste

ndo treponémico sérico consistentemente
negativo podera excluir neurossifilis.

Titulos baixos e ndo persistentes podem,
frequentemente, corresponder a falsos
positivos, como outras infecgdes (outras
espiroquetas), doencas auto-imunes,
infeccdo por VIH, idade avancada e/

ou gravidez. Os falsos negativos séo
explicados pelo fendmeno prozona,
estadios tardios de sifilis com ou sem
tratamento e/ou infeccdo por VIH.

Testes treponémicos: TPHA (T. pallidum
Haemagglutination Assay); FTA-abs
(Fluorescent Treponemal Antibody
absorption) e EIA (Treponemal Enzyme
Immunoassay). O EIA detecta 1gG e IgM
totais anti-Treponema, sendo automatico,
igualmente sensivel e mais especifico que o
TPHA e o FTA-abs!

Os testes treponémicos persistem positivos
durante toda a vida na grande maioria dos
€asos, com ou sem tratamento. A presenca
de doencas auto-imunes, gravidez, infeccdo
por VIH efou utilizacdo de substancias ilicitas
por via parentérica podem resultar em falsos
positivos. Durante o periodo janela, de 2 a 4
semanas apos a inoculagao do T. pallidum, os
testes treponémicos podem ser falsamente
negativos. Um teste treponémico positivo
isolado pode significar: resultado falso
positivo; sifilis no passado, com resolucéo
espontanea ou apds tratamento; sifilis com
teste ndo-treponémico falso negativo.

O rastreio de sifilis era previamente baseado
na realizacao de um teste nao-treponémico,
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QUADRO | - INDICES BASEADOS NA PRODUGAO INTRATECAL DE

IMUNOGLOBULINAS *

indice de 19G (=0,7)

IgG total LCR (mg/L) x albumina sérica (mg/L)

lgG total sangue (mg/L) x aloumina LCR (mg/L)

indice de IgM (=0,1)
IgM total LCR (mg/L) x albumina sérica (mg/L)

IgM total sangue (mg/L) x albumina LCR (mg/L)

indice de ITpA (>3) (devem ser excluidas alteragées da BHE
através do quociente de albumina®)

TPHA LCR x IgG sérica (mg/L) x 0,1
TPHA sérica x lgG total LCR (mg/L)

indice de TPHA (Vienna 2000)
(70-500 provavel;> 500 diagndstico)

TPHA (LCR)/quociente de albumina®

* [albumina LCR (mg/L)/albumina sérica (mg/l)] x 103 (quando > 7,8 indica disfungio da BHE)

QUADRGO Il - CRITERIOS DE FALENCIA AO TRATAMENTO

DA NEUROSSIFILIS ?

Critérios de Faléncia Terapéutica

* Manifestacées de sifilis ou progresséo

1.Clinica de doenca:
* Falha na descida da pleocitose
aos 6 meses
2.Perfil do LCR ou
normalizacdo do perfil do LCR até
a0s 2 anos;

e Falha na descida do titulo sérico RPR/
VDRL 4 vezes até 1 ano ap6s
o tratamento;
3.Titulos séricos * Qualquer subida do titulo sérico RPR/
ndo treponémicos VDRL = 4 vezes nos 30 dias apos
tratamento;
e Titulo sérico RPR/VDRL persistentemente
> 1:64.

de elevada sensibilidade, que se positivo era sucedido da execucdo

de um teste treponémico confirmatorio. No entanto, recomendacées
recentes da International Union against Sexually Transmitted
Infections (IUSTI, 2008) preconizam, em paises de baixa prevaléncia

de sifilis, a realizagdo de rastreio com teste treponémico (EIA ou TPHA)
inicial. Caso este seja positivo, a confirmagao € feita com outro teste
treponémico, sequido da determinacéo do titulo de teste nao-
-treponémico na mesma amostra. Este algoritmo permitira diminuir os
casos falsos positivos e falsos negativos dos testes ndo-treponémicos,
estratégia esta mais custo-eficaz.'®

Os principios gerais da interpretacdo dos testes seroldgicos nos
individuos com infec¢do por VIH devem ser idénticos aos restantes
doentes.® Nesta populagao, os titulos de testes nao-treponémicos
podem ser superiores aos esperados, podendo ocorrer o fenomeno
prozona, uma causa de teste falsamente ndo-reactivo.* Também

0s casos falsos positivos, resultantes da hipergamaglobulinemia
policlonal associada ao estado de inflamacédo cronica, séo mais
frequentes nestes doentes, podendo atingir 11%.°

A evolucdo seroldgica dos testes treponémicos nesta populacdo ¢
variavel, podendo a descida dos titulos ser mais demorada. Testes
treponémicos negativos em doentes com historia clinica suspeita
de sifilis devem ser repetidos com outro teste treponémico ou com
recurso a outros testes diagnosticos (microscopia de campo escuro,
PCR de T. pallidum em bidpsias de lesdes).?

/ 3. Quando realizar pungao lombar?

A existéncia de manifestacdes clinicas sugestivas de envolvimento
neuroldgico (disfuncdo de pares craneanos, meningite aguda ou

crénica, enfarte, perturbacdo do comportamento de instalacéo

aguda ou cronica, disfuncdo cognitiva, alteracdo da sensibilidade
vibratdria), oftalmoldgico (irite, uveite, retinite, nevrite dptica) ou
otoldgico constitui indicacdo para a realizacdo de pungao lombar,
independentemente do titulo sérico de RPR/VDRL."” Da mesma forma,
na presenca de doenga terciria noutras localizagdes (aortite; gomas)
deve ser sempre excluido atingimento do SNC.'” Pela possibilidade do
SNC ser um "santuario” da infec¢do, a partir do qual podem ocorrer
recidivas, o procedimento deve ser sempre realizado quando ocorre
faléncia seroldgica ap6s o tratamento de qualquer forma de sifilis.”

Estudos recentes sugerem a realizacao de pungdo lombar, em
qualquer estadio da infecgdo, sempre que o titulo do teste ndo
treponémico seja = 1:32, pela maior associagdo com doenca do
SNC, ainda que esta medida ndo esteja, até a data, preconizada em
recomendacdes técnicas.?’

Nos doentes com infeccdo por VIH, a progressao da doenca

no SNC, em estadios iniciais da sifilis, levanta questées sobre a
necessidade de excluir sempre neurossifilis, mesmo em individuos
sem manifestacdes sugestivas de envolvimento neuroldgico e
independentemente do titulo sérico do teste ndo treponémico.
Algumas entidades recomendam o estudo do LCR em todos

os doentes com infeccdo por VIH e sifilis latente ou sifilis de
duracédo indeterminada, mesmo com titulos baixos do teste ndo
treponémico. Contudo, alguns autores argumentam que esta
medida pode levar a realizacdo excessiva de puncgdes lombares,
grande parte das quais desnecessaria.?

Outros autores sugerem a realizacdo do procedimento nos estados
iniciais, antes do tratamento. Caso existam alteracées no estudo do LCR,
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ainda que ndo preencham critérios de neurossifilis, deve ser efectuada
repeticao do estudo aos 6 meses, no sentido de avaliar a evolucdo dos
parametros alterados. Outra proposta apresentada ¢ a realizacdo de
puncao lombar 6 meses apds a terapéutica dos estadios iniciais, para
identificar doentes com potencial de recidiva a partir do SNC2

Entre os factores possivelmente associados a progressao da sifilis no
SNC, em qualquer estadio da infeccdo, e cuja robustez permita evitar

a realizacdo excessiva de puncdes lombares, sem excluir casos de
neurossifilis, o titulo do teste ndo treponémico =1:32 efou células TCD4
<350/uL, séo apontados como 0s mais robustos.2541

/ 4. Quais os critérios de diagndstico de neurossifilis?

0 estudo do LCR deve contemplar o exame citoquimico, com
contagem diferencial de células, aplicacao de testes treponémicos
e ndo treponémicos e doseamento de albumina e imunoglobulinas.
Pelo risco de prejudicar a interpretacdo dos resultados, € muito
importante que a puncao lombar ndo seja traumatica, evitando

a contaminacédo do LCR com sangue periférico, o que se admite
quando a contagem de eritrdcitos ¢ superior a 0,001/mm.2*

Ainterpretacéo dos testes serologicos ¢ distinta no LCR e no sangue.

Em relacdo aos testes ndo treponémicos, alguns autores sugerem
que o RPR pode ser utilizado de forma idéntica ao VDRL no
diagndstico.” Estes testes tém especificidade proxima de 100%

e quando positivos constituem um critério de diagnostico
independente de neurossifilis. Contudo, a sua sensibilidade pode ser
baixa, 30-75% de acordo com os estudos, e um resultado negativo
nao permite excluir o diagnostico.?™™® Deve salientar-se que nao
parece haver correlacdo entre o titulo sérico e no LCR.

.-:;.\
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Sempre que os testes ndo treponémicos sao negativos no LCR, o
diagnostico de neurossifilis pode ser estabelecido com a conjugagao
de reactividade dos testes treponémicos, alteracdes no estudo
citoquimico do LCR, com ou sem demonstracao de produgao
intratecal de imunoglobulinas.'

Pela sua sensibilidade elevada, um valor de TPHA/FTA-abs no LCR
pode representar um falso positivo e ndo permite estabelecer

o diagndstico, ainda que um titulo de TPHA >1:320 seja muito
sugestivo de neurossifilis. Um valor negativo torna esta hipotese de
diagnostico pouco provavel."?

0 exame citoquimico do LCR revela habitualmente pleocitose a

custa do aumento de células mononucleadas, com contagem de
leucocitos entre 10-100 céls./ul (predominantemente linfocitos),
hiperproteinorraquia de 50-100 mg/dL e ligeira diminuicéo da
concentracgdo de glicose em 45% dos casos.” Pleocitose mais elevada
e aumento significativo dos niveis de proteinas totais observam-se
sobretudo na meningite e na meningovasculite sifilitica.” Por outro
lado, quando ocorre envolvimento isolado de um nervo craneano e
nas situacoes de neurossifilis tardia sequelar, particularmente quando
predomina o componente parenquimatoso (ex. tabes dorsalis), pode
n&o existir pleocitose efou hiperproteinorraquia.”

Ainfeccao por VIH pode ser responsavel, per se, por aumento da
celularidade e da proteinorraquia, embora valores de pleocitose
= 20 céls/ul e proteinas = 50 mg/dL estejam mais provavelmente
relacionados com a presenca da espiroqueta do que com a
infeccdo viral.’®

Além da avaliacdo quantitativa, € importante a avaliacdo qualitativa
das proteinas no liquido cefalorraquidiano. Em 50-100% dos
doentes com neurossifilis ocorre sintese intra-tecal de anticorpos,



10 RPDI
Setembro > Dezembro 2011/ Vol. 7 > N.°3

principalmente imunoglobulina G, o que
reflecte inflamacéo local.” A utilizacdo de
testes baseados na producdo intra-tecal
de anticorpos, apos excluséo de alteracoes
da barreira hematoencefalica através

do quociente de albumina, tornou-se
complementar aos exames laboratoriais
mencionados anteriormente. Sao utilizados
os indices de 1gG, IgM, ITPA (Intrathecal

T. pallidum Antibody Index) e de TPHA
(Vienna 2000). "7 (Quadro 1)

0 indice de TPHA (Vienna 2000) apresenta
sensibilidade e especificidade de 98-1009%,
e, segundo alguns autores, tem valor
diagnostico superior ao VDRL, podendo
ser utilizado como critério isolado para o
diagnostico.012

Todos os critérios de diagndstico citados
acima carecem de estudos na populagao
de doente com infec¢do por VIH.™®

/5. Utilidade dos métodos nao
convencionais no diagndstico de
neurossifilis?

Os testes laboratoriais disponiveis nem
sempre permitem estabelecer o diagnostico
de neurossifilis de forma robusta. Acresce

a existéncia de casos documentados de
doentes com manifestagdes neuroldgicas
associadas a RPR/ VDRL sérico reactivo e
estudo do LCR normal, mas que melhoraram
apds terapéutica com penicilina G
(benzilpenicilina) endovenosa.

A aplicacao de técnicas de biologia
molecular como a Polymerase Chain
Reaction (PCR) evidenciou-se no diagndstico
directo de sifilis primaria, nomeadamente

a partir de amostras biologicas, como o
raspado de lesdes, com bons resultados.”

A sua utilizagdo aplicada a amostras como
o LCR ¢ ainda escassa e precisa de ser
aperfeicoada. Os resultados obtidos estao
limitados a séries com numero reduzido de
doentes e variam de acordo com o estadio
da infeccdo e técnica e método utilizados
(diferentes primers).20%!

A PCRnao permite distinguir entre
organismos viaveis e ndo viaveis, o que pode
dificultar a interpretagao dos resultados. A
técnica esta ainda sujeita a condicionalismos

antes e durante a sua execucéo, o que pode
invalidar os resultados, nomeadamente
degradacao do acido desoxirribonucleico da
espiroqueta durante o armazenamento dos
produtos bioldgicos, presenca de inibidores e
contaminagdo das amostras.”®

Em relacdo aos doentes com infeccdo por
VIH, os estudos mostram que a prevaléncia
de resultados positivos ¢ idéntica a da
populacdo geral, nos diferentes estadios
de sifilis.

Em situacées em que a PCR para T. pallidum
no LCR ¢ positiva e o restante estudo do

LCR é normal ou, estando alterado, ndo
cumpre os critérios de neurossifilis, a decisédo
de tratar o doente ¢é dificil e controversa.
Contudo, o tratamento de individuos

com infeccao por VIH € aceitavel, tendo

em vista a maior dificuldade em eliminar,
espontaneamente, a espiroqueta do SNC.

A PCR ndo deve ser utilizada no controlo
apos o tratamento, pois os resultados
podem permanecer positivos durante anos.?

A proteina tau (t) pode ser doseada no

LCR e encontra-se aumentada em diversas
situacdes como na doenca de Alzheimer,
acidente vascular cerebral agudo, encefalite
e doenca de Creutzfeldt-Jakob, sendo

um marcador de degeneracio neuronalf
dano neuronal ou axonal. As diferentes
concentracdes podem indiciar diferentes
patologias e um valor > 300 pg/mL esta
habitualmente associado a doenca de
Alzheimer. Num estudo recente, um valor
> 300 pg/mL mostrou uma sensibilidade de
83% e uma especificidade de 94% para o
diagnostico de neurossifilis.®

Em suma, os métodos ndo convencionais
assumem, de momento, um papel
experimental no diagnostico de
neurossifilis, sendo necessarios mais
estudos para que possam ser incluidos
no conjunto de exames iniciais solicitados
perante a suspeita de neurossifilis.

/ 6. Qual o tratamento da
neurossifilis?

O T pallidum é extremamente sensivel
a penicilina G, que continua a ser o
tratamento de escolha para todas as fases

e localizacdes de sifilis. No entanto, a
espiroqueta tem a capacidade de integrar
plasmideos que configuram resisténcia ao
farmaco, ainda que muito pouco frequentes.
Por outro lado, a penicilina G benzatinica
nao atinge as concentracdes treponicidas
desejadas no SNC, pelo que o seu uso no
tratamento da sifilis latente tardia ndo evita
a progressao de doenca no SNC.*

Assim, € pertinente discutir as
recomendacdes terapéuticas na neurossifilis.

Esquema de tratamento de primeira linha:

® penicilina G aquosa cristalina, 18 a 24
MU/dia; 3-4 MU de 4/4h ou infusdo
continua, IV; 10 a 14 dias (2070 STD
Treatment Guidelines, CDC 2010).

® penicilina G aquosa cristalina, 12 a
24 MU/dia; 3 a 4 MU de 4/4h, IV; 18 a
21 dias (European Guidelines On the
Management of Syphilis 2008).

® penicilina G procainica, 1,2-2,4 MU
[dia, intramuscular associada a
probenecid 500 mg de 6/6h, via oral;
10 a 17 dias (European Guidelines On
the Management of Syphilis 2008).
No entanto, a interacgéo entre
probenecid e penicilina, pode resultar
na acumulacao de penicilina no
parénquima cerebral.

Esquema de tratamento alternativo:

e ceftriaxona, 2q /dia, IV/IM, durante
10-14 dias.

Este farmaco apresenta uma boa ac¢do
treponicida e penetracdo no SNC. No entanto,
S80 escassos 0s estudos que demonstram

a sua eficacia e tem sido documentado

maior numero de faléncias terapéuticas nos
doentes coinfectados por VIH que fizeram
este regime de tratamento."'®

Esquema de tratamento em doentes
alérgicos a penicilina/ beta-lactdmicos:

e doxicilina, 200 mg de 12/12H PO,
durante 28 dias.

Apesar de algumas incertezas quanto as
concentragdes de doxiciclina atingidas no
LCR, as faléncias terapéuticas sdo raras.



