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RESUMO

Objetivo: Examinar o impacto da terapia estroprogestogénica sobre as
respostas imunes celular e humoral em mulheres apés a menopausa. Métodos:
Estudo prospectivo, coorte, com intervencdo. A resposta imune celular foi avaliada
através de teste de hipersensibilidade cutanea tardia na menopausa empregando
cinco alérgenos comuns antes e ap0s trés meses da terapia estroprogestogénica.
Além disso, o numero de cada tipo de leucdcitos foi estimado antes e apés a terapia
hormonal. Os diferentes subtipos de linfocitos foram determinados por citometria de
fluxo. A resposta imune humoral foi avaliada pela dosagem de imunoglobulinas e
interleucinas 6 e 10. As imunoglobulinas G, A e M foram medidas por nefelometria e
a lgG por eletroquimioluminescéncia. As concentracbes séricas de IL-6 e IL-10
foram determinadas por quimioluminescéncia. Resultados: A TH induziu maior
resposta ao antigeno tuberculina, mas ndo modificou o numero total de leucdcitos,
eosinofilos, neutrdéfilos, linfocitos, linfocitos CD4+ e CD8+ e linfocitos B. Mondcitos e
a razdo CD4+/CD8+ sofreram leve modificacdo (p=0,057). Os niveis de IL-6
permaneceram estaveis e a concentracdo de IL-10 aumentou significativamente
ap6s a TH. Conclusdo: Os resultados indicam uma melhora da resposta imune

celular e humoral com a TH.

Palavras-chaves: Esterdides sexuais, terapia hormonal, menopausa, citocinas,
resposta imune.
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ABSTRACT

Objective: To examine the impact of estrogen plus progestogen therapy on
the immune responses of post-menopausal women. Methods: This prospective
cohort study, with intervention, evaluated the cellular immune response by testing the
delayed-type cell mediated hypersensitivity in post-menopausal women using five
common allergens before and after three months of EPT. In addition, each type of
leukocyte cells was counted before and after EPT. Different subtypes of lymphocytes
were determined by flow cytometry. In regards to humoral response,
immunoglobulins G, A, and M were measured by nephelometry and IgE by
electrochemiluminescence. The concentrations of IL-6 and IL-10 were determined by
chemiluminescence. Results: EPT induced higher response to tuberculin antigen but
did not change the number of total leukocytes, eosinophils, neutrophils, lymphocytes,
CD4+, and CD8+ B cells. Monocytes and CD4+/CD8+ ratio have suffered slight
modification (p=0.057). IL-6 levels remained stable and IL-10 concentrations
increased significantly after EPT. Conclusion: The results indicate an improvement of

cellular immune and humoral responses with EPT.

Keywords: Sexual steroids, hormone therapy, menopause, cytokines, immune

response.
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1. Introducéo

Sintomas vasomotores, nervosismo, diminuicdo da memoéria e fadiga séo as
principais manifestagfes clinicas do climatério e acometem cerca de 60% das
mulheres nesta fase’. A atrofia urogenital e a osteoporose surgem apés alguns anos.
A imunossenescéncia talvez reflita alteracdes celulares e humorais em todo o
processo de gerar resposta especifica a antigenos estranhos. As modificacdes da
resposta imune humoral com a idade incluem (1) resposta prejudicada no
reconhecimento de antigenos nao-proprios, (2) aumento na producdo de
autoanticorpos e complexos imunocirculantes, (3) diminuicdo na producdo de IL-4,
(4) diminuicdo na sintese de imunoglobulinas® e (5) declinio na funcdo dos linfécitos
B*. A resposta imunocelular também declina com a idade e resulta em (1) reacéo
retardada aos antigenos de meméria® e (2) aumento na secrecéo de interferon-y
(IFN-y)?. Tanto aumento como diminuicdo na relacdo CD4/CD8 foram descritos em
seres humanos idosos. Parece nao ocorrer nenhuma mudanca nos macrofagos
acessorios, células dendriticas ou antigeno para os quais os linfécitos B sé&o

especificos.

Além da idade, os esterdides sexuais também modulam a resposta imune.
Enquanto estrogénios parecem estimular a resposta imune, androgénios e
progestogénios mostram uma tendéncia oposta. Na verdade, os estrogénios tem
efeitos tanto estimuladores (em doses baixas) como supressores (em altas doses)
sobre a funcdo imunolégica. Receptores de estrogénio foram encontrados em certas
sub-populacdes de linfécitos e, nestas células, este esterdide pode alterar a funcgéo,

reduzir a producao de fatores imunorreguladores, limitar a expressao de antigenos e
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diminuir a capacidade dos linfécitos de interagir com outras células®. Modificacdes
no sistema imune em mulheres apdés a menopausa tem sido parcialmente atribuidas
ao hipoestrogenismo. No entanto, a existéncia de associagdo ou nao entre um
determinado evento com um fator causal exige que se considere a plausibilidade

biolégica e a consisténcia clinica examinada por estudos clinico-epidemiolégicos.

1.1 InteracOes dos sistemas imune e enddcrino

O sistema imune tem a capacidade de proteger o organismo contra agentes
gue possam causar dano tissular ou doenca. Esta capacidade de defesa é
operacionalizada pelos orgaos linfoides imunes primarios, onde células
especializadas em promover resposta imunoldgica na presenca de antigenos nao-
proprios sdo desenvolvidas. O sistema imune também mantém a memoria do
primeiro contato, de tal modo que, numa segunda exposicdo ao mesmo agente
externo, haja inducdo de uma resposta mais acentuada. A imunidade inata,
responsavel pela resposta imune inicial, envolve barreiras fisicas, enzimas,
complemento e citocinas em seu componente humoral, e neutrofilos, baséfilos,
eosindfilos, macrofagos e células matadoras naturais (NK) em seu componente
celular. A resposta imune adaptativa humoral opera por anticorpos produzidos pelos
linfocitos B e a imunidade adaptativa celular € mediada pelos linfocitos T. Células
acessoérias e efetoras (macrofagos) capazes de destruir agentes nao-préprios
também podem ser encontradas no sistema fagocitico mononuclear (macréfagos,

mondcitos) ou mesmo outras células do sistema imune®.
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A existéncia de uma interacdo marcante entre os sistemas imune e endocrino
esta fundamentada na observacdo de que (1) as células de ambos os sistemas
possuem receptores para citocinas, neurotransmissores e neuropeptideos, (2)
produtos imuno-neuroendécrinos sdo achados em ambos os tecidos, linféide e
endocrino, (3) mediadores enddcrinos podem modular o sistema imune e (4)
mediadores imunes podem afetar estruturas do sistema endécrino’. Sabe-se que
receptores para diferentes horménios ndo se manifestam do mesmo modo em todos
os tipos de células do sistema imunoldgico e tanto o nimero como a atividade
destes receptores sdo dependentes da ativacéo celular. Células do sistema imune,
via receptores, podem ligar prolactina (PRL), horménio de crescimento,
corticosteroides, estradiol e testosterona. Por outro lado, receptores para 0s
produtos imunoderivados também sdo expressos em glandulas enddcrinas; assim,
receptores para interleucinas sdo expressos na hipdéfise, adrenal, ovarios, tiredide e
pancreas. Citocinas e pequenos hormdénios peptideos estdo, em associagao,
envolvidos numa ampla variedade de processos imunoinflamatérios ligando os

sistemas enddcrino, imunolégico e neuroldgico.

O eixo hipotalamo-hipofise-tiredide pode ser inibido pela IL-1, fator de necrose
tumoral (TNF)-a e IL-6. O horménio tireotropico aumenta a producao de anticorpos.
O hormobnio de crescimento induz a proliferacdo dos linfécitos T e a producao de
superéxido anidnico pelos macréfagos. A PRL estimula o sistema imunolégico, mas
a hiperprolactinemia inibe a funcdo auto-imune. O papel da PRL no sistema
imunolégico pode ser concentracdo-dependente. Assim, um nivel 6timo de PRL
parece ser necessario para a funcéo linfocitica adequada. Tanto os linfécitos T como
os linfécitos B tem receptores para PRL e produzem substancia semelhante a PRL,

com possivel envolvimento na imunomodulag&o®.
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O eixo hipotadlamo-hipoéfise-adrenal pode influenciar a fungédo imunoldgica. Em
geral, o horménio adrenocorticotropico, os glicocorticbides e os androgénios
deprimem a resposta imune in vitro. Por outro lado, as interleucinas podem estimular
o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal’. O horménio adrenocorticotrépico pode, por si,
inibir a produgao de anticorpos e a secregao de linfocinas ou IFN-y pelos linfécitos B
e T, respectivamente. Além disso, sob estresse, os linfocitos perdem sua capacidade
de responder aos agentes mitogénicos. O cortisol, em alta concentracdo, inibe a
sintese de anticorpos, a producdo de citocinas e a proliferacdo dos linfécitos. De
uma maneira geral, os glicocorticoides suprimem a maturacdo, diferenciacdo e
proliferacdo das células imunolégicas, atenuando tanto a resposta imune inata como
a adquirida®. Na resposta inata, os corticosterdides reduzem o nimero de mondcitos
circulantes, inibem a secrecdo de IL-1, IL-6 e TNF-qa, prejudicando o sistema
colagenase, elastase e ativador do plasminogénio tissular. Em adicéo,
glicocorticéides exercem duplo efeito sobre os neutrdfilos: afetam a ativacao/funcéo
e elevam o numero total por diminuicdo da apoptose. Corticéides modificam o
padrdao da imunidade celular a favor da humoral. Ao diminuir a resposta imune
celular, inibem a expressdo dos agentes pro-inflamatorios IFN-y, IL-2 e TNF-,
prejudicando a diferenciacdo dos monécitos em macréfagos, células NK e células T
CD8+, responsaveis pela fagocitose e destruicdo dos agentes estranhos,
respectivamente. Ao estimular a resposta humoral o corticéide favorece a sintese de
citocinas antiinflamatorias (IL-4, IL-10, IL-13), estimulando a diferenciacdo de
eosindfilos, mastdcitos e linfocitos B, importantes para a producao de anticorpos de

defesa®.