0 grau de evidéncia (IV C) de tratamento
de neurossifilis com de regimes ndo-
-penicilinicos € fraco, pelo que alguns
autores recomendam dessensibilizacdo de
todos os doentes alérgicos a penicilina."®

Esquema de tratamento em gravidas:

devem ser tratadas com benzilpenicilina. Em
caso de alergia a penicilina/beta-lactamicos,
devem realizar dessensibilizagdo, em regime
de internamento."®

Possiveis reacgdes ao tratamento
com penicilina:

A reaccdo de Jarisch-Herxheimer,
caracterizada por doenca febril aguda com
cefaleia, mialgia e calafrio, ocorre entre 2 a
24 h apos inicio de terapéutica. Esta reaccdo
¢ mais frequente na sifilis precoce e entre

os doentes infectados por VIH (22% vs 12%
dos doentes sem infecgdo por VIH), mas mais
grave nos casos em que existe envolvimento
neuroldgico/oftalmico e na gravidez.!

A reaccdo procainica, também chamada
de psicose ou mania procainica, decorre
da administra¢do inadvertida de penicilina
procainica por via endovenosa, com
constatacdo imediata de quadro de
alucinacées, cuja duracéo € inferior a 20
minutos.

Deve ser sempre excluido choque
anafilactico, dada a implicacdo de medidas
terapéuticas emergentes.

/7. Como é feito o seguimento dos
doentes apds o tratamento?

0 seguimento dos doentes apos tratamento
baseia-se no estudo periddico do LCR e do
titulo sérico ndo treponémico (RPR /VDRL).
A normalizacdo do perfil citoquimico do
LCR depende do estadio de doenca e dos
parametros do LCR pré-tratamento, sendo
a reversao da pleocitose tanto mais rapida
quanto maior for a contagem celular inicial.
'2 A hiperproteinorraquia apresenta uma
reversao mais lenta e por vezes incompleta,
bem como a diminuicdo do titulo de VDRL
no LCR, sendo, por isso, piores indicadores
de resposta ao tratamento. A negativacdo
do VDRL no liquor sera tanto mais provavel

quanto menor o titulo inicial no LCR e em
estadios mais precoces de neurossifilis.* Ja
a descida do titulo de RPR/VDRL sérico sera
mais acentuada nos casos de titulos séricos
iniciais mais elevados.?

A periodicidade do estudo destes
parametros varia de acordo com as
orientagdes publicadas. Assim, a avaliacéo
do LCR deve ser feita de 6 em 6 meses

até desaparecimento da pleocitose, sendo
esperada a normalizacdo de todos 0s
pardmetros do liquor ao fim de 2 anos.’
Existem, no entanto, recomendacdes
diferentes em que a repeticdo da puncgao
lombar nédo ¢ preconizada antes de um

a dois anos apds o tratamento.”® Quanto

a avaliacdo do RPR/ VDRL sérico, este
deve ser repetido aos 3, 6 & 12 meses,
apos tratamento, nos casos de estadios
precoces; € aos 6, 12 e 24 meses nos casos
de sifilis tardia. Nos doentes infectados
por VIH, estes intervalos devem ser mais
curtos e a avaliacdo mais prolongada, com
avaliacdo 1,2, 3,6, 9, 12 e 24 meses apds
tratamento de estadios precoces € aos 3, 6,
9, 12, 18 e 24 meses nos estadios tardios.'®

A faléncia ao tratamento deve ser
considerada sempre que: ocorrer qualquer
manifestacdo clinica de sifilis ou progressdo
de doenca; existir auséncia na descida da
pleocitose aos 6 meses ou auséncia de
normalizacdo dos restantes parametros

do LCR ao fim de 2 anos; existir falha na
descida do titulo sérico de VDRL/RPR 4
vezes (isto é, duas diluicées) pelo menos um
ano apods o tratamento; ocorrer subida do
titulo sérico de RPR/VDRL > 4 vezes pelo
menos 30 dias apds o tratamento; o titulo
sérico de RPR/VDRL for persistentemente
superior a 1:64.2>2¢ (Quadro Il)

As taxas de faléncia estdo documentadas

em 15-20%. A presenca de qualquer um dos
critérios acima citados, perante resolucao
clinica, pode nao configurar faléncia, pela
possibilidade da neurossifilis tardia com titulo
de RPR/VDRL sérico baixo ndo seroconverter.

A interpretacao da resposta ao tratamento
em doentes infectados por VIH deve ser
cuidadosa, dado que o parametro do

LCR cuja normalizacdo parece estar mais
comprometida é o VDRL (LCR).® Alguns
estudos mostram que nestes doentes a
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probabilidade de negativacdo do VDRL

no LCR é 2,5 vezes menor, sobretudo se
apresentarem contagem de linfocitos
TCD4 < 200/uL (3,7 vezes menor)."®

A taxa de faléncia nesta populacdo

esta documentada em 30%.% A TARVc
concomitante parece estar associada a
melhoria ou resolucdo dos parametros do
LCR numa maior percentagem de doentes,
comparativamente aos sem TARVc.'6:?

/ Consideragdes finais

A neurossifilis continua a constituir

um enorme desafio para o clinico,
particularmente no diagnostico de formas
tardias em doentes assintomaticos e pela
auséncia de testes definidores de cura apds
o tratamento.

Actualmente a decisdo de realizar puncao
lombar baseia-se na presenca de factores
associados a maior probabilidade de
invasédo e progressdo da doenca no SNC

e ndo no estadio da infeccdo, sendo
pertinente a identificacdo de novos
factores, particularmente na populacdo de
individuos com infeccao por VIH.>2

A identificacdo de novos marcadores
bioldgicos e a maior experiéncia com
técnicas de biologia molecular poderdo
contribuir para o diagnostico de neurossifilis
nas situacdes em que o resultado do VDRL
no LCR ¢ negativo, e estabelecer critérios de
cura, evitando a realizacao de varios ciclos
de tratamento desnecessarios.

A educacao para os comportamentos
sexuais de risco continua infrutifera

a escala global, como demonstra o
aumento da incidéncia da infec¢do por
VIH, na ultima década. O sentimento de
proteccdo, relacionado com a existéncia
de TARVc, parece actuar como facilitador
na manutencdo de comportamentos de
risco e aquisicdo de infeccdes sexualmente
transmissiveis. Sdo pertinentes novos
conhecimentos em relacdo a evolucédo da
doenca treponémica, particularmente na
sua forma neuroldgica, nos doentes com
infeccdo por VIH.
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Lobomycosis
or Jorge Lobo’s

disease:

areview

/Resumo

Alobomicose é umainfec¢do flingica crénica, granulomatosa, causada por
Lacazia loboi. Foi descrita, em 1930, pelo dermatologista brasileiro Jorge Lobo.
A maioria dos casos humanos encontra-se restrita a regides tropicais.

Para além do ser humano, a infecgdo tem também sido descrita em golfinhos.
Atransmissao parece ocorrer por meio da inoculagao traumatica do fungo.

As lestes ocorrem, habitualmente, na pele em dreas expostas.

A apresentacdo clinica da lobomicose é geralmente polimorfa. As lesdes
cutaneas sao inicialmente imperceptiveis, alterando-se ao longo do tempo

na dimensao, na coloragao e na distribuigao.

0 diagnéstico é efectuado por exame micolégico, anatomo-patolégico e imuno-
-histoquimico. Até a data, nunca foi possivel isolar em cultura este fungo.

A escolha do tratamento depende da distribuicdo das lesdes. A excisao cirdrgica
e/ou crioterapia é o tratamento de escolha. Para o correcto e atempado
diagndstico e tratamento é essencial o conhecimento desta patologia,

cada vez mais frequente fora de areas tropicais.

Palavras-chave: Lacazia loboi, micose, Lobomicose.

/ Abstract

Lobomycosis is a chronic, granulomatous, fungal infection, caused by
Lacazia loboi. Lobomycosis was first described in 1930, by Jorge Lobo

a Brazilian dermatologist. The majority of identified human cases are
restricted to tropical regions. Apart from humans, Lobomycosis has also
been found in dolphins.

The traumatic implantation of the fungus seems to be the main process of
transmission, and most lesions occur in the exposed areas of the skin.
Often, clinical presentation of Lobomycosis is polymorph. Cutaneous lesions
are initially of difficult recognition, changing along the time in their volume,
color and distribution.

The diagnosis is achieved by mycological, histological orimunohistochemic
exams. Culture of the causal fungus was impossible to obtain to this day.
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Treatment of choice depends of distribution of the lesions, but in most cases
surgical excision or criotherapy are the techniques mostly used. A more profound
knowledge of this pathology is crucial for the prompt and correct diagnosis and
treatment, which is nowadays increasingly found outside tropical regions.

Key-words: Lacazia loboi, mycosis, Lobomycosis.

/ Introdugao

A lobomicose ¢ uma infeccao fungica cronica, granulomatosa, causada por Lacazia loboi.
Afecta a pele e o tecido celular subcutdneo de humanos e membros da familia Delphinidae
(golfinhos), através da inoculagio do fungo, provavelmente, associada a traumatismos.'?
A Lobomicose foi descrita pela primeira vez pelo dermatologista brasileiro Jorge Lobo

em 1930,num doente do Vale do Amazonas, motivo pelo qual € conhecida também por
Doenca de Jorge Lobo ou Micose de Jorge Lobo, para além de inimeros sindnimos:
lacaziose, blastomicose queloidal, blastomicose tipo Jorge Lobo, miraip ou piraip (significa
0 que queima em linguagem dos indios Tupi), lepra do caiabi, falsa lepra, granulomatose
blastocoide, blastomicose da Amazonia.'

0 objectivo desta revisdo teorica sobre uma doenca rara que ocorre predominantemente
na Ameérica do Sul, ¢ alertar para as suas caracteristicas principais permitindo, em caso da
sua ocorréncia, um diagnostico mais rapido, uma vez que Portugal € um pais de imigracao
preferencial de alguns Paises desse continente.

/ Agente etioldgico
Designado Lacazia loboi desde 1999 por Taborda & McGinnis ?, foi também designado ao
longo dos tempos por diferentes formas:

e 1941 - Glenosporella loboi (Fonseca-Leéo)

® 1943 - Glenosporopsis amazonica (Fonseca)

. 1948-49, 1956 - Paracoccidioides loboi (Almeida Lacaz; Carneiro)

e 1952 - Blastomyces loboi (Vanbreuseghem)

Phaeococcus exophiale

e 1956 - Loboa loboi (Ciferri, Azevedo e Campos Carneiro)
e 1968 - Lobomyces loboi (Borelli-Pradinaud)

e 1992 - Loboa loboi (Odds)

e 1999 - Lacazia loboi (Taborda)

== Exophiala jeanselmei

marneffei
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Eurotiales Chaetothyriales

Emericella nidulans

50 Coccidioides immitis 0 termo Lacazia foi atribuido em honra de Carlos da Silva Lacaz, micologista brasileiro que

contribuiu para a melhor compreensao da doenca, enquanto o termo /oboi homenageia a
primeira pessoa a descrever a doenca, Jorge Lobo.!

Paracoccidioides brasiliensis

Lacazia loboi Desde a sua descoberta, a classificacdo taxondmica de L. oboi tem sido objecto de varios

estudos.

Onygenales

Histoplasma capsulatum

Blastomyces dermatitids A analise filogenética realizada por Herr et.al. em 2001, utilizando a sub-unidade 18s do DNA
o1 substiutionshuciotide ribossomal e 600pb do gene CHS2 (quitina sintetase-2) das células leveduriformes classifica
L. loboi na ordem Onygenales.® (Figura 1)

Figura 1 - Arvore filogenética com as sequéncias

1 ADN ri mal mostran relacd - . L P
b do, : lbosso al mostra do relacdo Tendo em conta os varios estudos realizados até a data e de acordo com a classificagdo
taxonomica de L. loboi com outros fungos

dimérficos como é o caso do Paracoccidioides filogenética dos Fungos proposta em 2007 por Hibbett et. al,, Lacazai loboi pertence ao filo
brasiliensis. A seccao da arvore apresentada ASCOMYCOQTA, sub-filo Pezizomycotina, classe Eurotiomycetes, sub-classe Eurotiomycetidae,
pertence & ordem Onygenales (Herr et. al.,2001). ordem Onygenales, familia Onygenaceae.®



/ Epidemiologia

A maioria dos casos humanos descritos,
cerca de quatrocentos®, encontra-se restrita
a regides selvaticas, com clima quente e
humido, com abundantes cursos de dgua

e elevada pluviosidade, como a regiao

do Amazonas: Brasil (Para e Amazonas),
Colémbia, Suriname, Guiana Francesa,
Equador Venezuela, Peru, Guiana, Bolivia.®

Tém sido descritos casos esporadicos
noutros paises como Estados Unidos

da América’, Canadd®, México, Espanha®,
Fran¢a', Panama, Costa Rica e Africa
do Sul".

Para além do ser humano, a infeccdo tem
sido descrita em duas espécies de golfinhos
que vivem em estuarios ou em cativeiro
Tursiops truncatus™ e Sotalia guianensis 3.
Até a data, a infeccdo ndo foi descrita em
golfinhos que vivem em aguas correntes
como o caso dos botos (/nia geoffrensis)

do rio Amazonas ou os tucuxis (Sotalia
fluviatilis) do rio Orinoco™.

No que respeita a infeccdo em humanos,
esta ocorre predominantemente no sexo
masculino, entre os 20-45 anos, em pessoas
cujas actividades profissionais envolvem
traumatismos repetidos e contacto com

a 4gua e solo, como os agricultores,
pescadores, seringueiros, cacadores ou
pesquisadores de pedras preciosas®’.

/ Etiopatogenia

A etiopatogenia desta doenca permanece
por esclarecer, uma

vez que, até a data, ndo foi possivel
determinar o nicho ecoldgico do
microrganismo.

Trata-se, provavelmente, de um fungo
saprofita do solo, vegetacdo e dgua.

As suas formas de transmissdo ainda sdo
pouco conhecidas mas admite-se ocorrer por
inoculacdo do fungo, nomeadamente através
das solugdes de continuidade da pele,
causadas por traumatismos com fragmentos
vegetais e picada de insecto, etc>™.

A aquisicdo da infeccdo pode, também
ocorrer, por contacto com o fungo
existente em nichos ecologicos®”® ou
em hospedeiros infectados com L. loboi
(humanos, golfinhos ou ratos infectados
experimentalmente).'s!”

As infeccdes experimentais em ratos sdo
causadas pela inoculacdo de suspensao

de células de L. loboi obtidas através de
lesées de doentes com Lobomicose. A
resposta a infeccao parece depender da
susceptibilidade do hospedeiro ao agente .'®

N&o existem até a data registos de
transmissao inter-humana.®

Uma vez na derme, o fungo é fagocitado
iniciando um crescimento e multiplicacdo

lentos. A disseminacédo da infeccédo a
partir da derme onde o fungo prolifera
intensamente, pode ocorrer por
continuidade, por via linfatica para
ganglios linfaticos regionais ou por via
hematogénea.”s ™

0 periodo de incubacédo deste fungo nao
estd definido, parecendo ser longo nos
doentes residentes em areas endémicas.
A capacidade que este fungo tem em
permanecer no hospedeiro sem provocar
a sua morte, permite uma perpetuacéo
da infeccéo.

Nos casos de infeccdo de doentes
residentes em areas ndao endémicas

o periodo de incubacéo € variavel de
meses a anos. Por exemplo, num tratador
de golfinhos em Franca, o periodo de
incubacao foi de 3 meses®, numa doente
canadiana que viajou para a Venezula e
Guiana foi de um ano® e num homem
que tera adquirido a infeccdo durante
uma viagem a Venezuela, apenas se
manifestou 2,5 anos depois.

Salienta-se um caso de inoculagdo
experimental em humano, em que um
assistente de laboratorio auto-inoculou
células leveduriformes provenientes de
um doente venezuelano com Lobomicose,
observando-se uma lesédo com cerca

de 33 mm de didmetro, 4 anos apds

a inoculagdo.”
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Figura 2 - Lesées papulo-nddulares
queloidiformes.

Figura 3 - Esfregaco esfoliativo. Formas uniformemente arredondadas apresentando estruturas com
paredes espessas e refrigentes (Exame directo a 400x).

Um caso de Lobomicose acidental ocorreu
numa veterinaria que trabalhou com
células purificadas de L. loboi. A doente
referiu o aparecimento de um nddulo
subcutaneo na face interna do 3.° dedo

da méo esquerda, indolor, o qual evolui
lentamente durante 10 meses, tornando-se
posteriormente incapacitante por limitar a
mobilidade do dedo.”"®

/ Aspectos imunolégicos

Pouco se sabe sobre a resposta imune
local a infeccdo da pele por L. loboi.
Histologicamente, o aspecto das

lesdes caracteriza-se por granulomas
pouco organizados constituidos,
predominantemente, por histiocitos
(CD68), nomeadamente células

de Langerhans e células gigantes
multinucleadas. No entanto, estudos
imunohistoquimicos evidenciam, ainda,
a existéncia em pequeno ou moderado
numero, de células mononucleadas:
linfocitos T (CD3%), linfocitos T auxiliadores

(CD44), linfocitos T citotoxicos (CD8), linfocitos B (CD20*), plasmacitos (CD79%) e células
NK (CD57¢).20

Num estudo de 2005, Vilani-Moreno et. al. sugerem que os fungos sao fagocitados pelos
histiocitos, formando agregados que originam células gigantes cujo processo de maturacéo
da origem as células gigantes multinucleadas de Langhans, que conduzem a formacéo dos
tipicos granulomas.

No sentido de compreender melhor a imunopatogenia da Lobomicose e tendo em conta
o envolvimento das células de Langerhans na apresentacdo de antigénios em diversas
infeccdes, Quaresma et al. realizaram um estudo imuno-histoquimico das células de
Langerhans (marcacdo com CD1) nas lesdes cutineas de lobomicose. Nesse estudo
verificou-se que a sua morfologia ndo diferia da das células normais, tendo sido admitido
existir um mecanismo de escape ao sistema imune local, responsavel pela evasédo a
apresentacao de antigénios por estas células.”

Marcos et. al. estudaram a eventual associacao entre especificidades antigénicas e

o sistema HLA da classe Il, ndo tendo sido evidenciada qualquer associacdo entre os
antigénios HLA e a lobomicose. No entanto, o mesmo estudo revelou uma diminuicao na
frequéncia do antigénio HLA-DR7 no grupo doente em relacdo ao grupo de controlo, o que
pode indiciar uma relagcdo negativa (protectora) entre o HLA-DR7 e a lobomicose.??

Apesar de serem necessarios mais estudos, parece existir uma resposta imunologica
com défice da imunidade celular, sem haver alteracdo da imunidade humoral. 2* Esta
resposta imunoldgica deficiente foi evidenciada pelo atraso na resposta destes doentes
a outros antigénios, nomeadamente de Staphylococcus, Streptococcus, Trycophyton

e Candida!



TABELA 1 — CLASSIFICAGCAO DAS LESOES DE LOBOMICOSE

Forma Distribuicdo Gravidade
Monomorfica: ®Queloidiforme, Localizada Solitaria Ligeiro 1 Lesdo
e\erruciforme, - restritas a ®Mdiltipla <bem
® Macular, apenas uma
® Gomatosa, area:
® {J|cerativa,
e |nfiltrativa
Polimorfica:  Combinagdo Multifocal  se maisde uma Moderado >1 lesdo;
de formas area ou regido 5-15cm
monomorficas anatdmica esta

envolvida

Varias lesoes
>15cm

Disseminada se muitas areas Grave
diferentes estdo
envolvidas

TABELA 2 — DIAGNGSTICO DIFERENCIAL DE LOBOMICOSE

Diagnostico diferencial de Lobomicose

Infeccdes fungicas:

e Cromoblastomicose

e Esporotricose

¢ Feohifomicose

e Histoplasmose

e Micetoma

e Paracoccidioidose

e Pioderma tipo blastomicose

Infeccdes parasitarias:

e Leishmaniose anergica
e Leishmaniose mucocutanea

Infecgdo por Micobacterias:

e Tuberculose cutanea
e | epra lepromatosa nodular

Tumores:

e Cancro da pele (melanoma ou ndo melanoma)
e Dermatofibrosarcoma

e Linfomas (Mycosis fungoides)

e Metastases cutaneas

e Neoplasias benignas de expressdo nodular

e Sarcoma de Kaposi

Qutros:

e Escleroderma com formas queloidais

e Histiocitose de células ndo-Langerhans

e Psoriase em placa

¢ Queloides verdadeiros

e Sarcoidose

e S. Ehlers-Danlos tipo IV

e Xantomatose (forma esclerdtica de xantoma disseminado)
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/ Manifestacdes clinicas

Geralmente, as lesdes ocorrem em areas
expostas e por isso susceptiveis de
sofrerem traumatismos (ex: picada de
insecto) 2+%° e regides de temperatura
mais baixa, em particular a face e as
extremidades.? %

As areas de ocorréncia sdo por ordem de
frequéncia: membros inferiores (32%),
pavilhdo auricular (25%), membros
superiores (22%), face (7%), sacro (3%),
torax (2%) e pescoco (19%).5

As lesdes cutaneas sdo inicialmente
imperceptiveis, indolores ou pruriginosas,
aumentando ao longo de meses ou anos,
alterando nado sé a sua dimensdo mas
também a coloracéo e a distribuicao. *

As lesdes podem ser classificadas quanto

a forma em monomorficas ou polimdrficas
(maculas, papulas, nddulos, gomas, placas
nodulares, verruciformes, cicatriciais até
lesGes ulcerativas), predominando as lesées
nodulares,® a distribuicdo (localizada ou
multifocal) e quanto a intensidade, de
acordo com o numero de lesées, em ligeira,
moderada ou grave (Tabela1): 22728

/ Diagnéstico diferencial **2%3°

Devido ao seu polimorfismo a lobomicose
pode confundir-se com inimeras entidades
mencionadas na Tabela 2.

/ Diagnéstico

0 diagndstico ¢ efectuado através do
exame micologico, anatomopatoldgico, e
imuno-histoquimico. Até a data, nunca foi
possivel obter uma cultura deste fungo.”

0 exame micoldgico directo € obtido
através do macerado de fragmento

de biopsia cuténea, da escarificacao,
raspagem, curetagem ou do uso de fita-
-cola a partir da lesdo cutanea.

A visualizacdo dos fungos € evidenciada
através das coloracdes de PAS, e Grocott-
-Gomori, a fresco ou com calcofluor.®
(Figura 3). Sao células leveduriformes
esféricas de 6 a 12um de diametro, de
membranas birrefringentes, isoladas ou
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com gemulagdes, com distribuicdo frequentemente em rosario ou
em cadeia de 3-9 elementos"®.

A coloracdo com brometo de etidio (marcador de acidos nucleicos)
€ util para evidenciar que a maioria dos fungos encontrados nos
infiltrados nédo ¢ viavel , pois sdo estruturas constituidas por
paredes celulares fungicas sem acidos nucleicos. %

Ao exame anatomo-patoldgico a epiderme pode ser normal,
atrofica, hiperplasica ou ulcerada, com fungos (agregados ou
isolados) localizados nos infundibulos hiperplasicos. *

Na derme observam-se vasos dilatados, neovascularizacao,
fibrose, infiltrado de linfocitos, histiocitos, células epitelidides,
células gigantes, eosinofilos e plasmacitos. Muitos dos histiocitos
apresentam fungos no seu interior, 0 que sugere que sejam
fagocitados por estas células, formando células gigantes que

apos um processo de maturagao, dao origem as células gigantes
multinucleadas de Langhans®. Alguns estudos parecem evidenciar
a eliminacdo transepidérmica dos fungos, que pode ser vista como
pequenos pontos negros que corresponderiam a eliminacao de
fungos associados a residuos necroticos .

/ Tratamento
A escolha do tratamento depende da distribuicdo das lesdes.

No caso de se tratar de uma lesdo localizada a excisao cirurgica
efou a crioterapia sdo o tratamento de escolha. Para prevencao
da recorréncia devera ser utilizada terapéutica com clofazimina
(50mg/d), dapsona (100mg/d) ou itraconazol”, imediatamente a
seguir a cirurgia e durante pelo menos um ano.

No caso de lesdes extensas as terapéuticas antifungicas usadas,
habitualmente, com sucesso em outras micoses profundas, nao sdo
eficazes na lobomicose.

Os resultados mais favoraveis foram obtidos com clofazimina 300mg/
dia (1.0 més), passando a 200mg/d no 2.° més e a 100mg/d até
completar 24 meses. *2 De acordo com Fisher et. al,. a associacdo de
clofazimina comitraconazol durante um ano mostrou efeitos benéficos®.

Bustamante obteve reducao de lesées com o uso de pozaconazol
durante 75 semanas®. Alguns estudos apresentam resultados
insatisfatorios com cetoconazol, anfotericina B, 5- fluoruracilo

e sulfamidas®.

0O tratamento médico pode ser, complementado com a excisdo
cirurgica seriada de algumas lesdes.

/ Evolugao clinica

Devido ao crescimento extremamente lento do fungo o periodo de
incubacdo ¢ lento e a evolucéo clinica é insidiosa demorando meses
a anos até se manifestar.

Apds um periodo prolongado de evolucéo, as lesées podem tornar-
-se infiltrativas, envolvendo ganglios linfaticos, ou raramente,

ocorrer transformacao de lesdes de lobomicose crénica em
carcinoma pavimento celular.®

Actualmente trata-se de uma infeccao para toda a vida, excepto se
tratada precocemente, com remocao cirurgica da lesdo inicial.

/Morbilidade e Mortalidade
Nao existem registos de mortes associadas a infeccao por L. loboi.

Apenas um dos doentes que desenvolveu carcinoma pavimento
celular num dos ndédulos lobomicético morreu por metastizacdo
pulmonar. 3

Baruzzi observou durante anos doentes da tribo indigena do Cayabi.
Nesse periodo verificou o desenvolvimento de lesdes tumorais tipo
couve-flor em lesées cicatriciais de lobomicose, nas quais se
confirmou histologicamente tratar-se de um carcinoma de células
escamosas. ¥

/ Conclusao

A Lobomicose ¢ uma micose tropical observada em pessoas que
vivem ou permaneceram em climas tropicais. Contudo devido a
globalizagao e as viagens por motivos de lazer ou trabalho, os
médicos que trabalham em climas temperados deveréo estar
atentos a situagdes clinicas que decorrem no regresso das viagens.

Deste modo € essencial pensar neste diagnostico em pessoas

com alteracOes cutaneas em areas expostas, susceptiveis a
traumatismos, oriundas ou com histéria de permanéncia em area
endémica, particularmente da América do Sul. Actualmente a cura
apenas € possivel se a doenca for diagnosticada numa fase precoce.
Mais estudos serdo necessarios para clarificar esta entidade
nosologica.
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Hepatic toxicity
associated with
antiretroviral therapy

/ Resumo

Na era da terapéutica anti-retroviral altamente eficaz, as complicagdes
relacionadas com o figado sdo cada vez mais comuns, constituindo a toxicidade
hepatica uma causa frequente de morbilidade, mortalidade e de descontinuagao
terapéutica. E dificil determinar qual o contributo de cada farmaco anti-

-retroviral no desenvolvimento da toxicidade hepatica, podendo qualquer um,
potencialmente hepatotéxico, ser o responsavel pela elevagao das enzimas
hepéticas. Para além disso, a presenga dos virus das hepatites B (VHB) e C (VHC)
aumentam o risco de hepatotoxicidade. Na maioria dos casos, as manifestagdes
clinicas sao ligeiras e evoluem sem consequéncias clinicas. Como as diferentes
etiologias tém impacto clinico diferente, é essencial identificar todas as possiveis
causas de hepatotoxicidade, de forma a serem aplicadas medidas que minimizem
este problema.

Palavras-chave: Terapéutica anti-retroviral, Figado, Hepatotoxicidade.

/ Abstract

Liver-related complications in human immunodeficiency virus-infected patients
are increasing in the highly active anti-retroviral therapy era and liver toxicity

is a frequent cause of morbidity, mortality and treatment discontinuation. The
contribution of each drug to liver toxicity is difficult to determine, as every anti-
retroviral drug has been associated with liver enzyme elevation. In addition the
presence of HBV and HCV also complicates anti-retroviral treatment by increasing
rates of drug toxicity. In most cases these manifestations are mild and exist
without clinical consequence. As different aetiologies have different clinical
impact, it is essential to identify all potential causes of liver injury to correctly
implement steps to alleviate this condition.

Key-words: Antiretroviral therapy, Liver, Hepatic toxicity.



/ Introducao

As alteracdes das provas da funcdo
hepatica sdo causa frequente quer de
morbilidade e mortalidade, quer de
descontinuagao terapéutica nos individuos
infectados pelo virus da imunodeficiéncia
humana (VIH). Num estudo que envolveu
mais de 23 000 doentes, a morte
relacionada com o figado foi a causa

nao relacionada com o VIH mais vezes
identificada e responsavel por 14,5% das
mortes'.

Qualquer farmaco anti-retroviral pode ser
potencialmente hepatotdxico, apesar de
alguns causarem maior lesdo hepatica do
que outros. A toxicidade hepatica ocorre
mais frequentemente em individuos com
disfuncdo hepatica subjacente. Hd também
determinados factores que podem ter um
efeito aditivo ou potenciar o efeito toxico,
tais como o alcool, a co-infeccdo pelos
virus VHB e VHC, para além de outros
farmacos (ex: isoniazida, rifampicina).

/ Definicdo e Mecanismos

A definicdo mais aceite de
hepatotoxicidade é a usada no AIDS
Clinical Trials Group, considerando-se
hepatotoxicidade severa a de grau 3 ou 4
consoante a elevacdo das transaminases
seja superior a 5 ou 10 vezes o valor
normal (VN)2 No caso de discordancia no
valor destas enzimas, deve considerar-se o
valor mais elevado.

A terapéutica anti-retroviral (TARV)
raramente induz hepatotoxicidade severa
embora tenha sido descrita em 2-18%,
numa metanalise publicada®. Sdo vérios
0S mecanismos possiveis envolvidos na
etiologia da hepatotoxicidade associada
a TARV nomeadamente, um efeito toxico
directo do farmaco, reconstituicao
imune na presenca dos virus VHB efou
VHC, reaccdes de hipersensibilidade (ex:
nevirapina) ou fendmenos de toxicidade
mitocondrial [ex: andlogos nucleosidicos
da transcriptase reversa (NRTI)J>*5. A
esteatose hepatica parece ser também um
mecanismo potencialmente envolvido®.

Apesar da sindroma de reconstituicao

imune ser controversa, Como mecanismo
de toxicidade hepatica®*®, ha dados que
a suportam: o dano hepatico induzido
pelas infeccdes cronicas pelo VHB e VHC
¢ sobretudo mediado imunologicamente
e o défice imunitdrio causado pelo VIH é
o responsavel pela reac¢ao atenuada do
figado em individuos co-infectados (ex:
transaminases normais ou ligeiramente
elevadas). A inibicdo da replicacdo do VIH
com a TARV, desencadeia uma resposta
imune restaurada frente aos antigénios
do VHB e do VHC presentes nas células
hepaticas, ocorrendo um aumento da
actividade citolitica contra as células
hepaticas infectadas pelo virus. A subida
de CD4 superior a 50 células, apos

inicio da TARV, foi descrito como factor
independente para hepatotoxicidade®*&7&,

/ Manifestagoes clinicas e factores
derisco

As manifestacdes de hepatotoxicidade tém
um amplo espectro que vai desde formas
assintomaticas até quadros de insuficiéncia
hepatica fulminante. Na maioria dos casos,
a hepatotoxicidade associada a TARV ¢é
assintomatica e limitada a elevacao das
enzimas hepaticas. Esta resolve de forma
espontanea na maioria dos casos e sem
necessidade de interrupcdo terapéutica®,
tratando-se de um processo chamado

de "adaptac¢do"'. Pelo contrario, uma
hepatotoxicidade sintomatica esta
associada a uma significativa morbilidade
e mortalidade'. Apesar da faléncia
hepatica ser rara, ha casos isolados
descritos associados aos diferentes NRTI,
nevirapina, efavirenze, indinavir, atazanavir
e darunavir®. Saliente-se que, a exposi¢ao
continua a TARV, num doente ja com
manifesta toxicidade hepatica sintomatica,
pode levar a uma faléncia hepatica e
morte'.

Os factores que tém sido claramente
associados ao risco de hepatotoxicidade
s50: 1) valor basal das enzimas
hepaticas'>®, 2) co-infeccdo pelos VHB e/
ou VHC"12141518 e 3) TARV, especialmente a
nevirapina™", didanosina ou Inibidores da
Protease (IP) potenciados com doses altas
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de ritonavir’814161 Foj ja demonstrado
que o risco de hepatotoxicidade &
claramente maior apos TARV em individuos
com maior grau de fibrose hepatica™. No
caso da co-infeccdo por VHB e VHC, a
toxicidade hepatica de grau 3 ou 4 € muito
mais frequente, estando a presenca de
VHC associada, s6 por si, a um risco 3-4
vezes superior'?'®, particularmente em
individuos com genétipo 32222, Dados
publicados na literatura em individuos

nao co-infectados, mostram graus de
hepatotoxicidade de grau 4 em 11,2%,
enquanto na co-infeccdo, estdo descritas
taxas de 14,7% no caso do VIH/VHB e

de 16,7% na co-infecgdo VIH/VHC™. Em
relacdo aos farmacos anti-retrovirais, o
risco de hepatotoxicidade associado a
nevirapina € substancialmente superior em
individuos VHC positivos®.