O eixo hipotalamo-hipéfise-ovariano também pode modular a funcdo imune. O

horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) parece estar implicado tanto no
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desenvolvimento como na modulacdo deste sistema'®. Por outro lado, receptores
especificos do GnRH sdo expressos em mondcitos e linfécitos T e B*. O papel
fisiolégico extra-hipofisario do GnRH no sistema imunologico é ainda pouco
entendido. O uso de andlogos do GnRH pode aumentar o nimero de células NK e a
capacidade dos linfécitos T responderem aos mitdgenos. Considerando como
funcao reciproca, quando administrada centralmente a IL-1 diminui tanto a secre¢éo
de GnRH como a do horménio luteinizante'?. Tanto em animais de experimentacéo
como em humanos, estradiol e testosterona atenuam a producéo das citocinas pro-

inflamatorias IL-1, IL-6 e TNF-o?.

1.2 Efeitos dos esterdides sexuais naresposta imunologica

Risco maior de mulheres desenvolverem doencas auto-imunes sugere que
estas doencas sédo de algum modo mediadas pelos esterdides sexuais. A influéncia
destes esterdides no sistema imune é um processo gendmico e exige a existéncia
de receptores apropriados. Estes receptores podem ligar diferentes horménios
ovarianos e adrenais, mas nao estdo presentes em todos os tipos de células do
sistema imunolégico. Mulheres tém o timo mais desenvolvido, maiores niveis de
imunoglobulinas e maior proporcdo de linfécitos T CD4/CD8 na circulacéao
periférica™®. Por outro lado, as células NK tém menor atividade citotéxica e menor
citotoxidade celular dependente de anticorpos'®. Os esterdides gonadais podem
regular o numero de mondcitos, sua producédo de citocinas e a diferenciacdo destes
monocitos em macrofagos, exercendo suas fungbes sobre o sistema imunoldgico

por modificar a secrecdo das citocinas imunomoduladoras e regular a expressao de
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receptores na superficie celular. Estes mecanismos influenciam tanto o numero

como a funcéo celular.

O estrogénio ndo altera a atividade celular imunossupressora, mas
concernente a imunidade humoral, em concentracGes fisioldgicas, estimula a
producdo de imunoglobulinas, possivelmente pela inibicdo dos linfécitos T
supressores®. Ha fortes evidéncias de que o estrogénio causa mudancas tanto no
namero total de linfécitos como nos seus diferentes subtipos. In vitro, os estrogénios
promovem a proliferacao dos linfécitos T, diferenciacédo, proliferacédo e sobrevivéncia
dos linfécitos B e maior producdo de imunoglobulinas 1gG e IgM*™. O estrogénio
também pode suprimir a linfopoiese B, devido a existéncia de receptor especifico
nas células do estroma da medula 0ssea, e aumentar a producgéo de IgG e IgM nos
linfécitos B em seres humanos, via maior producdo de IL-10 nos mondcitos™. Além
do mais, estudos clinicos tém mostrado que o estrogénio deprime a imunidade
celular, suprime a atividade das células NK*, diminui a producédo de TNF-o'°,
aumenta a producdo de anticorpos (IL-10) e ativa os macréfagos com maior
producdo de IL-1, IL-4, IL-6, IFN-a e TNF-a*’. Nos monécitos humanos, o estradiol

diminui os niveis de IL-6 e ndo altera os niveis de TNF-a®.

Os estrogénios facilitam a inibicdo da proliferacdo das células mononucleares
do sangue periférico (PBMC) em resposta a antigenos ndo-préprios®®. O estradiol
também aumenta os antigenos nas células epiteliais uterinas e as concentracdes de
IgA e IgG nas secrecfes deste 6rgdo e estimula ainda o0 mRNA do IFN-y nos

linfocitos e a expressao dos receptores desta citocina no endométrio.

A progesterona tem efeito imunossupressor sobre o sistema imunocelular e

pode aumentar a atividade dos linfécitos supressores T (CD8). Em baixas
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concentracdes, estimula a secrecéo de IL-6; enquanto em niveis mais elevados, tem
uma acgdo inibitoria sobre esta interleucina. A progesterona, em niveis de até 5
ng/mL, aumenta a producdo de TNF-a e, em concentragdes maiores, inibe a
producdo desta citocina. Varios estudos demonstram que, durante a gravidez, ocorre
supressdo do sistema imunocelular para prevenir a rejeicdo materna fetal, pelo
aumento nos niveis de estrogénio e/ou progesterona®. Apoio a este papel
supressivo da progesterona é dado pelo conhecimento de que muitas doengas auto-
imunes, como a artrite reumatéide e a esclerose mdltipla, podem melhorar com a
gravidez e piorar depois do parto. Nos monaocitos humanos, a progesterona eleva a

sintese das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-6"%.

Os androgénios sao principalmente supressores das imunidades celular e
humoral, tendo a capacidade de modificar tanto as a¢cfes dos linfocitos T como dos
linfécitos B, além de regular as funcdes imunocompetentes do linfécito T?°. A
testosterona ndo age nas celulas imunossupressoras. Receptores para a
dehidroepiandrosterona (DHEA) foram identificados nos linfécitos T humanos, mas é
possivel que androgénios com fraca atividade biologica atuem apenas apos
conversdo em androgénios ativos (T e DHT) ou em estrogénios (estrona, estradiol).
Enzimas capazes desta conversdo sao expressas nos PBMC e macrofagos. A
DHEA parece capaz de aumentar a secrecéo de IL-2?!, ativar as células NK e inibir a
liberacdo de IL-6 in vitro. No entanto, nenhum beneficio sobre a resposta imune foi
mostrado com seu uso clinico?. Os androgénios, como os estrogénios, podem ainda
suprimir a linfopoiese B em conseqUéncia da presenca de receptor especifico
antagonista androgénico na medula 6ssea. Via conversdo metabdlica a estrogénios,

os androgénios podem também estimular a resposta imune-humoral®. Em
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monaocitos humanos, a testosterona estimula a sintese da citocina pré-inflamatoria

IL-6 e ndo modifica a producdo de TNF-a'®.

1.3 Funcgéo imune durante o ciclo menstrual

Tanto a resposta imunolégica celular como a humoral podem ser modificadas

122, A fase menstrual esta associada com a

de acordo com as fases do ciclo menstrua
supressdo das células NK?*. Na fase folicular, h& um dominio da resposta
imunocelular. Durante o periodo pré-ovulatério, ha diminuicdo na atividade citolitica
das células NK?; durante a fase litea, h4 uma mudanca da resposta imunocelular
em direcdo a humoral. Na fase lutea média, a progesterona aumenta a producao de
IL-1, diminui as concentracdes de IL-6, ndo altera os niveis de IL-10 e diminui a
capacidade das células secretoras de inibir o PBMC. Na fase Iutea tardia, ha
também maior producédo de IL-1R e IL-4 e aumento no numero de granuldcitos,
mondcitos, linfécitos e no nimero total de leucécitos circulantes®®. Nesta fase, a
progesterona induz diferenciacdo celular e modifica a composicao/funcdo das
células imunes no endométrio. A acdo citolitica dos linfocitos CD3+ CD8+ é
suprimida na fase secretora pela acdo da progesterona®. N&o h& nenhuma
diferenca na porcentagem de distribuicdo dos subtipos de linfécitos durante qualquer

uma das fases do ciclo menstrual, favorecendo a sintese do fator bloqueador

induzido pela progesterona®.

1.4 Menopausa, hipoestrogenismo e sistema imune



24

O processo de envelhecimento estd associado a diminuicdo da resisténcia as
infeccbes, talvez em conseqUéncia do comprometimento do sistema imune
resultante da prépria idade. O declinio dos esterdides sexuais tem implicacdes
também nos tecidos n&o reprodutivos. Logo, niveis baixos de estrogénio,
observados em animais castrados ou em mulheres apdés a menopausa, tém
mostrado atenuar a resposta imune e predispor 0 organismo a invasao microbiana e
infeccdo?"?®, Em estudos utilizando animais, a retirada dos horménios sexuais por
gonadectomia parece estimular a resposta imune celular e a reposicdo destes
horménios induz resposta contraria. Em macacas, o0 hipoestrogenismo reduz a
atividade das células NK, eleva a producdo de CD8+, células HLA-DR CD3+ e
diminui a proporcdo de eosinéfilos?>. Mulheres na pés-menopausa tém menor
nimero de células secretoras de citocinas do que na pré-menopausa’. A perda da
funcdo ovariana com a menopausa esta associada ao aumento dos marcadores
séricos pro-inflamatorios (IL-1, IL-6, TNF-a, selectina-E, moléculas de adesé&o
intracelular ICAM-1) e hiperesponsividade das células do organismo a estas
citocinas em consequéncia do aumento no numero de receptores e cofatores
facilitadores da acdo das citocinas®. Um estudo de corte transversal relatou
diminuicdo nos numeros de linfécitos CD4, linfocitos B e atividade citotoxica das
células NK em mulheres ap6s a menopausa®!. As subpopulacées de linfécitos T néo

diferem em mulheres pré e pds-menopausa®.

Niveis baixos de estrogénio e sulfato de Dehidroepiandrosterona (DHEA-S)
em mulheres pds-menopausa resultam em diminuicAo do numero de células

secretoras de IFN-y e TNF-a, contribuindo com o declinio da reatividade
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imunolégica. Uma correlagdo positiva entre os niveis séricos de estrogénio e a
relacdo CD4/CD8 foi constatada. Apos ooforectomia, a porcentagem de linfécitos
CD19, razdo CD4/CD8 e niveis séricos de IL-4 e IFN-y diminuem*3. As mulheres
com faléncia ovariana prematura tém diminuicdo das células NK (CD3-
/CD16+/CD56) e aumento tanto dos linfécitos B (CD19) como dos linfocitos T (CD8
HLA-DR )**. Um aumento significativo nas IL-1 e IL-6 foi também detectado apés a
menopausa. Na verdade, varios estudos observaram aumento nos niveis séricos de
IL-6 e TNF-a apds a menopausa, tanto natural como cirdrgica®**°. Um aumento nas
citocinas pro-inflamatorias IL-1, IL-6 e TNF-a e na atividade do fator estimulante de
colénias secretadas pelos macrofagos granulocitos (GM-CSF) foi detectado em
cultura de monacitos circulantes, 0sso, macrofagos medulares e osteoblastos na
deficiéncia estrogénica®. Estudos clinicos experimentais sugerem a existéncia de
associacao entre aumento das citocinas pro-inflamatérias e a perda O0ssea que
segue a menopausa. De fato, a IL-6, forte fator de reabsorcéo 0ssea, aumenta apés

a menopausa®®.

1.5 Efeitos da terapia hormonal na resposta imune ap0s a menopausa

A terapia com estrogénio (TE) em mulheres apds a menopausa € eficiente na
atenuacao dos sintomas vasomotores, reversao da atrofia genital, inibicdo da perda
da massa 6ssea e diminui¢do do risco de fraturas. Efeitos potencialmente benéficos
da TE/TH em outros sistemas necessitam maior investigacdo. Estudos recentes
indicam a ocorréncia de varias mudancas na resposta imune, tanto apos a retirada

dos horménios esterdides sexuais como ap6és sua substituicdo® . O
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hipoestrogenismo nas mulheres apés a menopausa pode afetar a resposta imune®.
Do mesmo modo que a retirada dos estrogénios pode aumentar a liberagdo das
citocinas pro-inflamatérias IL-1B, IL-6 e TNF-a, a administragao de estrogénios pode
inibir sua expressdo e liberacdo®. Numerosos estudos demonstraram existir
plausibilidade biolégica entre o uso de esterdides sexuais e 0S mecanismos
moduladores de defesa do organismo em mulheres apds a menopausa; no entanto,
a eficacia ou ndo da TH/TE em melhorar estes mecanismos necessita de mais

informacdes clinicas e epidemioldgicas.

O efeito da TH/TE sobre a resposta imunocelular em mulheres na poés-
menopausa foi avaliado em alguns estudos. Em estudo caso controle recente, as
usuarias de estrogénios conjugados mostraram elevacdo no numero total de
leucocitos em relacdo as nao usuarias. No entanto, a contagem dos diferentes
subtipos de leucdcitos foi semelhante nos dois grupos*. Manyonda et al.** trataram
15 mulheres com um sistema adesivo contendo 100 ug de estradiol, seguido por
uma combinacdo de estrogénio e progestogénio, aplicado duas vezes por semana,
como terapia de longo prazo. A combinagdo induziu mudancas significativas nos
diferentes tipos de linfocitos e diminuicdo na hipersensibilidade, quando testada
pelas provas de sensibilidade da pele e reacdo mista de linfcitos, mostrando que o
estradiol atenua a resposta inflamatoria celular em mulheres apés a menopausa. O
efeito da TH na imunidade celular foi também avaliado em mulheres na poés-
menopausa, sedentérias ou fisicamente ativas, com o objetivo primario de avaliar a
influéncia da atividade fisica sobre o sistema imunoldgico. A reatividade mitogénica
dos linfécitos no grupo recebendo TH foi menor que a observada no grupo néo
recebendo esta terapia. Houve também tendéncia para a reatividade linfocitaria T

ser maior nas mulheres ativas, quando comparadas com as sedentarias. Nao houve
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nenhuma mudanca na atividade celular NK, representativa da imunidade inata do
sistema imune. Concluiu-se que o efeito supressivo da TH na funcéo dos linfocitos T
em mulheres po6s-menopausa pode ser minimizado pelo exercicio fisico. Estudo
posterior observou que a diminui¢ao dos linfécitos T (CD3, CD19) em mulheres pés-
menopausa foi maior apés a introducdo de TH. No entanto, linfécitos T (CD3, CD25
e CD3 HLA-DR), com maiores concentracdes em mulheres na pos-menopausa, ndo
diminuiram ap6s a TH. Pelo contrario, depois de seis meses de TH, a menor
citotoxicidade NK vista em mulheres ap6s a menopausa eleva-se a um valor
semelhante ao observado na pré-menopausa®. Em um pequeno ensaio clinico
controlado, a atividade litica das células NK e a citotoxidade celular anticorpo-
dependente foram analisadas em mulheres pds-menopausa depois de tratamento
com estradiol oral ou transdérmico®®. As mulheres tratadas tiveram diminuicdo na
atividade das células NK logo apds trés semanas do inicio do tratamento. Nao
obstante, as mulheres pos-menopausa ainda apresentaram atividade NK maior do
gue o grupo controle de mulheres na pré-menopausa. Nado houve nenhuma
diferenca na toxicidade celular anticorpo-dependente entre mulheres pré-menopausa
e as pacientes pos-menopausa usuarias de estradiol. Outro estudo controlado
mostrou que a TH favorece a proliferacdo dos linfocitos e atenua a citotoxidade
natural mediada pelos leucécitos*’. Em adicdo, a TH mostrou reversdo nas
alteracdes imunoldgicas associadas ao envelhecimento. Assim, a TH aumenta o
numero dos linfécitos B, a atividade mitética dos linfocitos T e o TNF-a, com
preservacdo ou melhora da funcdo imunoldgica. Estudo mais recente confirmou
diminuicdo da atividade citotéxica das células NK em mulheres em TH*. Como as
células NK constituem primeira linha na defesa contra infec¢éo viral e inibicdo de

crescimento tumoral e os estudos sobre a TH e atividade das células NK sdo ainda
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escassos ou inconsistentes, maiores ensaios clinicos sdo necessarios para avaliar a

possivel repercusséo negativa da TH/TE nestas duas condi¢des clinicas.

Em sintese, 14 estudos, publicados entre 1992 e 2006, examinaram os efeitos
da TH sobre a resposta imune celular em mulheres apds a menopausa. Todos
investigaram o efeito do estrogénio oral ou transdérmico associado ou ndo ao
acetato de medroxiprogesterona ou noretisterona por tempo inferior a seis meses.
Apenas um estudo incluiu usuéarias de TH por mais de 12 meses® e trés
compararam TH com placebo®#**. A proliferacdo dos linfécitos, examinada em
estudo isolado pela reacdo mista linfocitaria e sensibilidade dérmica a multiplos

antigenos, foi precocemente atenuada com o uso de estradiol transdérmico®’. Tanto

41,44 32,40

diminuigcéo como elevagéo ou nenhuma modificacdo do numero total de
leucécitos®® ou da citotoxidade das células NK foram documentadas apés TH
combinada. Quatro estudos demonstraram diminuicdo da producdo das citocinas

; N ; ; - 33,34,45,47
relacionadas a imunidade celular na resposta inflamatéria (IL-2, INF-y) .
Elevacdo do IFN-a foi documentada em um Unico estudo®®. No conjunto, estes
estudos indicam que a TH melhora ou resgata a resposta imune celular afetada apos

a menopausa.

Modificacbes na imunidade humoral foram também observadas apos a
menopausa. O efeito da TH tem sido também estudado neste tipo de imunidade. Em
resumo, 12 estudos, publicados entre 1989 e 2006, examinaram o efeito da TH
sobre a resposta imune humoral em mulheres apds a menopausa. Apenas um deles
examinou o efeito da TH sobre os niveis das imunoglobulinas e complemento®’.
Todos os outros examinaram a imunidade humoral indiretamente pela dosagem das

citocinas tipo Il (IL-1b, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10) auxiliares no desenvolvimento e
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manutengao da resposta imune humoral. Diminui¢do da IL-6 e nenhuma mudanga
significativa nos niveis de IL-4, IL-10 e INF-y foram inicialmente relatadas em estudo
prospectivo apés trés meses de terapia estrogénica*®. Elevacdo nos niveis de IL-6

foi observada com o uso de estrogénio apl6s seis semanas ou terapia

38,46 38,47,49

estroprogesterénica por um ano Tanto diminuicdo como nenhuma
alteracdo™ na producdo de IL-10 foram relatadas. Tanto na menopausa precoce
quanto na oportuna, a TH mostrou-se capaz de aumentar os niveis de GM-CSF sem
induzir mudangas nos niveis de TGF-B, TNF-a e IL-18. Em estudo de corte-
transversal, foi mostrado que os niveis médios de C3 e C4 estdo elevados nas

usuarias de TH, seja em uso oral ou transdérmico®'.

Os efeitos da TH sobre os marcadores de inflamacdo em mulheres pos-
menopausa permanecem em intensa avaliacdo, principalmente no sistema
cardiovascular. O estrogénio parece tanto estimular como inibir os processos
inflamatorios. Por um lado, reduz os niveis plasmaticos das moléculas de adesé&o
vascular soltuveis (sICDM-1, sVCAM-1), selectina e proteina-1 quimioatrativa de
mondcitos (MPC-1), sugerindo uma acdo anti-inflamatéria na parede vascular®®>. Em
adicdo, a TH inibe a producéo de fatores pré-coagulantes nos mondcitos circulantes.
Por outro lado, o uso de TE mostrou-se capaz de aumentar os niveis de proteina C
reativa (PCR) circulante, um componente da fase aguda da resposta inflamatéria>2.
Efeito semelhante foi observado com o uso de estrogénios conjugados em outros
estudos™. Em estudo clinico randomizado realizado em mulheres histerectomizadas,
a elevacdo da PCR observada no inicio do tratamento sofreu reversao apés 24
meses de uso, sugerindo a possibilidade de que o efeito pro-inflamatério seja
temporéario®. A via de administracdo do estrogénio parece exercer efeitos diferentes

sobre as concentracbes de PCR e proteina sérica amildide A (SAA). A SAA tem
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seus niveis reduzidos com a via transdérmica e elevados na oral. A elevacao de
PCR também ocorre principalmente com a via oral®®. Embora os mecanismos nao
sejam claros, parece que a elevacdo da PCR e SAA com a via oral resulta da
ativacdo da producdo de IL-6 pro-inflamatéria, via maior producdo hepética. A
maioria dos estudos observacionais e randomizados tem demonstrado que a TE
transdérmica diminui ou n&o altera os niveis séricos de IL-1, IL-6, e TNF-a°’. O tema
foi recentemente explorado em estudo caso-controle (Estudo Observacional de
Iniciativa de Saude das Mulheres — WHOS), comparando os niveis de IL-6 em
usuarias e nao usuarias de TH. Neste estudo, os niveis de IL-6 foram semelhantes,
ou ligeiramente menores, nas usuarias quando comparadas com as nao usuarias,

sugerindo que a TH inibe a resposta inflamatéria®’.