Analisando varios estudos publicados,
parece haver uma associacdo entre a classe
dos NNRTI (ndo analogos nucleosidicos da
transcriptase reversa) e o aparecimento

de fenomenos de hipersensibilidade, que
surgem precocemente apos introducao

da TARV, particularmente, em individuos
co-infectados por VHB efou VHC. Nestes,

o risco de toxicidade hepatica € claramente
superior®.

Qutros factores de risco tém sido descritos
como associados a uma maior propensao
para hepatotoxicidade associada a TARV,
tais como, idade avancada, sexo feminino,
alcool, uso de cocaina, trombocitopenia®®,
insuficiéncia renal®®, entre outros.

/ Anti-Retrovirais e toxicidade
hepatica

Os aspectos descritos tém sido
contraditérios no que diz respeito ao
risco de hepatotoxicidade associada as
diferentes classes de anti-retrovirais,
até porque, a sua combinacédo torna
naturalmente dificil atribuir o dano
hepatico a um farmaco em particular.

As manifestacdes de hepatotoxicidade
ocorrem em diferentes fases, consoante
as diferentes classes de farmacos: no caso
dos NRTI, estes originam uma esteatose
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apos inicio de TARV
|

Tou2 Grau3ou4
ou <« 3,5 vezes ou>» 3,5 vezes
do VBasal do VBasal

v

Sinais ou sintomas de hepatite aguda ou
toxicidade mitocondrial ou
reaccao de hipersensibilidade aguda

Excluir outras causas de hepatite aguda
Considerar suspensao de TARV
Se se suspeitar de toxicidade mitocondrial ou de
reaccao de hipersensibilidade, suspender TARV

Diminuicao de ALT Sem alteracao ou

ou AST aumento de AST

depois da ou ALT depois da
suspensao da TARV suspensao de TARV

Continuar TARV
Monitorizar ALT/AST
mensalmente

Seguir algoritmo Reiniciar TARV
de toxicidade

graus 3ou 4

Considerar biopsia hepatica

com novos farmacos Considerar terapéutica

Monitorizar ALT/AST da doenca subjacente:
com frequéncia VHC, VHB

Quadro 1 - Procedimentos perante hepatotoxicidade causada por anti-
-retroviricos

hepatica, causada provavelmente por toxicidade mitocondrial que
habitualmente se manifesta apds seis meses de tratamento. Os
NNRTI frequentemente causam reaccdes de hipersensibilidade
nas primeiras 12 semanas de tratamento. Com a utilizagdo de IP,
os resultados tém sido mais controversos, tendo sido reconhecida
hepatotoxicidade em qualquer altura do tratamento®. Também os
individuos co-infectados por virus das hepatites estao em maior
risco com o uso de IP.

1. NRTI

No que diz respeito a classe dos NRTI, a maioria destes farmacos
induz toxicidade mitocondrial, que se pode manifestar com ou sem
esteatose hepatica. A zidovudina, estavudina e didanosina, tém
sido os farmacos mais vezes apontadas como mais hepatotoxicos.
0 quadro clinico consiste em sintomatologia inespecifica, incluindo
nauseas, vomitos, mialgias, astenia, dores abdominais e por vezes
ictericia e hepatomegalia, podendo estar presente um quadro
laboratorial misto de citolise/colestase?.

A acidose lactica € rara mas, potencialmente ameacadora. Ocorre
mais frequentemente com a estavudina, didanosina € menos, com a
zidovudina, abacavir ou lamivudina. Constituem factores de risco a
obesidade, o sexo feminino, a gravidez, a terapéutica com ribavirina,
a diminuicdo da creatinina e o baixo valor do nadir CD4°. Fazem
parte da sintomatologia queixas inespecificas, tais como a fadiga,
nauseas, vomitos, dores abdominais, perda de peso e dispneia, que
podem ter uma evolucdo lenta ou mais rapida. Laboratorialmente,
encontra-se elevacdo do lactato, com ou sem acidose metabdlica,
elevacdo da creatininafosfoquinase (CPK), desidrogenase lactica
(LDH), amilase, lipase, gamaglutamil transferase (GGT) e diminuigio
do valor de bicarbonatos. A ecografia revela a presenca de
esteatose. Podem ocorrer casos severos de acidose lactica, mesmo
antes da lactatémia sintomatica. A medicéo regular dos lactatos ndo

constitui uma rotina e a sua elevacdo ndo ¢ preditiva de acidose
l[actica®, no entanto, perante a sua suspeita, deve fazer-se uma
monitorizacdo adequada.

As reaccgdes de hipersensibilidade (HSR) ao abacavir caracterizam-
-se por exantema, que &, em geral, mais discreto que o exantema

da nevirapina, ocorrendo febre em cerca de 80% dos doentes,

bem como sintomas gastrintestinais, tais como nauseas, vomitos,
diarreia e dor abdominal. E frequente a elevacdo das transaminases,
fosfatase alcalina, LDH e creatinina. Apesar de rara, a faléncia
hepatica ja foi descrita®® e a eosinofilia é rara®’. O critério a favor de
HSR € a ocorréncia de um quadro febril nas primeiras 6 semanas de
tratamento, acompanhado de sintomas gastrintestinais/respiratorios
com agravamento a cada toma?®.

2. NNRTI

A'incidéncia de hepatite sintomatica com a nevirapina é de 2,5-11%,
variando com o sexo e a situacdo imunoldgica do doente?: em
mulheres com CD4 > 250 cél/mm3, a incidéncia de hepatotoxicidade
sintomatica é de 11% versus0,9% em mulheres com < 250 cél/
mm3. Varios casos de hepatotoxicidade severa, alguns deles fatais,
foram descritos com a utilizacdo de nevirapina em esquemas de
profilaxia pds-exposicdo e no caso de mulheres com CD4 > 250
cél/mm3 pelo que, nestas duas situagdes, este farmaco néo é
recomendado.

A toxicidade hepatica € muito mais comum com a nevirapina do
que com qualquer outro anti-retroviral. Com este farmaco, as
manifestacdes de hepatotoxicidade podem ser precoces, surgindo
habitualmente nas primeiras 12 semanas, com um predominio
entre a 4.2 e a 6.2 semana, tratando-se de uma reaccdo de
hipersensibilidade, ou tardias (> 4.> més de tratamento), associadas
ao efeito intrinseco cumulativo do farmaco®. Neste ultimo caso, a
hepatotoxicidade € menos preocupante, podendo ter uma resolugao
espontdnea com o tempo®. Em caso de hipersensibilidade, a febre
pode anteceder o exantema, que é habitualmente eritematoso ou
maculopapular, pruriginoso, confluindo particularmente no tronco
e bragos, acompanhado de mialgias, fadiga e mesmo ulceracoes
mucosas. A eosinofilia € o dado laboratorial mais frequente.

Apesar de ter sido descrita hepatotoxicidade associada ao
efavirenze, esta é claramente inferior e mais rara do que a da
nevirapina %%° o que leva a crer que ndo se trata de um efeito
da classe, mas do farmaco em si'®. No caso do efavirenze podem
ocorrer elevagdes minor da enzimologia hepatica.

0 exantema associado a nevirapina esta descrito em 15-20% dos
casos, dos quais 5-10% descontinuam o tratamento. Aquele é
menos comum no caso da etravirina e do efavirenze, em que a
descontinuacgao terapéutica ocorre em apenas 2% dos casos®. O
tratamento deve ser imediatamente descontinuado em caso de
envolvimento mucoso, descamacéo, febre >39°C ou disfuncéo
hepatica [transaminases >5 vezes o valor normal (VN)]. No caso



do exantema associado a nevirapina, para além da descontinuacdo
do farmaco, este ndo deve ser reintroduzido®. Se as manifestacdes
ocorrerem apos a 8.2 semana devem ser excluidas reaccées de
hipersensibilidade a outros farmacos.

3.1P

Em relacdo aos IP, os varios estudos realizados ndo comprovaram a
potencial hepatotoxicidade desta classe, excepto no que diz respeito
a chamada full-dose do ritonavir’. O uso de IP potenciados néo
parece induzir um maior risco de hepatotoxidade®'® excepto no que
diz respeito ao tipranavir, que aparenta ser o mais hepatotoxico,
devido a maior dose de ritonavir da associagao. Este ultimo

nao deve ser administrado em individuos com classe B ou C da
classificacdo de Child Pugh® e em individuos com alteragées basais
das transaminases (2xVN), pelo maior risco de desenvolverem graus
3-4 de hepatotoxicidade ou descompensacao hepatica**.

O atazanavir revelou-se um farmaco seguro, ndo havendo maior risco

de elevagio das transaminases em individuos com fibrose efou cirrose

pré-existente. Mesmo em individuos com doenca hepatica terminal
este IP ndo agravou a evolugéo da doenca®, pelo que constitui uma
opcao valida em individuos com doenca hepéatica avancada.

Saliente-se que cerca de 50% dos individuos sob terapéutica

com indinavir ou atazanavir desenvolvem hiperbilirrubinémia
com valores moderadamente elevados (3 a 5 vezes VN), o que
nao justifica alteracdes do esquema terapéutico caso as restantes
enzimas estejam dentro dos parametros normais.

0 mais recente IP, o darunavir, mostrou também tratar-se de um
farmaco sequro®, em individuos co-infectados pelo VIH/VHC. Mais
recentemente, no estudo Monet, verificou-se uma correlacdo entre
a elevacdo da ALT e a co-infeccao pelo VHC, no entanto, aquela foi
temporaria, normalizando ao fim de algum tempo™.

4. Outras classes de anti-retrovirais

Relativamente as novas classes de anti-retrovirais, o raltegravir
demonstrou ser um farmaco seguro a utilizar em individuos co-
-infectados®*, bem como o inibidor do CCR5 (maraviroc), que se
revelou ser bem tolerado e com bom perfil de sequranca hepatica
nestes doentes®.

/ Manuseio da Hepatotoxicidade

0 manuseio da hepatotoxicidade associada a TARV deve basear-
-se na sua gravidade clinica e nos mecanismos patogénicos
subjacentes. Todas as alteracdes da enzimologia hepatica devem
ser interpretadas com cautela: sdo exemplos 0 aumento da GGT
com os NNRTI ou a hiperbilirrubinémia associada ao indinavir e
ao atazanavir, que ndo significam lesdo hepatica®. Estdo descritos
aumentos da GGT em 30% dos individuos sob terapéutica

com nevirapina e em 36,5% dos doentes sob efavirenze®®,
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associando-se este aumento a uma indugdo enzimatica e ndo a
uma manifestacao de hepatotoxicidade. O mesmo se verifica com

0 abacavir, por haver alteragdes potenciais do seu metabolismo na
presenca de doenca hepatica®. Portanto, s6 quando o aumento

da GGT coincidir com um aumento da fosfatase alcalina se deve
equacionar a hipotese de lesdo colestatica*. 0 mesmo se aplica

a bilirrubina, cujo aumento isolado nao traduz dano hepatico,
podendo ser secundario a hemolise ou a utilizacdo de farmacos que
inibem a gama glucoronil transferase, originando uma bilirrubinémia
indirecta (ex: indinavir, atazanavir). Caso este aumento se
acompanhe de uma elevacdo da fosfatase alcalina, a hipdtese de
colestase deve ser considerada®’.

Elevacdes da enzimologia hepatica em co-infectados VIH/VHB,
podem traduzir flares, que sdo muito comuns na evolugao da
doenca® e que, em geral, ndo traduzem gravidade.

A elevacdo das transaminases também deve ser atentamente
interpretada no contexto clinico. Muitas vezes, a hepatotoxicidade
associada a TARV é assintomatica, e na maioria dos casos a
elevacdo daquelas enzimas resolve de forma espontanea, sem
necessidade de alterar a terapéutica e sem consequéncias
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clinicas relevantes®. Saliente-se a importancia de excluir outras
etiologias como responsaveis pela hepatotoxicidade antes da
descontinuagéo terapéutica.

Logo apos a introducdo da TARV deve ser feita uma vigilancia
adequada, dependendo do esquema anti-retroviral prescrito e da
presenca ou ndo de doenca hepatica. A vigilancia quinzenal no
primeiro més, mensal nos primeiros quatro meses e trimestral a
partir dessa data seria o desejavel®, particularmente, quando alguns
farmacos estao envolvidos (nevirapina, tipranavir e alguns NRTI).
Em doentes com doenca hepatica pré-existente esta monitorizagao
deverd ser mais apertada®

Sempre que se verifique elevacdo das AST/ALT (< 3,5 vezes VN)
na auséncia de sintomatologia, o tratamento deve continuar com
atenta monitorizagao.

Se o valor de transaminases for >3,5 vezes VN, é necessaria uma
pesquisa etioldgica com testes laboratoriais e imagioldgicos

(ex: ecografia abdominal) e o tratamento ndo deve ser suspenso
excepto, no caso de toxicidade mitocondrial efou reaccéo de
hipersensibilidade (ex: nevirapina)*2.

No caso do valor das AST/ALT se encontrar entre 5e 10 VN, o
tratamento ndo deve ser suspenso, na auséncia de sintomas, excepto
se houver aumento simultaneo de bilirrubina total (> 3-5 VN). Também
nestas circunstancias deve ser feita uma investigagdo etioldgica**e.

Finalmente se as transaminases ultrapassarem um valor >10

vezes VN (grau 4), a maioria dos autores sugere a suspensao
imediata da terapéutica anti-retroviral mesmo no caso do doente
assintomatico*®; no entanto outros sugerem que, na auséncia de
sintomatologia, se proceda a uma vigilancia apertada, visto que a
maioria dos doentes tende a revelar uma descida daqueles valores,
com ou sem descontinuacdo terapéutica'.

No caso de elevacdo tardia de transaminases (> 6 meses), deve
considerar-se a hipotese de acidose lactica, reaccdo alérgica (menos
provavel), devendo proceder-se a uma investigacdo laboratorial

e imagiologica®, apos exclusdo de outras etiologias (ex: infeccdes
pelos virus citomegalico ou Epstein Barr). Uma bidpsia hepatica
podera ser util ao revelar esteatose microvesicular e alteracoes
mitocondriais, identificando assim uma leséo induzida por NRTI e
excluindo outras causas de toxicidade hepatica®.

Resumindo, na presenca de: 1) ictericia com aumento progressivo
da bilirrubina; 2) disfuncdo hepatica grave; 3) sintomatologia de
acidose lactica; 4) sintomas de reaccao de hipersensibilidade, a
TARV deve ser descontinuada na totalidade, nunca devendo ser
retirados farmacos isoladamente por se lhe atribuir a provavel
responsabilidade de hepatotoxicidade®.

Quanto a reintroducao da TARV, esta é recomendada ap6s
desaparecimento dos sintomas, quando o perfil hepatico

revelar valores de ALT inferiores a 2-3 VN e sempre com estreita
monitorizacdo do doente®®. Aquela nunca deve ser reintroduzida em
caso confirmado de reaccdo de hipersensibilidade a nevirapina®®.

Concluindo, todos os farmacos anti-retrovirais podem originar
hepatotoxicidade pelos mais variados mecanismos. A doenca
hepatica subjacente e o esquema anti-retroviral escolhido sdo
factores que devem orientar a monitorizacdo, que deve ser
cautelosa e apertada (Quadro 1). Nos individuos co-infectados,
o tratamento do VHC deve preferencialmente anteceder a TARV.
Aquele, ao reduzir a progressao da doenca hepatica, reduz a
probabilidade de hepatotoxicidade da TARV e condiciona uma
melhor tolerancia aos farmacos anti-retrovirais®®.
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/ Resumo

A emergéncia e a disseminagdo da resisténcia aos carbapenemos no mundo
representam uma ameaga significativa no tratamento de infec¢des adquiridas
no hospital. Desde o inicio de 2000, um nimero crescente de bactérias
Gram-negativo resistentes aos carbapenemos tem sido encontrado, devido a
producao de carbapenemases, que inactivam carbapenemos, e frequentemente,
outros antibidticos f3-lactamicos. Estas enzimas sdo expressas por genes

que tém capacidade de transferéncia entre espécies bacterianas diferentes.

S3o encontradas em trés classes diferentes de 3-lactamases (classe A,Be

D). Na classe A, a KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase) encontra-se
principalmente em isolados de Klebsiella pneumoniae, alguns responsaveis por
surtos hospitalares. As carbapenemases da classe B s3o metalo-f3-lactamases
(MBL), incluindo a IMP-5 e VIM-2. As carbapenemases de classe D ou 0XA-tipo s&o
encontradas principalmente em Acinetobacter baumannii, (0XA-23, 0XA-40,
0XA-58), a excepgao da 0XA-48, que tem sido encontrada somente nas
enterobactérias. Recentemente, tem sido dada muita atengao a metalo-f3-
-lactamase NDM-1, que constitui um exemplo da rapida transferéncia de genes
para outras espécies bacterianas, e também do comportamento humano na
disseminagao da resisténcia aos antibiéticos. A identificagdo de bactérias Gram-
-negativo produtoras de carbapenemases é essencial, e devem ser implementadas
medidas estritas no controlo de infec¢do sempre que estas sejam detectadas.

Palavras-chave: Carbapenemos; Resisténcia aos antibacterianos; Epidemiologia;
B3-lactamases.

/ Abstract

The emergence and dissemination of carbapenem resistance worldwide
represents a significant threat for the management of hospital-acquired
infections. Since 2000, we have witnessed an increase recovery of carbapenem-
resistant Gram-negative bacteria due to the production of carbapenemases,
B3-lactamases that can inactivate carbapenems, and frequently, other B3-lactam
antibiotics. These enzymes are expressed by genes that have the ability to
spread between different bacterial species, and are found in three different



B-lactamase classes (class A, B and D). The carbapenemase KPC is the emergent
B3-lactamase in class A, mostly found in Klebsiella pneumoniae isolates, some
responsible for several hospital outbreaks. Class B carbapenemases are metallo-
B-lactamases (MBL], including IMP-5 and VIM-2, which have the widest substrate
spectrum. Class D OXA-type carbapenemases are found mainly in Acinetobacter
baumannii (0XA-23, 0XA-40, OXA-58], except for 0XA-48, which has been found
only in enterobacteria. Recently, main attention has been given to the NDM-1
metallo-B-lactamase, due to its fast spread between species and geographic
locations, which has highlighted the global consequences of human behavior

on dissemination of antibiotic resistance. The identification of carbapenemase-
producing Gram-negative bacteria is crucial and more effective infection control
measures should be implemented.

Key-words: Carbapenems; Antimicrobial resistance; Epidemiology; B-lactamases.

/ Introdugao

O mecanismo de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos mais comum € a producdo de
enzimas denominadas de B-lactamases, que hidrolisam o anel B-lactdmico e inactivam

a accdo terapéutica do antibidtico. Estima-se que existam cerca de 600 B-lactamases
descritas, o que revela a enorme plasticidade bacteriana para se adaptar aos desafios
impostos ao longo dos anos pela industria farmacéutica. Os antibidticos B-lactamicos

séo classificados em quatro grandes grupos: penicilinas, cefalosporinas, monobactamos e
carbapenemos. Os carbapenemos (imipenemo, meropenemo, ertapenemo e doripenemo)
sdo compostos que apresentam um largo espectro de accdo antibacteriana, estaveis a
maioria das B-lactamases, devendo ser considerados agentes antibacterianos de retaguarda.
Contudo, apds a introduc¢do do imipenemo na terapéutica na década de oitenta, é descrita
em 1990 a primeira carbapenemase em Serratia marcescens'. Desde entao, tém sido
encontradas em diferentes dreas geograficas, e principalmente, em bactérias de Gram-
-negativo. Este facto constitui uma enorme preocupacéo no tratamento de infecgdes
causadas por microrganismos multirresistentes, em que os carbapenemos séo considerados
como uma das poucas alternativas terapéuticas.

Neste contexto € importante que se conheca a epidemiologia das carbapenemases, quer
pela identificacao dos genes responsaveis pela sua expressdo, quer pela capacidade que
as bactérias tém de disseminar os genes entre si. Este artigo tem como objectivo principal
dar uma visao global sobre a epidemiologia das carbapenemases mais frequentemente
encontradas, dando énfase as encontradas em Portugal, e as carbapenemases que podem
vir a emergir rapidamente no nosso territdrio, para os quais os clinicos e profissionais de
laboratdrios de Patologia Clinica devem ser alertados.

/ Classificagdo de carbapenemases e suas caracteristicas

As carbapenemases sao B-lactamases que tém a capacidade de hidrolisar os carbapenemos.
Em termos clinicos, esta € uma definicao muito redutora. Nem todas as carbapenemases
hidrolisam os carbapenemos de igual forma efou com a mesma eficiéncia (dependendo do
tipo de carbapenemo e da enzima), o que se traduz em concentragdes minimas inibitorias
(CMIs) com diferentes valores, situados abaixo ou acima dos valores limites entre o

sensivel e o resistente. Em bactérias resistentes aos carbapenemos com valores de CMI
muito elevados podem eventualmente estar associados outros mecanismos de resisténcia,
como diminuicdo da permeabilidade de membrana externa efou mecanismo de efluxo®
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TABELA 1 — PRINCIPAIS CARBAPENEMASES SEGUNDO O LOCAL

DE ACGAD E CLASSIFICACAO DE AMBLER

Serina-B-lactamases et
lactamases
Classe A Classe D (Oxacilinases)?  Classe B (MBLs)
e NMC-A ® OXA-23 ®|MP-1 3 IMP-30
o [MI-1 ° OXA-24 *\/IM-1 4 VIM-30
eSME-13SME-3  (inclui a OXA-40) *SPM-1

®GES-1a GES-17 e (OXA-58
oKPC-1a KPC-11  e(0OXA-48

*NDM-1a NDM-4

#principais grupos onde estdo incluidas diferentes OXA, mas homologas entre si

TABELA 2 — DISTRIBUIGAO DAS CARBAPENEMASES EM FUNGAO

DO MICRORGANISMO

e Classe A Classe D  Classe B
(KPC) (OXA) (MBLs)
Klebsiella pneumoniae ++ ++ +++
Escherichia coli +[- + +-
Qutras Enterobactérias +[- +/-a+
Pseudomonas aeruginosa + + o+
Acinetobacter baumannii +/- +++ +

(Adaptado de referéncia 4)

+++ Elevada prevaléncia (> 10%)
++ Moderada prevaléncia (1 - 10%)
+  Baixa prevaléncia

+[-  Casos isolados

Na classificacdo de Ambler as B-lactamases estdo distribuidas

por quatro grupos de acordo com a sua sequéncia aminoacidica®.
As carbapenemases estdo incluidas em trés delas: classe A ou
penicilinases; a classe D ou oxacilinases e a classe B ou metalo-
-B-lactamases (MBLs). As duas primeiras classes tém o aminoacido
serina como centro activo, enquanto as MBLs tém o ido metal
divalente Zn** no centro activo da enzima. Na Tabela 1 apresenta-
-se esta classificacdo, mencionando os tipos de enzimas mais
frequentemente descritos.

O perfil de susceptibilidade conferido pelas carbapenemases de
classe A e D ¢ diferente do conferido pelas MBLs. As primeiras
apresentam geralmente baixa eficiéncia hidrolitica relativamente
as MBLs, o que nem sempre se traduz em resisténcia clinica, a ndo
ser que outros mecanismos de resisténcia estejam associados.

A susceptibilidade aos inibidores dos B-lactamases € variavel.

Em contraste, as MBLs podem hidrolisar TODOS os antibioticos
B-lactdmicos, excepto aztreonamo, e sdo resistentes aos inibidores
de B-lactamases (acido clavulanico, sulbactam, tazobactam).

/ Epidemiologia global

As primeiras carbapenemases descritas foram as metalo-B-lactamases
do tipo IMP e VIM, principalmente em bacilos Gram-negativo ndo
fermentadores, como Acinetobacter baumannii e Pseudomonas
aeruginosa. As MBLs do tipo VIM estao muito associadas a P.
aeruginosa, mas recentemente tém sido descritos numerosos surtos
na Grécia em Klebsiella pneumoniae produtoras de VIM-1, -2, -3 e

-4 (Tabela 2), o que indicia uma endemecidade destas estirpes neste
pais*®. Até a data, as MBLs tém sido reportadas em casos isolados,
quer em A. baumannii, quer em enterobactérias, incluindo Escherichia
coli. No entanto em K. pneumoniae e em E. coli tém emergido de uma
forma extremamente preocupante as MBLs do tipo NDM (New-Delhi
Metalo-B-lactamase)®’. A emergéncia a nivel mundial destas enzimas,
NDM-1 ou a sua variante NDM-2, constitui um enorme problema de
saude publica®?, porque praticamente todos os casos descritos tém
relacdo com aéreas geograficas onde as estirpes produtoras destas
enzimas sao endémicas. A NDM-1, por exemplo, foi descrita pela
primeira vez em K. pneumoniae isolada de um doente sueco que
esteve hospitalizado na india®. Desde entdo, numerosos isolados,
incluindo outras enterobactérias, e também em A. baumannii, tém
sido descritos em todo o mundo’®'%™12, A disseminacéo de bactérias
produtoras desta enzima ¢ definida como uma situagdo pandémica,
para o que contribuem as viagens intercontinentais e o "turismo de
satide” realizado em paises como a india e Paquistao'. Note-se que,
estas bactérias além de inactivarem os antibioticos B-lactdmicos,
possuem na maioria das vezes resisténcia a outros grupos de
antibicticos, como quinolonas e aminoglicosideos, limitando de uma
forma preocupante as opgdes terapéuticas. E de realcar que, a maioria
das estirpes produtoras de NDM-1 apresenta uma 16rRNA metilase,
que confere resisténcia a todos aminoglicosideos'.

Entre as carbapenemases, com o centro activo a serina, merecem
destaque as da classe D ou oxacilinases, onde tém sido encontradas
diversas variantes dos principais grupos OXA-51, 0XA-24, OXA-48,
OXA-58 principalmente em A. baumannii™, e mais recentemente

a OXA-143™". O facto do gene bla,,, ., ser conservado nesta

espécie tem sido proposto, como um marcador de identificacdo™.

E de realcar que este microrganismo tem emergido como um
importante patogéneo nosocomial oportunista devido em muito

a sua multirresisténcia. Assim, em A. baumannii a resisténcia aos
carbapenemos pode estar associada ao sinergismo entre varios
mecanismos de resisténcia independentemente de expressarem uma
ou varias oxacilinases™. Nas Enterobactérias, incluindo E. coli, as
oxacilinases tém sido encontradas em casos isolados (Tabelas 2 e 3),
embora a OXA-48 esteja disseminada por K. pneumoniae na Turquia,
Médio Oriente e Norte de Africa’®”8. No entanto, como se pode

ver na Tabela 2 e 3, em K. pneumoniae é de salientar, que além das
MBLs e as da classe D ja referidas, sdo as carbapenemases da classe
A que se tém destacado, nomeadamente as B-lactamases do tipo
KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase)*'°.

A disseminacdo dos genes que codificam as carbapenemases pode ser
por transmissao vertical entre a mesma espécie bacteriana, havendo
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TABELA 3 — DISSEMINAGAO GLOBAL DE CARBAPENEMASES MAIS COMUNS

Tipo de enzima Distribuicdo geografica

Epidemiologia molecular

NDM Disseminada em Enterobactérias (E. coli e K pneumoniae) india,

(Nova Deli MBL) Paquistao;
Europa, América (casos importados)

Disseminagdo por plasmideos entre estirpes e
espécies

VIM Distribuico global. Endémica na Grécia, sobretudo em K. pneumoniae.  Disseminagédo por plasmideos

IMP Distribuicdo global Maioritariamente por disseminagdo por plasmideos
KPC USA desde 1999. Prevalente em Israel e Grécia. Varios surtos na Europa.  Plasmideos em K. pneumoniae, por vezes a outras
(Klebsiella Enterobactérias.

pneumoniae)

Disseminacao clonal.

0XA-48
de Africa

Disseminada em K. pneumoniae na Turquia, Médio Oriente e Norte

Plasmideos e disseminacéo clonal

disseminacdo do clone, ou por transferéncia lateral dos determinantes
genéticos localizados em elementos moveis, como plasmideos,
transposons e integrdes, entre estirpes e espécies, e que tem um
papel fundamental no aparecimento de surtos a nivel mundial®.

A metalo-B-lactamase NDM pode ser dada como um exemplo. O
facto do gene que codifica a NDM-1 estar localizado em plasmideos
conjugativos tem permitido a rapida transferéncia para outras
espécies bacterianas. Note-se que, o conhecimento do contexto
genético dos genes que codificam as carbapenemases ¢ crucial

para se compreender a sua epidemiologia. Na Tabela 3 apresenta-
-se a distribuicao geografica das carbapenemases frequentemente
encontradas e microrganismos associados, referindo também os
elementos genéticos moveis responsaveis pela disseminacao.

/ Epidemiologia de carbapenemases em Portugal

E de todo o interesse conhecer quais as carbapenemases

que ja foram encontradas em Portugal e a sua distribuicao
geografica. Este conhecimento permite ao patologista clinico
estar sensibilizado para o aparecimento destas enzimas em certas
espécies relativamente a outras.

As primeiras carbapenemases a serem encontradas no nosso pais
foram as MBLs, de acordo com a Tabela 4, IMP-5 em A. baumannii,
Acinetobacter genoespécie 10 e Pseudomonas aeruginosa®#»#2, Qs
trés isolados de A. baumanniiforam identificados de culturas de urina
e sangue, provenientes de doentes internados em diferentes servicos
hospitalares (Medicina Il Homens, Neurotraumatologia, Medicina
Intensiva). Por métodos moleculares de tipificacio verificou-se que
eram geneticamente relacionados, mas diferentes das estirpes de A.
baumanniiincluidas no clone Il Europeu, € que se tornaram epidémicas
em Portugal. Acinetobacter genoespécie 10 foi isolada de uma amostra
de sangue de um doente da Cirurgia, 0 que sugere que outras espécies
menos comuns de Acinetobacter spp. poderao ser consideradas
patogénicas. E de realcar que, a B-lactamase IMP-5 foi encontrada em

casos isolados, quer no tempo, quer no local, e apenas em Portugal.
A IMP-8 foi encontrada em Pseudomonas mendocina num sanitario
hospitalar®, o que demonstra que microrganismos ambientais podem
constituir um reservatorio destas carbapenemases, e tornarem-se
patogénios oportunistas em doentes imunodeprimidos. A VIM-2 foi
descrita em P. aeruginosa em 20022, embora o isolado tenha sido
identificado em 1995, tem sido encontrada em isolados de doentes
com fibrose cistica?, e esporadicamente em isolados hospitalares sem
qualquer relacao clonal, em Vila Real®® e em Lisboa**. Nestes isolados,
a resisténcia ao imipenemo pode apresentar valores de CMI elevados,
associados a auséncia da porina OprD, especifica no transporte deste
antibidtico para o interior da célula®. Nas Enterobactérias a VIM-2

foi encontrada em trés isolados de Klebsiella oxytoca num Hospital
Pediatrico em Lisboa®, os quais estavam circunscritos a uma unidade
hospitalar e rapidamente foram tomadas medidas de modo a evitar

a disseminacdo a outras unidades. Esta enzima VIM-2 foi encontrada
num isolado de Morganella morganiiidentificado da urina de um
doente do Hospital Universitario de Coimbra®.

N&o havendo dados oficiais, e tendo como base o que esta
publicado, os isolados produtores de MBLs tém sido identificados
como casos esporadicos, 0 mesmo ndo se podera dizer das
carbapenemases que se inserem nos grupos D e A.