A administracdo combinada estroprogestogénica, atenuante da resposta
inflamatoria em estudos experimentais, parece nao inibir as proteinas VCAM-1,
ICAM-1 ou MPC-1 pré-inflamatérias em mulheres apés a menopausa®. A adicéo de
progesterona ou medroxiprogesterona ndo impede o efeito protetor do estradiol na
diminuicdo destas proteinas e parece mesmo capaz de reduzi-las ainda mais®.
Enquanto a TH associando estrogénio a acetato de medroxiprogesterona,
diidroprogesterona ou noretisterona eleva a PCR, a associacdo estrogénio-acetato
de norgestrel parece reduzir a sintese desta proteina®°’. Em adicdo, a associacgéo
da noretisterona ao estradiol nasal também néao foi associada a elevacédo da PCR e
manteve a diminuicdo das moléculas de adesdo®?. No conjunto, estes estudos
sugerem que o tipo do progestogénio utilizado tem relevancia na resposta imuno
humoral. A proposta deste estudo €é examinar uma nova associacao
estroprogestogénica sobre as imunidades celular e humoral em mulheres poés-

menopausa.



2. JUSTIFICATIVA
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2. JUSTIFICATIVA

7

O climatério € o periodo de transicdo entre a vida reprodutiva e a néo
reprodutiva da mulher, caracterizando-se por alteracdes funcionais, morfolégicas e
hormonais do seu organismo. Neste periodo ocorre a perda da atividade folicular
ovariana levando a uma deficiéncia estrogénica e progesterdnica com aparecimento
de vérios sintomas vasomotores e psicoldgicos, doencas cronico-degenerativas
(osteoporose, doencas cardiovasculares, atrofia genitourinaria) e deméncia. A
expectativa de vida tem aumentado nos ultimos anos na maioria dos paises, de tal
modo que a mulher vive mais de um terco da vida sob os efeitos indesejaveis do
hipoestrogenismo. A importancia de proporcionar uma melhor qualidade de vida no
processo biologico de envelhecimento durante este periodo justifica o uso da
terapia hormonal, ndo s6 para o alivio dos sintomas do climatério como também

para prevencao de osteoporose, fraturas, atrofia genitourinaria e cancer coélon-retal.

Tanto as repercussdes para o organismo feminino como os beneficios e
riscos da terapia hormonal sdo ainda muito discutidos. Sabe-se que a reposicao
destes hormoénios pode alterar profundamente varios sistemas, entre eles o
imunoldgico. Do mesmo modo néao se discute que existe um declinio nas funcbes
imunoldgicas com o proprio envelhecimento, resultando em maior susceptibilidade a
certas doencas infecciosas, ao cancer e a doencas auto-imunes. Poucos séo 0s
estudos relacionando o uso da terapia hormonal com as respostas imunes. A
importancia de um estudo examinando estas respostas pelo uso da terapia

hormonal durante o climatério é indiscutivel. Daria suporte ao clinico na melhor

orientacdo da mulher durante seu envelhecimento e traria informacdes aos gestores
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da saude acerca da real importancia da terapia hormonal a populacéo feminina nos

anos p6s-menopausa.



3. OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar o impacto da terapia estrogénico-progestogénica sobre a resposta

imune humoral e celular em mulheres ap6s a menopausa.

3.2 Objetivos Especificos:

1. Avaliar a resposta imune celular através de testes de hipersensibilidade
cutéanea tardia.

2. Avaliar a variacdo do numero total de leucdcitos, linfocitos totais e
subtipos, neutrofilos, mondcitos e eosinofilos com a terapia hormonal.

3. Verificar a influéncia da terapia estroprogestogénica sobre a producao
de citocinas e IgG, IgM, IgA, e IgE.

4. Correlacionar os subtipos de linfécitos T periféricos CD4+ e CD8+ com a
reposi¢cao hormonal.

5. Estimar a razdo CD4/CD8 antes e ap6s a terapia hormonal.



4. MATERIAL E METODOS
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho do estudo e tamanho da amostra

Estudo prospectivo, coorte, com intervengao. Para a estimativa do tamanho
da amostra foram considerados os achados prévios de Eichler & Keiling®,
considerando a variancia de 95,5% e erro padrao de 9,8 na determinacdo do nimero
de linfocitos T durante o ciclo menstrual. Assumiu-se um erro tipo | de 5% e um
poder de 80% para estudos prospectivos com intervengéo, segundo a formula n=(Za
+ ZB)? x 2 x s%(d)?, onde Za=1,96; ZB=0,84; S2=95,5: d=9,76°, cujo resultado foi de
um valor para n de 16. Assim, tendo sido considerado inicialmente possivel perda de

40%, 23 pacientes iniciaram o estudo.

4.2 Dados epidemioldgicos

Foram colhidos dados epidemioldgicos e de habitos de vida das pacientes,
sendo feita avaliacdo subjetiva de raca e considerado sedentarias aquelas sem
atividade fisica regular, tabagistas as que consumissem ativamente qualquer
guantidade de cigarro e etilistas sociais aquelas que consumissem bebidas
alcodlicas de modo eventual e com freqiéncia de ho maximo uma vez por semana.

Os dados de peso e altura foram aferidos no momento da aplicacdo do questionario.
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4.3 Tratamento

A terapia hormonal combinada empregada foi constituida por comprimidos
revestidos compostos contendo 1 mg de estradiol (correspondente a 1,033 mg de
estradiol hemiidratado) associado a 2 mg de drospirenona (Angelig®, Fabricado por
Schering GmbH. Turingia/Weimar/Alemanha, Importado por Bayer Schering Pharma,
Sao Paulo/SP), sendo mantida em tomada Unica diaria até o término da coleta das
amostras de sangue. A medicacao foi fornecida gratuitamente pelo laboratério

fabricante.

4.4 Casuistica

O estudo incluiu 23 pacientes na pdés-menopausa, voluntarias, atendidas
nos Ambulatérios de Climatério do Hospital Universitario Jalio Muller — UFMT e
Hospital Geral Universitario — UNIC. No decorrer do acompanhamento, foram
dispensadas 9 pacientes devido a ocorréncias que contra-indicaram a manutencao

do tratamento e nao relacionadas a medicacao.

4.5 Critérios de inclusao e excluséo

Foram incluidas mulheres no climatério pds-menopausa, voluntarias, com
idade entre 55 e 65 anos, sem terapia de reposi¢cdo hormonal prévia por um periodo

minimo de 12 meses e que concordaram em assinar o termo de consentimento livre
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e esclarecido (Apéndice 1). Excluiram-se aquelas que tivessem feito uso de
estrogénios ou estrogénio com progestogénio nos ultimos 12 meses, as usuarias de
imunossupressores ou corticosterdides, hipertensas graves, diabéticas, mulheres
com insuficiéncia hepatica ou renal ou com antecedentes de doencas
tromboembdlicas, qualquer tipo de cancer, doencas autoimunes e processos

alérgicos.

4.6 Coleta e processamento das amostras de sangue

As amostras de sangue foram colhidas, processadas e avaliadas para as
variaveis de interesse logo apés a inclusdo da mulher no estudo antes do inicio da
terapia hormonal e no terceiro més apds o inicio e manutencdo da terapia
estroprogestogénica diaria. Foram coletados no total 10 ml de sangue periférico por
puncéo de veia cubital a vacuo através de tubos Vacutainer® (Becton Dickinson UK
Ltd, Belliver Industrial State, Plymouth, PL6 7BP, England) apds jejum de 12 horas.
Destes 10 ml de sangue, 5 ml foram coletados em tubos contendo o anticoagulante
EDTA K3 para a contagem total de leucécitos, das células mononucleares e dos
tipos e subtipos de linfécitos. Outros 5 ml de sangue foram coletados sem
anticoagulante e com gel separador, para a dosagem de interleucinas e
imunoglobulinas no soro e deixados por 60 minutos a temperatura ambiente para
formacédo de coagulo estavel. Em seguida os tubos foram centrifugados (CELM LS-3
Plus) a 3200 rpm durante 4 minutos. O soro foi aspirado com pipetas Pasteur.
Todas as amostras foram adequadamente identificadas com tarjas contendo cédigo

de barras e nome da paciente. O sangue total destinado a contagem hematimétrica
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e o soro para dosagem de IgE foram imediatamente processados pelo Laboratério
Cedilab de Cuiabd&/MT. O sangue total com anticoagulante destinado a contagem de
linfécitos totais e subtipos e o soro para as dosagens de IgA, IgG e IgM foram
mantidos a temperatura de 2 a 8°C, o primeiro sem ter contato direto com gelo, e
encaminhados por via aérea para o Laboratério Alvaro de Cascavel/PR, onde as
amostras foram processadas no dia seguinte ao envio. O soro destinado a dosagem
das IL-6 e IL-10, foi estocado a menos 20°C e posteriormente encaminhado em gelo

seco para o Laboratério Alvaro de Cascavel/PR onde foi processado.