As carbapenemases de classe D (oxacilinases) sdo predominantes
em isolados clinicos de A. baumannii, principalmente a 0XA-40,
que foi também encontrada na espécie A. haemolyticus®**®. Esta
carbapenemase esta associada a um clone multirresistente de A.
baumannii endémico em varios hospitais portugueses ha ja varios
anos, e também em Espanha, pelo que foi designado de clone
lbérico®-%. Este clone é um sub-linhagem do clone Europeu II¥,
que apresenta o grupo clonal ST98% (ST, sequence typing) e esta
disseminado no mundo. A importancia geografica assume aqui
alguma relevancia, e mais uma vez a determinacdo do grupo clonal
ST permite acompanhar temporal e localmente a disseminacdo
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TABELA 4 — EPIDEMIOLOGIA DE CARBAPENEMASES EM PORTUGAL

Classe B . . I
MBLs Microrganismo Local e data Referéncia
Acinetobacter baumannii Hospitais da Universidade de Coimbra, 1998 21
IMP-5 Hospitais: Setubal, Lisboa (Santa Maria
Pseud ' - ' : 23,24
Seudomonas aeruginosa . Etefania): 2001, 2002, 2003
IMP-8 Pseudomonas mendocina Hospital Infante D. Pedro, Aveiro; 2005 25
. Hospital, 1995; 2005; 2006
Pseud o ' 26,27,28,29
seudomonas aeruginosa Ambulatério 1998
VIM-2 . : .
Klebsiella oxytoca Hospital D.? Estefania, Lisboa; 2004 32
Morganella morgannii Hospitais da Universidade de Coimbra, 2004 33
Classe D Microrganismo Local e data Referéncia
Diversos hospitais do Norte, Centro e regido de Lisboa; desde 1999-
Acinetobacter baumannii Sub-grupo do Clone Europeu II, 34,35,36,37
OXA-40 Clone lbérico
Acinetobacter haemolyticus  Hospital Geral de Sto Antonio, Porto, 2002 34
Acinetobacter b i . . .
OXA-58 cinetobacterbaumanni Hospital Santo Antdnio dos Capuchos, Lisboa; 2005 39
. .. Hospitais do Norte e Centro, 2006-2008 38
OXA-23 Acinetobacter b . . t
cinetobacterbaumanni Hospital do Espirito Santo de Evora; 2008, Clone NI NP
Classe A Microrganismo Local e data Referéncia
KPC 3 Klebsiella pneumoniae Centro Hospitalar Lisboa Norte, 2009 40

NI - ndo identificado; NP, ndo publicado

de bactérias multirresistentes. Tal como
acontece mundialmente, também em
Portugal tém sido descritas as outras
variantes dos principais grupos destas
carbapenemases, nomeadamente a OXA-
23 associada ao clone ST103% no Norte e
Centro, e em Evora no Hospital de Espirito
Santo, entre 2008 e 2009 (n&o publicado),
embora tenha sido identificado neste
hospital maioritariamente o clone ST98
produtor de OXA-40, enquanto em Lisboa
na mesma altura foi identificada a OXA-58,
também num isolado hospitalar®. Nestes
isolados a resisténcia aos carbapenemos
esta normalmente associada a diferentes
mecanismos, em particular a co-existéncia
de oxacilinases com expressdao de bombas
de efluxo efou com alteraco de porinas da
membrana externa ¢ frequente®'.

Relativamente as carbapenemases de
classe A, a KPC-3 foi a primeira enzima
encontrada em Portugal, em 2009, num
isolado de K. pneumoniae proveniente de
um doente com leucemia internado no
Centro Hospitalar Lisboa Norte. A estirpe
apresentava resisténcia as principais
classes de antibioticos disponiveis em
clinica, e pertencia ao grupo clonal
ST11%. O facto do gene bla,,. , estar
num transposao, integrado num
plasmideo conjugativo, facilita a sua
disseminagao entre géneros diferentes
como E. coli, Enterobacter spp. e,
inclusivamente entre estirpes de K.
pneumoniae de grupos clonais diferentes,
0 que permite a permanéncia destas
bactérias multiresistentes nas unidades
de cuidados de saude.

/ Impacto clinico e econémico

A'infec¢do por uma bactéria produtora

de carbapenemase € um verdadeiro

desafio terapéutico para o clinico.

As MBLs apresentam um espectro

de hidrdlise alargado a praticamente

todos os antibioticos B-lactamicos. As
carbapenemases dos grupos A e D, embora
nao sendo tao eficientes, aparecerem
vulgarmente em bacilos Gram-negativo
nao fermentadores, geralmente resistentes
a muitos outros grupos de antibidticos. O
aparecimento recente de MBLs e KPC em
enterobactérias e a sua rapida disseminacédo
constitui um cenario preocupante. Vivemos
uma época em que muitos microrganismos
de origem clinica sdo multirresistentes,
incluindo enterobactérias, diminuindo

as opcdes terapéuticas drasticamente. A



resisténcia aos antibidticos prolonga o tempo de infec¢do, aumenta
o sofrimento do doente, em muitos casos, acrescido com maior risco
de mortalidade. Antibioticos como as polimixinas, que raramente
eram usados devido a sua toxicidade, sdo um dos ultimos recursos
terapéuticos. O impacto econdmico da resisténcia bacteriana nao

¢ de descurar. Acresce o aumento do tempo de hospitalizacdo, dos
testes laboratoriais € o recurso a terapéuticas mais dispendiosas.
Nos ultimos anos tém surgido novos compostos para o tratamento
de infeccdes por bactérias Gram-positivo, 0 que néo acontece

com as bactérias Gram-negativo, e infelizmente, os indicadores
apontam para uma investigacao mais vocacionada para as doencas
crénicas e degenerativas, as quais sdo op¢des mais vantajosas para
os laboratdrios farmacéuticos. Portanto, a identificacao de estirpes
produtoras de carbapenemases e o controlo da sua disseminacéo &,
assim, essencial para melhorar os cuidados de saude, na medida que
o conhecimento atempado de pacientes com infeccdes por bactérias
multiressistentes ¢ crucial e o laboratério de Microbiologia tem um
papel essencial na deteccao e identificacdo destas estirpes. Contudo, a
identificacdo precisa da carbapenemase so pode ser feita por métodos
moleculares, metodologia a que muitos laboratorios ndo tém acesso
no nosso pais. Os laboratérios hospitalares de Bacteriologia e os de

Universidades efou de Centros de Investigagdo deveriam associar-
-se formalmente, sob coordenacao das entidades oficiais, criando
sinergias no sentido de melhorar a prevencao e o controlo de estirpes
resistentes e na generalidade, melhorar a saude publica em Portugal.

/ Conclusao

0 aparecimento de carbapenemases, especialmente em
Enterobactérias multirresistentes, expressando outras B-lactamases
efou com outros mecanismos de resisténcia, tem vindo a aumentar
mundialmente a uma rapidez alarmante. A rapidez da disseminacao
tem estimulado a comunidade cientifica a compreender as bases
genéticas para este acontecimento. Contudo, ainda ndo existe
informacao adequada para lidar com este problema a nivel clinico,
e encontrar alternativas terapéuticas. Dai que, um sinergismo

entre o laboratorio clinico microbioldgico e estudos clinicos, em
que se comparem sintomas clinicos, evolucéo da infeccéo, tipo de
microrganismo e enzima envolvidos, seja frutuoso no sentido de

se poder eventualmente estabelecer terapéuticas mais eficazes e,
essencialmente, de se implementar medidas estritas do controlo de
infeccdo sempre que se detectar carbapenemases.
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/ Resumo

Desde a criagdo, em 1786, por Batsch, da espécie Hydatigena granulosa, a
problematica da especiagao e subespeciagao em Hidatidologia tem sido objecto
de consideravel controvérsia. Todavia, depois dos progressos taxonémicos
conseguidos com as técnicas morfoldgicas (até ha bem pouco tempo muito
valorizadas), o recurso recente as potencialidades da Biologia Molecular veio permitir
uma melhor compreensao da filogenia das estirpes do Echinococcus granulosus,
com beneficios consideraveis no dominio clinico face ao reconhecimento da maior
ou menor patogenicidade dos possiveis gendtipos presentes em cada regido.
Neste trabalho, o autor historia a evolugao taxonémica do género Echinococcus, e
descreve o “estado da arte” em Portugal sobre o conhecimento dos genétipos de €.
granulosus presentes em territério nacional.

Palavras-chave: hidatidose, especiagdo, subespeciagao, Portugal.

/ Abstract

Since the establishment, in 1786, by Batsch, of the Hydatigena granulosa
species, the problem of speciation and subspeciation in Hydatidology has been
the subject of considerable controversy. However, after the progress achieved
with the taxonomic morphological techniques [until quite recently highly valued),
the recent appeal to the potential of Molecular Biology has enabled a better
understanding of the phylogeny of the strains of Echinococcus granulosus, with
considerable benefits in the clinical domain given the recognition of higher or
lower pathogenicity of genotypes present in each region.

In this paper, the author describes the taxonomic history evolution of the genus
Echinococcus and “the state of the art”in Portugal regarding the knowledge of the
genotypes of €. granulosus

Key-words: hydatid disease, speciation, subspeciation, Portugal.
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/ Introdugao

O Echinococcus granulosus, Unica espécie do género Echinococcus presente em Portugal,
tem como hospedeiros definitivos os canideos e como hospedeiros intermedidrios varios
herbivoros domésticos. No hospedeiro definitivo desenvolve-se a forma adulta do parasita,
com a sua morfologia tipica de um Taeniidae, e no hospedeiro intermediario desenvolve-se a
forma larvar ou metacéstodo. Acidentalmente, quando o homem ingere ovos de E.
granulosus podera desenvolver a forma larvar ou quisto hidatico.'

No nosso pais, esta zoonose parasitaria ja se revestiu de grande acuidade epidemioldgica e
clinica, muito em especial na regido do Alentejo.>** Todavia, a parasitose tem vindo a
decrescer, sobretudo face as mudancas socioecondmicas ocorridas no meio rural e a
alteracdo das praticas de maneio de gados (reducdo drastica dos caes de pastoreio, recurso a
parques de criacdo vedados a arame farpado, etc.).>%7

A nivel mundial, diversos autores consideram que, em varios paises, as diferentes espécies de
Echinococcus conhecem um periodo de re-emergéncia.?91°

Face ao interesse crescente da "abordagem clinica integrada” ou "abordagem clinica
holistica", assente na triade agente infeccioso/hospedeiro/terapéutica,'2"* é manifesto que,
no caso especifico da Hidatidose, o estudo dos gendtipos de E. granulosus presentes no pais
se reveste de particular interesse para uma pratica racional da medicina hidatidoldgica, razao
que determinou a elaboracédo deste trabalho.

/Especiagao e subespeciagdo do género Echinococcus

Ja Hipocrates (460-357 a.C.), na Grécia Antiga, se interrogava sobre a verdadeira natureza
dos "tumores do figado repletos de dgua" ("jecur aqud repletum"): seriam de origem natural
ou divina?™ Hoje em dia, sabemos que tais "tumores brancos" correspondem a quistos
hidaticos, contendo liquido hidatico, isto €, & forma larvar do Echinococcus.

Obscura ¢ a origem do género Echinococcus, mas, filogeneticamente, parece ter-se originado
da “forma nordica” (paledrtica) que, a partir do ciclo silvéatico (lobo/cervideos) evoluiu para
um ciclo sinantrdpico (cdo/cervideos), acabando, por fim, por determinar um ciclo doméstico
(c&o/herbivoros domésticos), que do meio rural extravasou mesmo para o meio urbano.?*

Desde que, em 1786, Batsch propds a criacdo da espécie Hydatigena granulosa, a
problematica da especiacdo e subespeciacao do género Echinococcus prestou-se a
controveérsias, quer no que respeita a nomenclatura (Polycephalus hominis Zeder 1803,
Polycephalus echinococcus Zeder 1803, Taenia cateniformis (cucumerina Bloch) Rudolphi
1810, Echinococcus hominis (Zeder 1800) Rudolphi 1810, etc., etc.),>* quer no que respeita ao
numero de supostas espécies (so entre 1910 e 1927 foi proposta a criagdo de 14 espécies de
Echinococcus). Assim, apesar de um vasto acervo de investigacGes sugerindo a criagdo e a
anulacdo de um numero consideravel de espécies de Echinococcus, a WHO acabou por
aceitar apenas a existéncia de quatro espécies:™®

e £ granulosus (Batsch 1786): tem distribuicdo praticamente por todo o Planeta, sendo que a
colonizagao portuguesa e espanhola contribuiram para a sua disseminagdo. Esta espécie
teria chegado a Australia a partir do contrabando de ovelhas merinas de Portugal para a
Inglaterra, donde seguiram depois para o continente australiano (antes, tinham sido
contrabandeadas de Espanha para Portugal).2 Tem como ciclo principal canideos/herbivoros.

e £ multilocularis (Leuckart 1863): presente na Europa do Centro e Leste, Asia e América
do Norte. O ciclo principal interessa raposas/muraides.

e £.vogeli (Rausch et Bernstein 1972): ocorre na América Central e América do Sul. O seu
ciclo é predominantemente silvatico (admite-se a ocorréncia de um ciclo sinantrépico),



tendo como hospedeiro definitivo o Icticyon venaticus (e também o cio doméstico, mas
com menor relevancia) e como hospedeiro intermediario o Cuniculus paca. No homem,
produz grandes disseminagées hepaticas e peritoneais.”®

o £ oligarthrus (Diesing 1863): distribui-se sensivelmente pelas mesmas areas geograficas
da espécie anterior. S6 € conhecido o ciclo silvatico, tendo como hospedeiros definitivos
felideos (Felis concolor, F. onca, etc.) e como hospedeiros intermediarios alguns roedores
selvagens (Dasyprocta agouti e D. punctata). Apresenta patogenicidade sobreponivel a
do E. vogeli'®

Recentemente, foi descrita uma nova espécie nos planaltos do Tibete, o E. shiquicus, mas
desconhece-se a sua eventual implicacdo a nivel humano.”

A proliferacéo de espécies de Echinococcus outrora propostas resultou do facto de entéo se
usarem nos estudos taxonomicos fundamentalmente critérios apenas morfoldgicos de
tipificacdo dos parasitas. Todavia, presentemente os estudos genéticos, por recurso a
técnicas de Biologia Molecular, vieram permitir aclarar muitas duvidas, quer no campo da
especiacao quer no da subespeciagéo.

No que respeita a Europa, € aqui reconhecida apenas a existéncia do E. granulosus e do E.
multilocularis, este ultimo em expansao na Europa Central, onde, devido a proteccdo
dispensada as raposas, tem vindo a expandir-se, criando problemas mesmo a nivel urbano.?

Quanto a Peninsula Ibérica, ela tornou-se tradicionalmente uma regido de grande endemicidade
do E. granulosus, devido ao incremento da criagdo e transumancia do carneiro merino.*?'
Refira-se, todavia, que em Espanha foi assinalada a hipotética ocorréncia de infeccdo humana

por E. multilocularis,* mas essa questao tem
suscitado duvidas, carecendo ainda de um
cabal esclarecimento. No que respeita ao
nosso pais, existe aqui tao-so a espécie E.
granulosus, e o Unico caso humano referido
de infecgdo pelo E. multilocularis era
reconhecidamente de importagao: tratava-
-se de um paciente que residira em Franca e
na Suica.?

A problematica da subespecia¢do suscitou
- e suscita ainda - questdes pertinentes,
nao completamente dilucidadas, tanto
mais que a metodologia taxondmica
utilizada foi sofrendo valorizagdes e
desvalorizacdes sucessivas. Qutrora,
consideravam-se, em especial:

® Morfologia: tem sido criticada
pelo facto de poder reflectir apenas
adaptacdes fenotipicas a diferentes
ecossistemas, e ndo verdadeiras
variacdes genotipicas. Todavia,
baseando-se em caracteristicas
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Figura 1 - indices de rejeicdes de visceras de
ovinos com quistos hidaticos, por regiées, no
quarto de século 1944-1968 (reproduzido de
David de Morais, 1998).*

Figura 2 - indices de rejeicdes de visceras
de bovinos adultos com quistos hidaticos,
por regides, no quarto de século 1944-1968
(reproduzido de David de Morais, 1998).4

Figura 3 - indices de rejeicdes de visceras de
suinos com quistos hidaticos, por regides, no
quarto de século 1944-1968 (reproduzido de
David de Morais, 1998).*

morfologicas de vermes adultos,
Thompson e colab. (1984)
individualizaram a estirpe bovina
na Suica.?*

® Epidemiologia: revelou-se
importante no discernimento
dos hospedeiros definitivos e
intermediarios implicados na
transmisséo de estirpes distintas, como
ocorreu, por exemplo, na Australia com
os ciclos ciofovelha e dingo/
marsupiais, onde “(...) the two cycles
have the potencial to interact. (...)"?

e Fertilidade dos metacéstodos: a
ocorréncia, em hospedeiros
intermediarios distintos, de indices de
fertilidade baixos ou altos nos quistos
hidaticos pode indicar a existéncia de
estirpes diferentes de E. granulosus.
Com efeito, a estirpe ovina produz, em
geral, hidatides estéreis ou
degeneradas nos bovinos, sendo que a
estirpe bovina produz nesta espécie
quistos férteis.

e Bioquimica: por exemplo, os lipidos e
polissacaridos sao mais abundantes na
estirpe equina do que na ovina.*

® Experimentagao in vivo: a titulo
exemplificativo, diremos que a
infeccao experimental de caes
permitiu determinar a existéncia de
uma estirpe suina na Polonia,
Bielorrussia e Bulgaria.?’

e Cultura de protoescdlices in vitro:
a cultura de protoescolices in vitro,
em meio difasico, permite a evolucdo
do parasita para verme adulto (em
meio monofasico conduz antes a
vesiculagdo), mas nas estirpes equina
e bovina ndo ocorre estrobilizagio; na
estirpe caprina, verifica-se
estrobilizacdo, mas nao diferenciacio
sexual; todavia, na estirpe ovina, além
da estrobilizagao ocorre também
maturacdo sexual do parasita.>*

¢ Patogenicidade para o homem:
entre outros aspectos, ocorre-nos
referir que, a meio do século passado,
a prevaléncia da hidatidose em
cavalos na Inglaterra aumentou de
35 para 60%,% com o correlativo
aumento também da equinococose
canina, e, todavia, ndo se verificou
nenhum acréscimo de casos humanos;
na Polonia, onde domina a estirpe

suina, a hidatidose humana é uma
raridade: “(...) In the Poznan area,
31% of pigs and 11% of dogs on
private farms were found to be
infected with E. granulosus but only
one case of human echinococcosis
was diagnosed at the local hospital
during 20 years. (...)" ® etc.

e Genética: a genética é actualmente
a grande 'ferramenta’ de estudo da
especiacio e da subespeciacdo: “(...)
To avoid arbitrary and misleading
designation of strains, the differences
(...) should have a genetic basis (...).
The discriminatory power of
biochemical and molecular
techniques, and their growing
acceptance in taxonomic
determination, have provide
the tools necessary for recognition
and characterization of variants
within the recognized species of
Echinococcus (...)."°

Em Biologia Molecular, no que respeita aos
marcadores genéticos, existem dois
grandes dominios: a analise isoenzimatica
dos loci e a analise do DNA, apds
amplificacao.