4.7 Testes cutaneos de hipersensibilidade tardia

Este teste foi efetuado na inclusdo e apds trés meses de reposicao
hormonal. Utilizou-se os antigenos tuberculinico, candidina, tricofitina, Escherichia
coli e aspergilina (FDA Allergenic Ltda, Teste Intradérmico, Extratos Alergenos, Rio
de Janeiro-RJ). Ap6s assepsia com alcool a 70% de toda regido, injecbes
intradérmicas de 0,1ml de cada alérgeno foram feitas na face anterior do antebraco
esquerdo com distancia entre si de cerca de 3,0 cm, na seguinte ordem: aspergilina,
Escherichia coli, candidina, tricofitina e tuberculina. As reacfes foram lidas apos 48
horas e a positividade dos testes foi determinada pela medida da induracdo, em
milimetros. A avaliacdo da reatividade foi realizada por um Unico examinador, sendo
procedida marcacdo da area alterada com caneta e feita medida do maior diametro
apresentado com régua milimétrica. Foram consideradas rea¢fes positivas quando o

didmetro da induracao foi maior que 2 mm.
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4.8 Contagem dos diferentes tipos de células sanguineas

4.8.1 Contagem do total de células

A contagem de leucdcitos totais, linfocitos, eosinéfilos e mondcitos em
sangue colhido com Vacutainer® (Becton Dickinson UK Ltd, Belliver Industrial State,
Plymouth, England) com o anticoagulante EDTA foi realizada em aparelho
hematolégico automatizado (Analisador de Hematologia Automatizado Modelo XT

1800i, Sysmex Corporation, Japao) no Laboratorio Cedilab de Cuiabd/MT (Anexo 1).

4.8.2 Contagem dos subtipos de linfocitos T e B

A identificacdo e estimativa do numero total e do nudmero das
subpopulacdes de linfécitos T e B, em sangue total, foram realizadas por citometria
de fluxo utilizando o BD FACSCalibur® Flow Cytometry System, (BD Biosciences,
San Jose, California, USA) no Laboratério Alvaro — Cascavel/PR. O material foi
acondicionado de forma a manter a temperatura ideal de 2° a 8°C e encaminhado
por via aérea até o laboratério executor. Ao material foi adicionado anticorpo
monoclonal especifico para identificacdo das células, procedida a limpeza do
equipamento com 3,0ml da solucdo FACS-Clean a 10% associado a agua, e feita
calibracdo do mesmo com Calibrate Beads. A seguir, foram realizados ajustes no
equipamento e posteriormente as células suspensas em solucao fisiolégica foram

injetadas em sistema de fluidos de forma automatizada e expostas a jato de laser



42

para leitura da dispersdo da luz e fluorescéncia por fotossensores. As informagdes
provenientes dos diferentes sensores foram entdo agrupadas, expressando

caracteristicas de cada célula e sendo mostrada em histograma (Anexo 2).

4.9 Dosagem de imunoglobulinas

As imunoglobulinas A, M e G foram dosadas através de nefelometria
automatizada com uso de Sistema BN2 (Dade Behring, Marburg, Gemany) no
Laboratério Alvaro de Cascavel/PR. Os resultados s&o apresentados em miligrama
por decilitro (mg/dl). A Imunoglobulina E foi dosada no soro por
eletroquimioluminescéncia utilizando a estacdo Cobas® 6000 Analyzer Series
(Roche Diagnostics North America, Indianapolis, USA) no Laboratério Cedilab de
Cuiaba/MT. Inicialmente foi realizada a calibracdo do aparelho com o reagente IgE
total da Roche e analisado o controle, para posteriormente ser inserido o soro em
teste no equipamento para processamento. A leitura foi feita apdés um periodo de 18
minutos de incubacéo de forma totalmente automatizada, e o resultado expresso em

unidades internacionais por mililitro (Ul/ml) (Anexo 3).

4.10 Dosagem de interleucinas

As concentracbes de IL-6 e IL-10, foram determinadas no soro das

pacientes por quimioluminescéncia utilizando o Immulite® 1000 Immunoassay
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System (Siemens Healthcare Diagnostics,Deerfield Road, USA) no Laboratorio
Alvaro de Cascavel/PR. As amostras de soro foram descongeladas e processadas
de forma automatizada pelo equipamento e os resultados foram fornecidos em

picogramas por mililitro (pg/ml). Detalhes da analise sdo mostrados no Anexo 4.

4.11 Anélise estatistica

A distribuicdo dos dados foi examinada pelo teste de Lilliefors. Variaveis
com distribuicdo normal s&o apresentadas como meédia e desvio padrdo. As
variaveis com distribuicdo ndo paramétrica sdo descritas como mediana, com
intervalo de confianca de 95%. Os resultados sdo mostrados em gréaficos e tabelas.
As comparac0Oes foram feitas pelo teste ndo paramétrico Wilcoxon signed-rank test,
para amostras pareadas. Correlacfes entre variaveis com distribuicdo normal foram
efetuadas pelo Coeficiente de Correlacdo de Pearson e examinadas pelo teste t de

Student. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes quando

p<0,05.

4.12 Consideracdes éticas

As pacientes participantes tiveram toda a assisténcia médica necessaria, de
forma individualizada e sem qualquer custo financeiro, nos ambulatérios publicos do

Hospital Universitario Julio Muller — UFMT e Hospital Geral Universitario — HGU. O
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medicamento utilizado é de uso corrente na terapia de reposi¢cdo hormonal do
climatério, disponivel nas farmacias para comercializacdo, mas oferecido
gratuitamente as pacientes. Na avaliacao de indicacdo da terapia foram seguidos os
mesmos usados na pratica clinica diaria, ndo sendo as pacientes submetidas a risco
adicional algum. Possiveis efeitos colaterais da medicacdo foram informados as
pacientes. O projeto foi analisado pelo Comité de Etica do HUJM sendo aprovado

sob 0 nimero 061 CEP HUJM — 2002.
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Nove pacientes foram excluidas do estudo por intercorréncias médicas que

impossibilitaram a manutencdo da terapia hormonal ou passiveis de interferir

diretamente nos resultados dos testes de avaliacdo da resposta imune aplicados, ou

por perda de seguimento. As 14 pacientes que concluiram o estudo tinham entre 57

e 65 anos, idade média de 60,5 anos (95% IC 58,2-62,0), pesavam em média 59,4

Kg (IC 95%; 53,9 a 64,7), com estatura média de 1,53m (IC 95%; 1,48 a 1,57) e

indice de massa corporal média de 25,0 (IC 95%; 23,7 a 26,2). Todas eram

sedentarias, 14,2% tabagistas e 14,2% etilistas sociais. Todas as caracteristicas

destas pacientes sdo mostradas na tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas antropométricas e epidemiolédgicas das pacientes

NOME |IDADE RACA PESO ALTURA IMC TABAGISMO @ ETILISMO  ATIVIDADE
(anos) (Kg) (m) FISICA
D.AS 61 BRANCA 68,0 1,63 25,59 NAO NAO NAO
M.R.AL 65 PARDA 46,0 1,40 23,47 NAO NAO NAO
J.P.M 61 BRANCA 65,0 1,60 25,39 NAO NAO NAO
D.T.F.L 60 PARDA 50,0 1,50 22,22 NAO NAO NAO
H.M.C.L 59 PARDA 69,6 1,65 25,56 NAO NAO NAO
J.FM 64 BRANCA 40,0 1,40 20,41 NAO NAO NAO
J.OV 58 BRANCA 75,0 1,56 30,82 NAO NAO NAO
AJA 63 BRANCA 65,0 1,62 24,77 SIM SIM NAO
E.R.S 58 PARDA 63,0 1,53 26,91 NAO NAO NAO
J.S.D 65 BRANCA 62,0 1,60 24,22 NAO NAO NAO
I.M.S 58 BRANCA 58,0 1,49 26,12 NAO NAO NAO
AJ.B 57 PARDA 55,0 1,48 25,11 NAO NAO NAO
I.N.S 57 BRANCA 53,0 150 23,56 NAO NAO NAO
T.H.P.S 62 BRANCA 63,0 155 26,22 SIM SIM NAO

A verificacdo da resposta imune celular pelos testes de hipersensibilidade

cutanea mostrou maior sensibilidade a tuberculina apds a terapia hormonal (Figura

1; p=0,005).
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Figura 1. Distribuicdo da dimenséo da induracdo produzida pela tuberculina antes e
apos terapia hormonal em mulheres na pos-menopausa

As respostas a tricofitina, candidina, asperginina e Escherechia coli

permaneceram inalteradas (figura 2, painéis A, B, C, D). Todas as reacdes aos

alérgenos testados sdo apresentadas na tabela 2.
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Figura 2. Box-plot da distribuicdo da induracdo cutdnea aos alérgenos asperginina
(Painel A), E. coli (Painel B), Candidina (Painel C) e tricofitina (Painel D) antes e

apos terapia hormonal em mulheres na pos-menopausa. *Outlier
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Tabela 2 — Testes de hipersensibilidade cutanea a diferentes alérgenos em mm

PACIENTES COLETA ASPERGININA E.COLI CANDIDA TRICOFITINA PPD
ANTES 8 0 0 0 0
DAS DEPOIS 18 0 0 3 0
ANTES 0 0 0 0 0
MRAL DEPOIS 2 0 3 3 0
1P.M ANTES 3 3 2 0 10
DEPOIS 0 15 0 0 18
ANTES 0 5 5 4 0
D.T.RL DEPOIS 0 0 0 0 15
ANTES 0 0 0 0 3
HMCL DEPOIS 0 7 5 3 4
ANTES 3 0 0 0 0
J-FM DEPOIS 4 3 3 3 4
ANTES 5 7 4 0 0
1OV DEPOIS 0 0 5 0 20
ANTES 0 0 0 0 12
AJA DEPOIS 0 0 2 2 18
ERS ANTES 0 10 2 0 8
DEPOIS 0 0 0 3 20
ANTES 0 5 3 2 4
1:5.D DEPOIS 0 8 0 0 0
LM.S ANTES 3 0 6 7 17
o DEPOIS 4 0 5 9 20
AJB ANTES 0 0 3 4 20
o DEPOIS 0 4 0 0 35
LN.S ANTES 0 10 0 0 0
n DEPOIS 4 0 0 0 0
ANTES 0 8 4 4 10
THP.S DEPOIS 25 25 3 3 25