Dado que o estudo isoenzimatico permite o
recurso a um grande numero de enzimas -
por exemplo, Le Riche et Sewell (1978)
utilizaram apenas uma enzima,* enquanto
Lymbery et Thompson (1988) utilizaram 30
enzimas diferentes.” - técnica
isoenzimatica permitiu obter resultados
muito assinalaveis no estudo da
subespeciacdo do E. granulosus.

Modernamente, contudo, a analise genémica
das espécies assenta principalmente no
estudo do DNA, por recurso a técnica do
PCR (polymerase chain reaction).

Todavia, alguma polémica surgiu, tendo por
base o argumento da exiguidade do
segmento de DNA analisado com as sondas
correntemente empregues. Lymbery et
Thompson (1991), por exemplo, lembram
que, por exemplo, por recurso a 20 enzimas
¢ possivel abranger cerca de 2000
nucledtidos do material parasitario
analisado, enquanto com as sondas
empregues actualmente na analise
genomica so sao passiveis de estudo 288
nucledtidos, se bem que o seu numero
possa vir a ser aumentado no futuro.** E
para Eckert (1991), “(...) the DNA restriction
fragment-length analysis is not (or not yet)
applicable as a single and relatively simple
diagnostic tool for the diagnosis of strain
differences (...)."*

Em relagado aos parametros de
diferenciacao intra-especifica, utilizamos
neste trabalho, sinonimicamente, os
vocdabulos subespécie e estirpe (strain, em
inglés; souche, em francés; ceppo, em
italiano; cepa, em castelhano). Todavia,
quando essa diferenciacdo decorre apenas
da utilizacdo de métodos de Biologia
Molecular, passou a utilizar-se antes a
designagdo gendtipo. Assim, com base em
multiplos estudos realizados, admite-se,
hoje em dia, a existéncia dos seguintes 10
genotipos no complexo E. granulosus:353637

e Genotipo 1 (G1): estirpe ovina
comum

® Genotipo 2 (G2): estirpe ovina da
Tasménia

® Genotipo 3 (G3): estirpe do bufalo

e Genotipo 4 (G4): estirpe do cavalo
(E. equinus)

e Genotipo 5 (G5): estirpe bovina
(E. ortleppi)

e Genotipo 6 (G6): estirpe do camelo
e Genotipo 7 (G7): estirpe suina

e Gendtipo 8 (G8): estirpe dos
cervideos

® Genotipo 9 (G9): estirpe polaca porco/
homem

e Genotipo 10 (G10): estirpe cervidea
Fennoscandinava

Ora, a determinacéo, em cada pais e
regido endémica de equinococose-
-hidatidose dos genotipos ai existentes,
reveste-se de grande importancia
epidemioldgica, profilatica e clinica, dado
que se aceita que existem estirpes que séo
patogénicas para o homem, enquanto
outras ndo 0 sdo ou apenas se revestem
de patogenicidade negligenciavel. A luz
dos conhecimentos actuais, sdo
considerados patogénicos para o homem
td40-50 0s genotipos ovino (G1), bovino
(G5) e cervideo (G8): “(...) The so-called
sheep, cattle and cervid strains of E.
granulosus are infective to humans, while
the horse, camel and pig strains may be
less or not infective (...)".3 Destes trés
genotipos, o ovino (G1) é tido como o mais
patogénico para o homem, sendo que,
infelizmente, € também o que possui a
mais ampla difusdo mundial.?

/ Escorgo sobre o conhecimento
actual da subespeciagao do €.
granulosus em Portugal

Comecemos por referir que os estudos
epidemiologicos nos permitiram, de certo
modo, antecipar qual a situagao do nosso
pais no que respeita aos gendtipos de E.
granulosus aqui presentes. Analisando, nas
estatisticas oficiais dadas a estampa, as
rejeicdes em matadouros das visceras
contaminadas por quistos hidaticos
durante um quarto de século (1944-1968),
apuramos os indices de contaminacao,
expressos nas Figs 1, 2 e 3. Os indices de
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Figura 4 - Zimograma do /ocus MDH. Amostras
de quistos hidaticos de: 1: ovelha, Portugal; 2:
boi, Portugal; 3: ovelha, Itélia; 4: boi, Italia; 5 e
6: tecidos de 6rgdos de ovelha e boi (controlo) -
reproduzido de David de Morais, 1998.

rejeicao que calculamos basearam-se nas
inspeccgdes sanitarias feitas, em todo o
Pais, em 36 050 851 animais: 16 497 143
ovinos, 5 340 582 caprinos, 2 725 531
bovinos e 11 487 595 suinos (por economia
de espaco, nao reproduzimos aqui a Fig.
respeitante aos caprinos, mas ela nao
difere, no essencial, da dos ovinos).2* Na
analise interpretativa das Figs 1,2 e 3
deveremos, todavia, abster-nos de
considerar os indices de rejeicdes da
Regido de Lisboa: é que os animais ali
abatidos ndo sdo criados nessa Regido,
mas provém, sim, dos circuitos de
comercializagdo que para ali canalizam
gados para consumo citadino.>**

Assim, a andlise da Fig. 1 permite a
conclusdo dbvia de que nos ovinos (o
Mesmo se passa com 0s caprinos) a
hidatidose cresce, notoriamente, de norte
para sul. Quanto aos bovinos (Fig. 2), embora
0s maiores indices de rejeicdo tivessem sido
registados na Regido Sul, eles ja apresentam,
todavia, valores expressivos na Regido
Norte. Por fim, no que respeita aos suinos
(Fig. 3), a Regido Norte supera,
significativamente (sete vezes mais), a
Regido Sul, mas esta espécie acusa também
valores muito importantes na Regido Centro.

Do exposto resulta bem evidente

que a maior biomassa parasitaria de

E. granulosus circula na Regido Norte -
que ¢, comparativamente, a de mais
exiguo territorio e de grande densidade
populacional, factos relevantes - pelo
que seria de esperar que na zona
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setentrional do Pais se registasse a

maior incidéncia de hidatidose humana,
face a evidente conspurcacdo do meio por
ovos de Echinococcus. Ora, sucede que a
Regiao Norte é exactamente aquela que
detém a menor incidéncia de hidatidose
humana! 2,3,4,5,6,7,39,40

Crescendo em Portugal a hidatidose
humana de norte para sul (o Alentejo
sempre foi a regiao de grande
endemicidade hidatica no Pais, sendo o
distrito de Evora o tnico com incidéncia
hiper-endémica),** e crescendo,
inversamente, a hidatidose animal de sul
para norte, pudemos, em bases
epidemioldgicas, deduzir que a sul deveria
prevalecer uma estirpe de E. granulosus de
grande patogenicidade, enquanto a norte,
contrariamente, deveria prevalecer uma
estirpe ndo patogénica ou de baixa
patogenicidade. Ou, coerentemente: na
Regido Sul - a mais infectada por quistos
hidaticos no homem - presumivelmente
deveria prevalecer a estirpe ovina (G1),
enquanto nas Regides Centro e Norte

- onde a prevaléncia da hidatidose
humana & de diminuta importancia -
presumivelmente deveria prevalecer a
estirpe suina (G7). Fazemos notar que
grafamos "prevalecer”, o que nos leva

a pressupor a possivel coexisténcia de
estirpes diferentes num mesmo espaco
territorial, mas com dominancia de uma
delas, reflectindo-se, pois, clinicamente,
nos valores da incidéncia humana desta
zoonose parasitaria.

No sentido de testarmos a nossa hipotese
epidemioldgica, efectuamos em Roma, em
colaboragdo com a Professora Lia Paggi, do
Istituto di Parassitologia da Universidade
“La Sapienza", estudos genéticos de quistos
hidaticos de ovinos e bovinos (figado e
pulmio), que recolhemos nos matadouros
de Beja e de Vila Franca de Xira (aqui, os
quistos hidaticos eram de animais
provenientes da zona de Santarém); para
comparacdo, analisaram-se também
quistos hidaticos da Itdlia Continental
(Lazio) e da Sardenha. De acordo com o
estado da arte de entdo (vide supra),
recorremos a técnica da electroforese
isoenzimatica.*’ No estudo foram utilizadas

as sequintes 11 enzimas:*** malato-
-desidrogenase (MDH): nimero da Enzyme
Commission (E.C) 1.1.1.37; malico-enzima
(ME): E.C. 1.1.1.40; isocitrato-desidrogenase
(IDH): E.C. 1.1.1.42; 6-fosfogluconato-
desidrogenase (6PGD): E.C. 1.1.1.43;
NADH-desidrogenase (NADH-DH): E.C.
1.6.99.3; superoxidase-dismutase (SOD):
E.C. 1.51.1.1; glutamato-oxaloacetato-
transaminase (GOT): E.C. 2.6.1.1; creatino-
kinase (CK): E.C. 2.7.3.2; adenilato-kinase
(AK): E.C. 2.7.4.3; manose-fosfato-
isomerase (MPI): E.C. 5.3.1.8; e glucose-
fosfato-isomerase (GPI): E.C. 5.3.1.9. Os
pormenores técnicos e os resultados
respeitantes aos /oci analisados poderao
ser compulsados em Mattiucci S, David de
Morais JA e colab. (1991), e em David de
Morais (1993; 1998).244

Dez enzimas revelaram zimogramas
interpretaveis e reprodutiveis (td0-so a
SOD n4o mostrou actividade valorizavel).
A mero titulo de exemplo, dentre as varias
dezenas de zimogramas executados,
reproduzimos na Fig. 4 o zimograma do
locus enzimatico MDH. Como conclusao
final, salientamos a total homogeneidade
de todo o material analisado: as bandas
encontradas nas amostras quisticas de
origem ovina eram sobreponiveis as bandas
do material de origem bovina, sendo o
cotejo entre as duas regides abrangidas,
Portugal e Italia, também perfeitamente
coincidente, concluindo-se pela existéncia
de uma unica estirpe de E. granulosus
interessando ambos os paises, qual seja a
estirpe cdofovelha. Notaremos ainda que a
identidade genética entre o material do
Centro e Sul de Portugal e o da Itélia
confere bastante plausibilidade a hipotese
que vimos defendendo: a romanizac¢éo do
Pais, face a importacdo coeva de animais
para as villae romanas, podera ter estado
na origem de uma das vias de introducéo
da Hidatidose em Portugal (a outra via
podera ter sido a transumancia de gados
de Espanha para Portugal). 2444

Posteriormente, surgiram algumas
investigacdes baseadas no isolamento de
DNA de metacéstodos (relativamente aos
trabalhos que a seguir indicamos, cumpre
esclarecer que se sabe que alguns estudos

tém sido apresentados em congressos,

mas o facto € que ndo os encontramos
disponiveis, nem em publicacdes, nem na
internet). D. Cartucho e colab. (2000), em
colaboracdo com o Laboratorio de
Parasitologia da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Madrid, numa comunicacao
a um congresso de Hidatidologia, referiram
a identificacdo da “estirpe caofovelha”, num
caso humano de Castelo Branco.* L. Justo
e colab. (2005), num quisto hidatico de um
ovino da zona do Algarve, identificaram a
presenca do genotipo G1.*6 A. Castro e
colab. (2005) referiram ter efectuado

"(...) um estudo epidemiologico, em
diferentes regiées do pais (...)", e que "(...)

os resultados obtidos até ao momento,
demonstram a presenca do gendtipo G1 (em
pequenos ruminantes) e G7 (em suinos) (...)",;
dado que o estudo incluiu colaboradores do
“Matadouro Carnes de Vinhais" e
"Matadouro Regional do Zézere", presume-
-se que os suinos possam ter sido da Regiao
Norte e Centro e os "pequenos ruminantes”
talvez da Regido Centro (Zézere)¥ - os
estudos do Centro de Imunologia e Biologia
Parasitaria, do Instituto Ricardo Jorge do
Porto, assinalando nos concelhos de Vinhais
(distrito de Braganca) e de Cantanhede
(distrito de Coimbra) a presenca em suinos
da estirpe G7 foram objecto de um relatdrio
interno.*® Silvia Beato (2008), numa
dissertacdo de mestrado, estudou figados e
pulmées de ovinos e de bovinos, “na regido
centro de Portugal”, e do estudo do seu
DNA concluiu tratar-se, em ambas espécies,
do gendtipo G14° Um estudo recente, de

S. Beato e colab. (2010), respeitante a
quistos hidaticos de ovinos e de bovinos da
zona do Interior-Centro, revelou a
ocorréncia dos genatipos G1 e G3 ("estirpe
do bufalo"); todavia, devera evitar-se extrair
dai ilagdes epidemioldgicas e clinicas
precipitadas, dado que a analise filogenética
mostrou a possivel existéncia de um cluster
(G1-G3.%° Assim, € provavel que a
diferenciacao genotipica das 10 estirpes

do E. granulosus, actualmente reconhecidas,
venha a ser revista no futuro, talvez com

a criacdo de uma estirpe de E. granulosus
sensu stricto (cluster G1,G2,G3), como
alias ja foi sugerido, ou da estirpe E.
granulosus granulosus.



/ Conclusoes

Em concordancia com estudos
epidemiologicos e clinicos antes
publicados,*** que sugeriam a existéncia
de uma estirpe de E. granulosus mais
patogénica no sul do Pais (na verdade, na
nossa Consulta de Hidatidologia do
Hospital do Espirito Santo de Evora
possuimos muitos casos de hidatidose de
assinalavel gravidade e tamanho)®515253 e
a predominancia de uma estirpe menos
patogénica no norte do territorio nacional
(possuimos, na nossa Consulta, alguns
doentes de Tras-os-Montes, com quistos
hidaticos que ha muitos anos se mantém
quiescentes ou que responderam muito
bem a terapéutica benzimidazolica)®®” -
em concordancia com esses estudos
epidemiologicos e clinicos, diziamos nos,
diversas investigacdes confirmaram a
ocorréncia em Portugal dos genotipos G1
(estirpe ovina) e G7 (estirpe suina).

Todavia, como € dbvio, importara
aprofundar a problematica da
subespeciacdo do E. granulosus em
Portugal, e, face a transumancia e ao
contrabando de gados que, outrora, ocorria
entre os dois paises ibéricos, 34
interessara cotejar os resultados
portugueses com os de Espanha - no pais
vizinho, é reconhecida a existéncia das
estirpes G1 (estirpe ovina), G4 (estirpe
equina) e G7 (estirpe suina).>

No mapeamento ou zonagem das espécies e
estirpes de agentes patogénicos existentes
numa dada regido ou pais, importa:

® evitar abordagens reducionista,
optando-se antes por investigacdes
integradas, concatenando elementos
epidemiométricos, clinicos, genéticos,
ambientais, etc.

® relativamente aos quistos hidaticos que
produzem resultados interpretaveis e
reprodutiveis, mais do que o focal de
abate dos animais interessa conhecer o
local de criagdo dos mesmos. Por
exemplo, os quistos hidaticos que
recolhemos no antigo matadouro de
Vila Franca de Xira respeitavam a
ovinos e bovinos criados em

propriedades de Santarém. Demais, se
ja outrora a transumancia representou
um meio importante de difusao de
agentes patogénicos e vectores
(ixodideos, arbovirus, echinococcus,
fasciolas, brucelas, babésias, borrélias,
leishmanias, rickettsias, ehrlichias,
anaplasmas, coxiellas, etc), 2214344 o
facto é que os modernos circuitos de
comercializacao e globalizacao
promovem uma ainda maior
movimentacdo de animais para 0s
“quatro quadrantes” do Pais (basta
circular nas estradas portuguesas para
verificarmos isso); alids, historicamente,
tal movimentacado de gados ja
acontecia, desde ha muito, até mesmo
com paises estrangeiros: por exemplo,
o grande investigador desta
problematica, Albert Silbert, registou,
desde ha séculos, a compra, legalmente
organizada, de bovinos a "Barbarie"
(Marrocos): “(...) un détail intéressante
[1794]. Il [le corregedor] parle des
nombreux troupeaux que la compagnie
(...) 'fait venir de Barbérie', ce qui prouve
que le Maroc ne fournissait pas que du
blé au Portugal (...)."

137



13 8 RPDI
Setembro > Dezembro 2011/ Vol. 7 > N.°3

/ Bibliografia

1. Faust EC, Beaver PC, Jung RC. Agentes e Vectores Animais de Doencas
Humanas. Lisboa: Fundacéo Calouste Gulbenkian, 1987.

2. David de Morais JA. A Hidatidologia em Portugal: Contribuicdo para o seu
Estudo Integrado. Lisboa: Universidade Nova de Lisboa, 1993 (tese de
doutoramento).

3. David de Morais JA. The Issue Concerning Diffusion of Echinococcosis/
Hydatidosis in Portugal: The Role of Transhumance. Archivos Internacionales de
la Hidatidosis 1997; 32: 9-21.

4. David de Morais JA. A Hidatidologia em Portugal (série "Manuais
Universitarios"). Lisboa: Fundacao Calouste Gulbenkian, 1998.

5. David de Morais JA. Hidatidose humana. Estudo clinico-epidemiolégico no
distrito de Evora durante um quarto de século. Acta Med Portuguesa 2007; 20:
1-10. Disponivel on-line: www.actamedicaportuguesa.com/arquivo2007.htm

6. David de Morais JA. Ascenséo e declinio da hidatidose humana em Portugal.
Acta Parasitologica Portuguesa 2009; 16 (1/2): 144-5.

7. David de Morais JA. Progresséo e declinio da hidatidose humana em Portugal:
analise historico-epidemioldgica. Medicina Interna 2010; 17 (4): 274-85. Errata:
Medicina Interna 2011; 18 (1): 58. Disponivel on-line: http://www.spmi.pt/revista/
vol17/vol17_2010_n4_274_285.pdf

8. Deutz A, Fuchs K, Auer H, Nowotny N. Echinococcosis. An emerging disease in
farmers. N Eng J Med 2000; 343 (10): 738-9.

9. Craig P, Pawlowski Z, edit. Cestode Zoonoses: Echinococcosis and Cysticercosis:

an Emergent and Global Problem. Amsterdam: 10S Press (vol. 341 NATO Science
Series), 2002.

10. Budke CM, Deplazes P, Torgerson PR. Global socioeconomic impact of cystic
echinococcosis. Emerging Infectious Diseases 2006; 12 (2): 296-303.

11. David de Morais JA. Abordagem clinica integrada. Consideracées a propésito
de um caso de hidatidose multipla grave. Medicina Interna 2006; 13 (4): 278-88.
Disponivel em: http://www.spmi.pt/revista/vol 13/vol13_n4_2006_278_288.pdf
12. David de Morais JA. Zoonoses emergentes em Portugal: epidemiologia e
clinica. Rev Portuguesa Doeng Infec 2009; 5 (3): 95-114.

13. David de Morais. Terapéutica actual da Hidatidose. Rev Portuguesa Doenc
Infec 2011; 7 (1): 5-12.

14. Dedola G, Raso AM. Epidemiologia e Profilassi dell'ldatidosi nella Provincia di
Nuoro. Nuoro (Sardegna): Edizioni Minerva Medica, 1973.

15. WHO. Guidelines for Surveillance, Prevention and Control of Echinococcosis/
Hydatidosis (VPH/81.28). Geneva: World Health Organization, 1981.

16. McManus DP, Zhang W, Li J, Bartley PB. Echinococcosis. Lancet 2003; 362:
1295-304.

17. D'Alessandro A. Polycystic echinococcosis in tropical America: Echinococcus
vogeli and E. oligarthrus. Acta Tropica 1997; 67: 43-65.

18. Tappe D, Stich A, Frosch M. Emergence of polycystic neotropical
echinococcosis. Emerging Infectious Diseases 2008; 14 (2): 292-7.

19. Xiao N, Qiu J, Nakao M et al. Echinococcus shiquicus n. sp., a taeniid cestode
from Tibetan fox and plateau pika in China. Int J Parasitol 2005; 35 (6): 693-701.
20. Hegglin D, Ward PI, Deplazes P. Anthelmintic baiting of foxes against urban
contamination with Echinococcus multilocularis. Emerging Infectious Diseases
2003:9 (10): 1266-72.

21. David de Morais JA. A Transumancia de Gados Serranos e o Alentejo. Evora:
Camara Municipal de Evora, 1998.

22. Alonso CN, Ferreira JG, Fernandez AR et al. Hidatidosis alveolar hepética. Rev
Esp Enf Digest 1993; 84 (2): 127-9.

23. Sanai T, Romero L, Anibal J et al. Hidatidose alveolar hepatica. Rev Soc
Portuguesa Hidatidologia 2003; 1: 37-40.

24. Thompson RCA, Kumaratilake LM, Eckert J. Observations on Echinococcus
granulosus of cattle origin in Switzerland. Intern J Parasitol 1984; 14: 283-91.

25. Thompson RCA, Lymbery AJ. The epidemiological significance of biological
variation in Echinococcus. Archivos de la Hidatidosis (XV Extraordinary Congress
for Celebration of the 50 Years of A.l.H, Rome) 1991: 30: 195-200.

26. McManus DP, Smyth JD. Differences in the chemical composition and
carbohydrate metabolism of Echinococcus granulosus (horse and sheep strains)
and E. multilocularis. Parasitology 1978; 77: 103-9.

27. Slepnev NK. Host specificity of Echinococcus granulosus from swine in
Belorussia. Trudy (Nauchnye Trudy) Nauchno-Issledovatel'skego Veterinarnogo
Instituta Belorusskoi 1975; 13: 113-6.

28. Thompson RCA, Smyth JD. Equine hydatidosis: a review of the current status
in Great Britain and the results of an epidemiological survey. Veter Parasitol
1975; 1: 107-27.

29. Pawlowski ZS. Epidemiological basis for chemotherapy of human
echinococcosis. Int J Clin Pharmacol Res 1985; 5 (2): 75-8.

30. Thompson RCA, Lymbery AJ. The nature, extent and significance of variation
within the genus Echinococcus. Advances Parasitol 1988; 27: 209-59.

31. Le Riche PD, Sewell MMH. Identification of Echinococcus granulosus strains
by enzyme electrophoresis. Research Veter Scien 1978; 25: 247-8.

32. Lymbery AJ, Thompson RCA. Electrophoretic analysis of genetic variation in
Echinococcus granulosus from domestic hosts in Australia. Intern J Parasitol
1988; 18: 803-11.

33. Lymbery AJ, Thompson RCA. Points in question. Genetic diversity in
Echinococcus granulosus - a reply to McManus. Intern J Parasitol 1991; 21:
153-4.

34. Eckert J. Experimental research on echinococcosis: update. Archivos de la
Hidatidosis (XV Extraordinary Congress for Celebration of the 50 Years of A.LH,
Rome) 1991; 30: 311-20.

35. Obwaller A, Schneider R, Walochnik J et al. Echinococcus granulosus strain
differentiation based on sequence heterogeneity in mitochondrial genes of
cytochrome c oxidase-1 and NADH dehydrogenase-1. Parasitology 2004; 128:
569-75.

36. Scott JC, Stefaniak J, Pawlowski KS, McManus DP. Molecular genetic analysis
of human cystic hydatid cases from Poland: identification of a new genotypic
group (G9) of Echinococcus granulosus. Parasitology 1997; 114: 37-43.

37. Lavikainen A, Lehtinen MJ, Laaksonen S et al. Molecular characterization of
Echinococcus isolates of cervid origin from Finland and Sweden. Parasitology
2006; 133: 565-70.

38. Eckert J, Thompson RC. Intraspecific variation of Echinococcus granulosus
and related species with emphasis on their infectivity to humans. Acta Tropica
1997, 64 (1-2): 19-34.

39. David de Morais JA. Estudo epidemiolégico da Equinococose-Hidatidose no
distrito de Evora: problematica metodologica. Rev Portuguesa Doeng Infec 1997;
20 (3): 137-45.

40. David de Morais JA. Nosografia do distrito de Evora: estudos prospectivos de
campo. Rev Portuguesa Doeng Infec 1997; 20 (1): 5-14.

41. Pasteur N, Pasteur G, Bonhomme F et al. Technique de Génétique par
Electrophorése des Protéines. Paris: Technique et Documentation (Lavoisier),
1987.

42. Mattiucci S, David de Morais JA, Arru E, D'Amelio S, Orecchia P, Paggi L.
Genetic homogeneity within Echinococcus granulosus from sheep and cattle of
Portuguese and Italian origin. Archivos de la Hidatidosis (Roma) 1991; 30: 875-8.
43. David de Morais JA. A transuméancia dos gados serranos em Portugal: escorco

histérico e epidemiologico. Medicina na Beira Interior da Pré-Historia ao Século
XXI, Cadernos de Cultura (Castelo Branco) 2005; 19: 125-36.



44. David de Morais JA. A Transuméancia de gados serranos para o Alentejo:
abordagem histérica e antropo-ecoldgica. In: Cultura Pastoril. Livro de Actas do
Seminario. Rosmaninhal, [danha-a-Nova: Centro Cultural Raiano, Camara
Municipal de ldanha-a-Nova, 26 e 27 de Maio de 2007, pp. 11-30: http://www.
cm-idanhanova.pt/pdf/publicacoes_online/Actas_seminario_p.pdf [consultado
em Janeiro de 2010).

45. Cartucho D, Daniel K, Marrdo G et al. Estirpes de Equinococcus granulosus
em Portugal: o que sabemos. Beja: | Congresso Ibérico de Hidatidologia e VII
Congresso Nacional de Hidatidologia, 9 a 11 de Novembro de 2000
(comunicagéo).

46. Justo L, Vilares A, Cuesta-Bandera C, Angelo H. Estudo das estirpes de
Echinococcus granulosus no centro e sul de Portugal. Resultados preliminares.
Elvas: Il Congresso Ibérico de Hidatidologia, Setembro de 2005 (poster).

47. Castro A, Silva A, Veloso G et al. Genotipagem de Echinococcus granulosus
por analise das sequéncias NADH-dehidrogenase 1 e cytocromo C oxidase 1. Acta
Parasitologica Portuguesa 2005; 12 (1-2): 395-6.

48. Castro A, Silva E, Freire L, Conceicdo A, Correia da Costa JM. Equinococose/
Hidatidose. Porto: Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge, Centro de
Imunologia e Biologia Parasitaria, 2007 (relatorio policopiado).

49. Beato SFA. Contributo para a caracterizacdo molecular de Echinococcus
granulosus em Portugal. Lisboa: Universidade Nova de Lisboa, Instituto de
Higiene e Medicina Tropical, 2008 (dissertagio de mestrado).

50. Beato S, Parreira R, Calado M, Gracio MA. Apparent dominance of the G1-G3
genetic cluster of Echinococcus granulosus strains in the central inland region of
Portugal. Parasitology International 2010; 59 (4): 638-42.

51. David de Morais JA. Chemotherapy of Hydatid disease with Albendazole. First
clinical trial carried out in Portugal. Rev Portuguesa Doenc Infec 1992; 15 (2):
95-8.

52. David de Morais JA. Hidatidose esplénica: 20 anos de experiéncia epidémico-
clinica. Rev Portuguesa Doeng Infec 2000; 23: 167-74.

53. David de Morais. Hidatidose abdominal secundaria a acidentes traumaticos:
a nossa experiéncia de 20 anos em area endémica. Rev Portuguesa Doenc Infec
2002: 1 (1): 6-15.

54. Mwambete D, Ponce-Gordo F, Cuesta-Bandera C. Genetic identification and
host range of the Spanish strains of Echinococcus granulosus. Acta Trop 2004;
91:87-93.

55. Silbert, Albert. Le Portugal Méditerranéen a la fin de I'Ancien Régime, vols
[-1l. Lisboa: Instituto de Investigacao Cientifica, 1978: 631.

139



14 RPDI
Setembro > Dezembro 2011/ Vol.7 > N.°3

AGENDA / NOTEBOOK

EVENTOS NACIONAIS DA
ESPECIALIDADE >>

/8% Jornadas de Actualizagao em Doengas
Infecciosas do Hospital de Curry Cabral

26 e 27 de Janeiro de 2012

Local: Lisboa, Auditorio da Caixa Geral de
Depésitos (Culturgest)

Secretariado: Merck Sharp & Dohme

Contacto - Eurocongressos

Av. Elias Garcia 147, 5° Esg, 1050-099 Lisboa
E-mail: meet@eurocongressos.pt
www.8jornadascurrycabral.com

/ 17° Infection and Sepsis Symposium
29" February to 2nd March, 2012

Porto Palacio Hotel, Porto
www.acropole-servicos.pt

EVENTOS INTERNACIONAIS DA
ESPECIALIDADE >>

/ CROI 2012

March 5-8, 2012 at the Washington State
Convention Center

Seattle, USA

http:/[retroconference.org/

/ The International Conference on Emerging
Infectious Diseases 2012

March 11-14, 2012

Hotel Hyatt Regency Atlanta, in Atlanta,
Georgia, USA

http://www.iceid.org/

/ 10th European Meeting on HIV & Hepatitis-
-Treatment Strategies & Antiviral Drug
Resistance

Date: 28-30 March 2012

Location: Fira Palace Hotel,

Barcelona, Spain
http://www.virology-education.com

/ 22% Annual Meeting of the European
Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases

Date: March 31- April 3, 2012

City: London, United Kingdom

Contact: 22nd ECCMID 2012

Phone: 41 61686 77 11

Fax: 41 61 686 77 88

E-Mail: basel@congrex.com

/ 15" International Congress on Infectious
Diseases

Date: June 13-16, 2012

City: Bangkok, Thailand

Contact: International Society for Infectious
Diseases

Phone: (617) 277-0551

Fax: (617) 278-9113

E-Mail: info@isid.org

Web Site: www.isid.org

/ XIX International AIDS Conference
Date: July 22-27, 2012

City: Washington DC, USA

Phone: +41 22-710-0800

E-Mail: info@aids2012.org

Web Site: http://www.aids2012.0rg

/52nd ICAAC
September 9-12, 2012
San Francisco, California

/ 11th International Congress on Drug
Therapy in HIV Infection

11-15 November 2012 Glasgow, UK
http://www.hiv11.com/

/ XVl Congreso Panamericano de
Infectologia

Date : Abril de 2013

City: Santiago do Chile

Web Site: www.apinfectologia.org

/ 13th Conference of the International
Society of Travel Medicine

19-23 May, 2013

Maastrich, The Netherlands
www.istm.org
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Checklist destinada aos Autores

Titulo do manuscrito:

Nome do primeiro Autor:

[] 0 manuscrito ndo foi, nem vai ser, enviado para publicacdo em qualquer outra revista
médica.

[] O Autor que consta no endereco postal serd o responsavel pela realizacdo das
eventuais correcgdes que venham a ser propostas pelos revisores do artigo e aceites
pelos Autores e, também, pela revisdo das provas, que deve estar concluida até
5 dias uteis ap6s a notificacao.

[] 0O suporte financeiro, assim como as organizagdes envolvidas, foram declarados no
manuscrito.

[] Os Autores declararam, em documento anexo a esta checklist, todos os conflitos de
interesses que possam envolver este manuscrito.

[] Sempre que esteja em causa um projecto de investigagdo, a aprovacio da comissao
de ética foi referida no texto do manuscrito.

[] Autorizagdo por escrito, assinada por todos os Autores, cedendo a Revista Portuguesa
de Doencas Infecciosas a propriedade dos artigos (enviar como documento anexo
a esta checklist).

[] Asreferéncias bibliograficas seguem a norma internacional e foi confirmada a sua
correccdo — informacGes no site http://www.icmje.org/index.html.

Nota: para informagdes complementares sobre as normas de publicagdo, consulte a pagina correspondente que figura
em cada numero da Revista Portuguesa de Doengas Infecciosas ou o site da SPDIMC- http://spdimc.org].

Confirmo que todos os pontos desta checklist foram por mim devidamente confirmados
e aceito a responsabilidade pela correcgdo de todas as informacgdes prestadas.

(Assinatura do Primeiro Autor)

pata: [ [ [ [ J/L LI/ 1]

(Este documento pode ser fotocopiado)
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