O nlmero total de leucécitos antes (6142/mm?, IC 95% 5395-7580) e depois

(6086/mm°, IC 95% 4360-7240) da terapia hormonal permaneceu inalterado

(p=0,625). Neutrdfilos e linfécitos totais também nédo sofreram modificacdes com a

terapia hormonal (p=0,669 e p=0,855, respectivamente) (Figura 3) (Apéndice 2)



49

Figura 3. Distribuicdo dos leucocitos
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O numero dos diferentes tipos de linfécitos T CD4+ e CD8+ e linfocitos B
CD19+ néao foi alterado (p>0,05) (Figura 4; Painéis A-D e Apéndice 3). A razao
CD4/CD8 nao mostrou diferenca com significancia estatistica (p=0,057). Embora o
numero de eosindfilos ndo tenha sofrido qualquer alteracéo (p=0,626), o0 nimero dos
monadcitos mostrou tendéncia a diminuicdo com a associagao estro-progestogénica

(p=0,057 e Apéndice 2)
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Figura 4. Distribuicdo dos resultados de linfocitos CD3+ (Painel A), CD4+ (Painel B),
CD8+ (Painel C) e CD19+ (Painel D) em mulheres na pos-menopausa antes e apos

terapia hormonal. *Outlier

Em relacdo a imunidade humoral, nas doses administradas a associacao

estradiol-drospirenona n&o imprimiu nenhuma modificacdo nas concentracdes

séricas de IgA (p=0,583), IgE (p=0,426) e IgM (p=0,391). As concentracdes de 1gG

reduziram-se de modo significante quando observadas antes (1262 mg/dl, IC 95%

1106-1593; p=0,029) e apds (1141 mg/dl, IC 95% 1066-1447) a administracao

hormonal (figura 5, painéis A, B, C e D).
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Figura 5. Box-plot das medidas séricas de IgA (Painel A), IgE (Painel B), IgM (Painel
C) e IgG (Painel D) em mulheres na pos-menopausa antes e apos terapia hormonal

combinada continua. *Outlier

Os niveis de IL-6 permaneceram inalterados, antes e apés a terapia hormonal

(p=0,965) (Figura 6, painel A), e ndo se correlacionaram com o indice de massa

corporal nem antes (r=-0,181; t=-0,551; p=0,595) nem apds a terapia hormonal

(r=0,432; p=0,183). As concentra¢bes da IL-10, citocina capaz de inibir a producéo

de citocinas proé-inflamatorias, elevaram-se de modo significativo ap0s a terapia

hormonal (p=0,032) (figura 6, painel B). Os niveis séricos desta interleucina também

nao se correlacionou com o indice de massa corporal, nem antes (r=0,174; t=0,532;

p=0,607) nem apds a terapia hormonal (r=0,305; t=0,961; p=0,362).
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Figura 6. Distribuicdo dos niveis séricos de IL-6 (painel A) e IL-10 (painel B) em
mulheres na pds-menopausa antes e apdés terapia hormonal combinada continua.

*Qutleir.
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6. DISCUSSAO

Em revisdo da literatura especifica, entende-se ser indiscutivel o importante
papel modulador exercido pelos hormdnios esterdides sexuais nas fungbes imunes
celular e humoral. No entanto, a maioria dos estudos esta limitada a animais de
experimentacéo, principalmente ratas, camundongas e macacas Rhesus. O objetivo
do presente estudo foi avaliar a influéncia de uma combinagdo de estradiol e
drospirenona sobre as imunidades celular e humoral em mulheres na pos-
menopausa. A producao dos diferentes tipos e subtipos de leucocitos e a reatividade
cutanea a determinados alérgenos sdo explorados aqui na avaliacdo da resposta
imune celular a esta combinagéo estroprogestogénica. Do mesmo modo, diferentes
imunoglobulinas e as interleucinas 6 e 10 sdo estudadas, como instrumentos da

avaliacdo da imunidade humoral.

Apesar do curto tempo de seguimento das pacientes, a perda de pacientes foi
no limite do toleravel. Entre as pacientes que concluiram o estudo apenas uma tinha
indice de massa corporal acima de 30. Estudos anteriores mostraram correlacéo
positiva entre os niveis de IL-6 e o indice de massa corpérea (IMC) em pacientes na

pés-menopausa antes da terapia hormonal®"®*

, sendo esta associagao perdida com
esta terapia®’. No presente estudo, ndo houve correlagéo entre estas duas variaveis,
nem antes e nem apods a terapia hormonal, ainda que a populacdo ora avaliada e
aquela estudada em comparacao tivessem IMC médio semelhante. Como o estradiol
inibe a secrecdo de IL-6, mas 0s seus niveis permaneceram estaveis no presente

estudo, pode-se especular pela possibilidade da dose e tempo terem interferido

nestes resultados®.
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Testes cutaneos, com multiplos alérgenos, para verificagdo de sensibilidade
celular tardia, ndo tém sido empregados na pés-menopausa com o intuito de avaliar
esta resposta imune tanto no hipoestrogenismo como apés a terapia de reposicao
hormonal. Um Unico estudo disponivel para comparac¢do dos achados do presente
estudo mostrou resposta atenuada aos diferentes alergenos em mulheres
climatéricas*’. No estudo atual, a terapia hormonal promoveu maior reatividade
tardia a tuberculina, sugerindo que a combinacdo hormonal usada restaurou a
reatividade da subpopulacao de linfécitos T (Th e helper T cells, CD4+) de memdria
para este antigeno. Estes achados corroboram com aqueles de Orme®®. No entanto,
vale lembrar que a repeticdo de testes para tuberculina em curto espaco de tempo
pode amplificar as reacbes subsequentes (efeito booster), transformando em
reatores fortes os individuos inicialmente pouco reatogénicos. A resposta aos
alérgenos tricofitina, candidina, asperginina e E. coli ndo foi reativada/alterada pelo

estradiol associado a drospirenona..

Ainda que o hipoestrogenismo atenue a resposta imune celular?’ e amplifique

a resposta imune humoral®

, a terapia de reposicdo hormonal ndo parece exercer
gualquer impacto sobre o numero de total de leucdcitos, total de neutrofilos e
eosindfilos totais no sangue periférico de mulheres climatéricas pés-menopausa®.
Todavia, o nimero dos mondcitos, capazes de se deslocarem para o local dos
processos inflamatérios, tende a diminuir. Como os macréfagos se diferenciam a
partir dos monécitos e sdo as células predominantes no mecanismo responsavel

pelo desenvolvimento da aterosclerose, este resultado reforca os beneficios da

terapia hormonal na protecéo sobre o sistema cardiovascular®’.
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A associacdo de estrogénios equinos conjugados e acetato de
medroxiprogesterona, tanto em regime combinado continuo como sequencial,
parece estimular a proliferagdo dos linfocitos B e diminuir a citotoxidade dos
linfécitos T CD8+ e NK3*** modificacbes capazes de prevenir processos
patol6gicos comumente observados no envelhecimento. O subtipo de linfcitos CD3,
marcador da populacédo de linfécitos T auxiliares e de memdria, pode permanecer
inalterado ou sofrer pequena diminuicdo apds a terapia hormonal®“2. O presente
estudo ndo mostrou alteracdo dos linfécitos CD3. Elevacao destas células com a
terapia hormonal foi relatada anteriormente em pacientes fisicamente ativas, mas
ndo nas sedentarias*’, em populacdo semelhante & do atual estudo. Foi observado
ainda, em outros estudos, que a terapia hormonal suprime a expressao génica e a

acao citotéxica dos linfécitos T CD8+2%8,

O hipoestrogenismo diminui a populacéo de linfécitos CD4, responsaveis pela
deflagracdo da reacédo de hipersensibilidade cutanea tardia ao assistir a acdo dos
linfécitos B, linfocitos matadores naturais (NK) e macréfagos®’>!. A reposicéo de
estrogénios conjugados ou valerato de estradiol, associados a medroxiprogesterona,
na pés-menopausa parece ndo modificar a atividade destes linfécitos®***?. No
presente estudo, também ndo se observou modificagdo no nimero de células T
CD4+ circulantes com a associacao estradiol-drospirenona. Resultados semelhantes
a estes foram observados ainda em outros estudos usando combinacdes
estroprogestogeénicas diferentes®*°. No seu conjunto, os resultados dos estudos ora
disponiveis convergem no sentido de que a TH nao modifica a quantidade de

linfocitos CD4+ circulantes em mulheres saudaveis ap0s a menopausa.
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Com o hipoestrogenismo a populacdo dos linfécitos CD8+ tem sido relatada
como reduzida®, aumentada® ou inalterada®’. Deve-se ter em consideracdo que
essas células sdo essenciais na defesa do organismo contra infec¢des virais e
células neoplasicas. Em adicdo, os estrogénios ainda atenuam a citotoxicidade
natural contra estes agentes agressores. Em pacientes com menopausa precoce
encontrou-se elevacgdo dos linfocitos CD8%"°. Considerando o efeito da terapia
hormonal sobre a citotoxicidade mediada pelos linfocitos CD8, os resultados ora
publicados sé&o escassos e inconsistentes. Tanto relatos de aumento na atividade
CD8%*, como na diminuicdo™®, tém sido encontrados. Em relato recente, incluindo
mulheres na pos-menopausa em uso de estrogénios conjugados associados a
medroxiprogesterona, diminuicdo da citotoxicidade CD8+ n&o foi observada em
praticamente todos os pacientes®. Embora ndo examine a atividade dos linfocitos
CD8+, o0 presente estudo ndo encontrou modificacdes numéricas na populacéo
destes, sugerindo que a TH nao estimula a proliferacdo dos linfécitos CD8+ in vivo

(p=0,760).

Tem sido mostrado que mulheres tém maior proporcéo de linfécitos CD4+ em
relacdo aos linfécitos CD8+'%, havendo correlacdo positiva entre os niveis de
estrogénios e a razao de linfécitos auxiliares reguladores CD4+ e citotoxicos CD8+'*
sendo esta associacéo reduzida ap6s ooforectomia’*’?. No entanto, observa-se que
a adicdo de estradiol em cultura de linfocitos diminui a razdo CD4/CD8"” e que a
progesterona aumenta a atividade dos linfécitos CD8+. Em estudos clinicos, terapia
hormonal em mulheres na p6s menopausa nao induz alteracao significativa na razao
CD4/CD8%* mas a reposicdo transdérmica de estrogénio isolado tende a elevar esta
proporcdo®, melhorando a tendéncia & imunodeficiéncia observada na pés-

74
|

menopausa. Empregando trés regimes diferentes Burleson et al™, pelo contrario,
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mostraram diminuicdo da proporcdo CD4/CD8 apls poucos anos de terapia
hormonal combinada continua. O presente estudo, também n&o observou tendéncia
a diminuicdo na razdo CD4/CD8 com a associacdo de um novo progestogénio. O
significado clinico da tendéncia a elevagdo dos linfécitos citotoxicos com a TH néo

foi ainda explicado.

Ha inconsisténcia em relacdo ao estado estrogénico e o nimero dos linfécitos
B CD19+, podendo estar diminuidos™ ou mesmo aumentados’® em casos de
faléncia ovariana prematura. Estes resultados distintos foram atribuidos a diferentes
tempos pés-menopausa das mulheres estudadas nos dois estudos’®. Este linfécito
B precursor governa a ativagdo dos linfocitos B, atua primariamente como co-
receptor e parece estar envolvido na ativacado das fosfoquinases e amplificacdo da
tirosina-fosforizacdo de numerosas moléculas efetoras’”’®, na producdo de
autoanticorpos e envolvimento na autoimunidade’® e cicatrizacdo de feridas®. Estes
linfocitos CD19+ produzem anticorpos (imunoglobulinas) de todas as classes. No

presente estudo, o numero de células CD19+ ndo se modificou com a reposicao

hormonal (p=0,583).

Em ratas ooforectomizadas o estradiol aumenta os niveis de IgA e IgG nas
secrecBes uterinas®, sugerindo estimulacdo dos linfécitos B. Experimentalmente,
em meninas, estrogénios aumentam as concentracdes de IgG e IgM*. Em
mulheres, estradiol estimula a producdo de IgG e IgM no sangue periférico’®, sendo
esta resposta dose-dependente. Os niveis séricos das diferentes imunoglobulinas
em mulheres na pds-menopausa e os efeitos da reposicdo hormonal sobre estes
nameros tém sido pouco examinados. Elevacdo isolada de IgG foi previamente

observada com a reposi¢cdo estrogénica em mulheres com menopausa precoce
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idiopatica®. Em pacientes com llpus o uso de estradiol elevou os niveis séricos de

IgG e IgM®,

Em estudo anterior, incluindo mulheres com insuficiéncia renal e faléncia
ovariana, o uso de estradiol associado a progesterona ou noretisterona, observou-se
gue os niveis de IgG, IgM e IgA néo sofreram modificacdo, mesmo apds seis meses
de tratamento®®. Em pacientes pds-menopausa com artrite reumatdide os niveis de
IgM, 1gG e IgA ndo se alteraram com a combinacdo estradiol-noretisterona®. Os
niveis dessas imunoglobulinas parecem também permanecerem estaveis nas
mulheres normais ap0s a menopausa quando submetidas a terapia hormonal
combinada®. Neste grupo de mulheres, a reposicéo transdérmica de estradiol ou
oral de estrogénios conjugados associados a medroxiprogesterona em regime
combinado continuo durante 4-6 meses ndo mostrou alteracao significativa nos
niveis de IgG e IgM, a despeito da via de administracdo®. Diminuicdo nos niveis de
imunoglobulinas séricas foram encontradas durante terapia hormonal & medida que
aumentavam os niveis circulantes de estradiol®®. Devido ao papel antimicrobiano
destas proteinas, as concentracdes de imunoglobulinas na saliva de mulheres
climatéricas também foram estudadas®. A reposicdo com valerato da estradiol
associado a levonorgestrel em mulheres climatéricas pré e p0s menopausa
imprimiu diminuicdo nos niveis salivares de IgA, IgG e IgM durante o tratamento,
mas o significado clinico desta diminuicdo ainda devera ser determinado. No
presente estudo as imunoglobulinas M, A e E permaneceram inalteradas apés a

terapia hormonal, mas as imunoglobulinas G reduziram-se de modo significante.
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As IL-6 e IL-10 sdo os mais potentes ativadores dos linfocitos B, induzindo
tanto proliferacdo quanto maturacao, resultando em maior secrecéo de IgG in vitro®.
De fato vérios estudos documentam a importancia destas interleucinas para estimulo
da secrecdo de imunoglobulinas. A interleucina-6, importante citocina proé-
inflamatéria quando elevada tem sido associada a maior risco de doencas
cardiovasculares. Esta interleucina eleva-se na pés menopausa e tende a elevar-se
com a idade®, estando negativamente correlacionada com os niveis de estradiol®”.
No presente estudo, 0s niveis de interleucina-6, além de ndo se correlacionarem
com o IMC, permaneceram estaveis no curto intervalo de seguimento (p=0,966). Em
poucos relatos disponiveis a terapia hormonal tem sido associada tanto ao
aumento® como a diminuicdo® dos niveis de interleucina-6, mas a maioria dos
estudos tem mostrado que os niveis desta interleucina permanecem estaveis com o
uso de diferentes regimes de terapia hormonal®®*2. No conjunto, estes resultados
além de inconsistentes, ndo compararam os efeitos de cada regime utilizado. A
comparacdo direta entre o0 uso de estradiol e estradiol associado a
medroxiprogesterona durante trés meses nao mostrou diferenca nos niveis
circulantes de interleucina-6*. Em estudo de base populacional incluindo 302
mulheres, os niveis de interleucina-6 foram mais elevados em n&o usuarias de
hormbnios do que naquelas que fizeram uso de estrogénios conjugados ou
diferentes estrogénios associados a progesterona®’. Estudo comparando o uso de
estrogénios conjugados isolados ou associados a medroxiprogesterona nas doses
de 2,5 mg ou 5 mg por dia mostrou elevacao de 48% nos niveis de interleucina-6 no
grupo que recebeu associacdo estroprogestogénica, independente da dose do
progestogénio®. A associacdo diidroprogesterona ou noretisterona com estradiol,

por outro lado, ndo modificou os niveis de interleucina-6®*. No presente estudo a
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associacao de estradiol e drospirenona também nao modificou os niveis séricos de
IL-6. As diferencas entre estudos pode ser resultado tanto dos diferentes tipos de
hormoénios usados na terapia hormonal quanto da diferenca no tempo de exposicao
aos esterdides sexuais nos demais estudos. Este aspecto ndo foi ainda examinado
adequadamente e merece estudos em populacdes maiores, padronizando-se tempo

de uso e esterdides empregados.

As concentracdes de interleucina-10, potente citocina anti-inflamatéria®,
pareceu ndo sofrer modificacbes ao longo do periodo de transicdo da pré para a

pés-menopausa’®* 3>

O tratamento de mulheres pés-menopausa com estradiol
transdérmico ndo modificou os niveis desta interleucina®. Em estudo utilizando a
associagao estrogénios conjugados e medroxiprogesterona, em regime combinado
continuo, observou-se diminuicdo dos niveis de interleucina-10, previamente
elevados, em mulheres p6s-menopausa®’. No entanto, elevacdo de interleucina-10,

induzindo maior sintese de IgG, tem sido relatada®, corroborando com os achados

de altos niveis de IL-10 na gravidez®. O presente estudo mostrou resultados

|81 |94

semelhantes aos observados por Folomeev et al®® e Doria et al*, ainda que

utilizando estradiol associado a drospirenona em curto intervalo de tempo.

Os resultados do presente estudo indicam maior reatividade cutanea a
tuberculina, maior ativacdo dos linfécitos B com elevacao na sintese de IgG e maior
producéo da interleucina-10 anti-inflamatéria. Mesmo que tenha sido utilizado uma
associacdo ainda ndo avaliada e durante curto intervalo de tempo, os resultados
indicam melhora da resposta imune celular e humoral com a reposicao

estroprogestogénica.
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CONCLUSOES

Geral

Houve melhora da resposta imune celular e humoral com a TH.

Especificas

1. Aresposta imune celular examinada pelo teste de hipersensibilidade tardia

mostrou maior reatividade a tuberculina.

2. O numero total de leucdcitos, linfécitos, neutréfilos, eosindéfilos e monaocitos
ndo sofreram modificacdo estatisticamente significantes com a terapia

hormonal combinada continua com estradiol e drosperinona.

3. A TH né&o impactou nem nos diferentes subtipos de linfécitos nem na razéao

CD4 auxiliar / CD8 citotoxico.

4. A terapia estroprogestogénica reduziu de modo significativo as

concentracgdes de IgG.

5. A concentracdo de IL-10 anti-inflamatoria elevou-se de modo significante

apos o tratamento.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: Efeito da Terapia de Reposicao Hormonal sobre o Sistema Imune no
Climatério.

PESQUISADORES: Prof. Dr. Sebastido Freitas de Medeiros (Orientador)
Alexandre Maitelli (Mestrando)

INSTITUICAO: Hospital Universitario Jalio Miller — UFMT e Hospital Geral
Universitario/UNIC

OBJETIVO PRINCIPAL: Avaliar o impacto da terapia de reposicdo hormonal nas respostas
imunes durante o climatério.

PROCEDIMENTOS: Serdo avaliadas laboratorialmente as respostas imunes antes a apés
reposicao estrogénica e progestogénica.

POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS: Aqueles relacionados & punc¢éo venosa e testes
intradérmicos.

BENEFICIOS PREVISTOS: Melhoria na qualidade de vida em virtude de melhor resposta
imunoldgica no combate as infeccdes.

Eu, , fui informada
(o) dos objetivos, procedimentos, riscos e beneficios deste estudo.

Entendendo que terei garantia de confidencialidade, ou seja, que apenas dados
consolidados serdo divulgados e ninguém além dos pesquisadores tera acesso aos nomes
dos patrticipantes desta pesquisa. Entendo também, que tenho direito a receber informacoes
adicionais sobre o estudo a qualquer momento, mantendo contato com o pesquisador
principal. Fui informada ainda, que a minha participacdo € voluntaria e que se preferir ndo
participar ou deixar de participar deste estudo em qualquer momento, iSSO ndo me
acarretara qualquer tipo de penalidade.

Compreendendo tudo o que me foi explicado sobre o estudo a que se refere este
documento, concordo em participar do mesmo.

Participante

Pesquisador Principal

Cuiaba, __de de 2009.
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PACIENTES LEUCOCITOS NEUTROFILOS EOSINOFILOS LINFOCITOS MONOCITOS

DA.S ANTES 3050 1494 122 1128 305
DEPOIS 3450 1898 104 1138 310

MRA L ANTES 7580 4169 152 2577 682
DEPOIS 6750 4792 68 1552 338

IPM ANTES 5390 3126 216 1617 431
DEPOIS 4670 2709 140 1494 327

DTEL ANTES 7170 5019 72 1577 502
DEPOIS 7240 4706 290 1665 579

HM.C.L ANTES 3700 1887 37 1480 296
DEPOIS 5590 3130 112 2012 335

JEM ANTES 4060 2477 81 1218 284
DEPOIS 4360 2354 131 1657 218
0V ANTES 14340 8747 143 4302 1147
DEPOIS 11000 7480 110 2640 770

AJA ANTES 6650 3790 200 2128 532
DEPOIS 6900 4347 138 2001 414

ERS ANTES 8610 4908 172 2927 603
DEPOIS 8380 5112 168 2682 419

J1SD ANTES 3910 1994 196 1447 274
DEPQIS 4110 2384 82 1397 247

LM.S ANTES 7600 4636 76 2356 532
DEPOQIS 7370 4569 147 2285 368

AJB ANTES 5160 2786 671 1342 361
DEPOQIS 5460 2512 601 1966 382

IN.S ANTES 3370 1786 101 1213 270
DEPOQIS 3430 1612 103 1475 240

THP.S ANTES 5400 2646 108 2346 270

DEPOQIS 6500 3705 130 2340 325
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LINFOCITOS LINFOCITOS LINFOCITOS LINFOCITOS

PACIENTES COLETA B CD19 T CD3 T CD4 T CD8 CD4/CD8
D.A.S ANTES 267 708 390 313 1,25
DEPOIS 163 732 411 281 1,46
M.R.A.L ANTES 109 2214 1133 1062 1,07
DEPOIS 178 1252 765 478 1,60
J.P.M ANTES 184 1182 763 286 2,66
DEPOIS 128 1184 826 274 3,01
D.T.F.L ANTES 189 1070 705 301 2,35
DEPOIS 283 1183 820 359 2,28
H.M.C.L ANTES 74 1076 261 757 0,35
DEPOIS 52 1744 440 1235 0,35
J.F.M ANTES 70 838 542 227 1,96
DEPOIS 115 1329 871 453 1,92
J.O.V ANTES 434 2973 1935 1018 1,90
DEPOIS 324 2098 1372 689 1,99
AJA ANTES 213 1439 770 595 1,29
DEPOIS 232 1486 754 698 1,08
E.R.S ANTES 231 1780 1229 544 2,26
DEPOIS 340 1895 1396 506 2,75
J.S.D ANTES 112 922 515 290 1,77
DEPOIS 107 1030 631 354 1,78
I.M.S ANTES 327 1778 1321 454 2,90
DEPOIS 342 1760 1253 475 2,63
A.J.B ANTES 148 890 693 193 3,59
DEPOIS 186 1550 1198 306 3,91
I.N.S ANTES 100 1045 612 445 1,37
DEPOIS 129 1084 776 308 2,51
T.H.P.S ANTES 285 1678 1062 575 1,85
DEPOIS 273 1808 1195 577 2,07
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Anexo 1

Sample No.: 002138451002
Patient ID: 4036
Name: BEATRIZ

Comments:

Positive

Count

WBC 6.70 * [1073/uL]
RBC 425 [1076/uL]
HGB 13.1 [g/dL]
HCT 39.6 [%]

MCV 93.2  [fL]

MCH 30.8 [pg]
MCHC 33.1 [%]

PLT 258 * [1073/ul]
RDW-SD [fL]
RDW-CV 124  [%]

MPV [fL]

NEUT  3.39 * [10"3/ul]
LYMPH 266 * [10"3/uL]
MONO  0.48 * [10"3/ul]
EO 0.14 * [10°3/uL]
BASO  0.03 * [10"3/ul]

WBC IP Message(s)

Rack: 3 Tube: 9 05/12/2009 09:31:34
Ward: Dr.:
Birth: 19/09/1980  Sex: Female
Inst.ID: XT-1800i-1

DIFF WBC/BASO

wvi (T

50.6 * [%]
39.7 * [%]
T2* [%]
21 * [%]
04 * [%]

¢
g
—

RBC IP Message(s) PLT IP Message(s)

PLT Clumps?
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Anexo 2

Sample Name: CAPO61808
Sample ID: FI-09
Case Number:  FI1

€D3/CD16+56/CDA45/CD19 TruC Dataset[1] DataFile: Fl-0905.02
Reagent Lot ID: 04247 Events Acquired: 11000 Abs Cnt Bd Lot ID: 99557 Attr Def File: 3/16+56/45/19 MLT/TruC v2.1

File ID: 70395AA3-3D7C-11DD- Beads per Pellet: 51085
BD71-00039374CB10

Lymph Events 3389
Bead Events 1823
CD3+ %lymph 73.21
CD3+ Abs Cnt 1390 E
CD16+56+ %Lymph 11.68 B
CD16+56+ ABS Cnt 222 g
CD19+ %Lymph 13.22 o
CD19+ Abs Cnt 251
CDA45+ Abs Cnt 1898
CDA45-PerCP CD3-FITC CD3-FITE
CD16+56-PE
BDIS
MultiSET™ Lab Report
Director:  Lorielei Software: MultiSET V2.2
Operator:  Administrator Cytometer: (file-based analysis)
Sample Name: CAP061808 Date Acquired: 18-Jun-08 14:20:00
Sample D:  FI-09 Date Analyzed: ~ Thu, Dec 11, 2008
Case Number: FI1 Ref. Range Type:  BD
Panel Name: 4 Color TBNK + TruC
CD3/CD8/CD45/CD4 TruC DataSet[1] DataFile: FI-0905.02

Reagent Lot ID: 04114 Events Acquired: 10000 Abs Cnt Bd Lot ID: 99557 Attr Def File: 3/8/45/4 MLT/TruC v2.0

File ID: 4EF91320-3D7C-11DD- Beads per Pellet: 51085
BD71-00039374CB10

Lymph Events 3016
Bead Events 1609
CD3+ %Llymph 72.88
D3+ Abs Cnt 1395
CD3+CDB+ %Lymph 271
CD3+CDB+ ABS Cnt 435
CD3+CDA+ %Lymph 4731
CD3+CDA4+ Abs Cnt 906
£0+CD e+ % lymph 94 CDA5-PercP CD3-FITC CDIFITG
CD3+CDA+CDB+ Abs Cnt 1
D45+ Abs Cnt 1914
THJS Ratio 2.08
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Anexo 3

Cobas® IgE Il

Imunoensaio para a determinacdo quantitativa in
vitro de imunoglobulina E em soro e plasma
humanos.

Principio do teste

Técnica de sandwich.
Duragéo total do ensaio: 18 minutos

e 12 Incubacéo: IgE de uma amostra de 10 pL,
um anticorpo monoclonal biotilinado especifico
anti-lgE e um anticorpo monoclonal especifico
anti-IgE marcado com complexo de rutenio®
reagem entre si e formam em complexo
sandwich.

e 22 |Incubagdo: Apds a incorporacdo das
microparticulas revestidas da estreptavidina, o
complexo formado liga-se a fase sdlida pela
interacé@o da biotina e da estreptavidina.

e A mistura de reacédo é aspirada para a célula
de leitura, onde as microparticulas séo fixadas
magneticamente a superficie do eletrodo. Os
elementos ndo ligados séo entdo removidos
com ProCell. A aplicacdo de uma corrente
elétrica ao eletrodo induz uma emissdo
quimioluminescente que é medida por um
fotomultiplicador

e Os resultados s&o determinados com base
numa curva de  calibracdo gerada
especificamente pelo analisador, através de
uma calibragdo de 2 pontos, e numa curva
principal incluida no codigo de barras do
reagente.

Ensaio: Eleve a temperatura dos reagentes
refrigerados até aproximadamente 20° C e coloque-
0s no disco dos reagentes do analisador. Siga o
manual do operador do aparelho.

Calibracéo: Este método foi padronizado contra o
“2nd IRP Reference Standard 75/502° da OMS.
Frequéncia das calibracdes: uma por lote de
reagentes utilizando reagente recém colocado.

Célculo dos resultados: O analisador calcula
automaticamente a concentracdo do analito de cada
amostra.

Intervalo de medi¢éo: 0,100 a 2500Ul/ml ou 0,240 a
6000ng/ml.

Precisdo: A reprodutibilidade foi determinada com
reagentes Elecsys, um pool de soros humanos e
controles conforme protocolo modificado (EP5-A) do
NCCLS (National Commitee for Clinical Laboratory
Standards).

Sensibilidade analitica: limite de deteccdo inferior
de 0,10Ul/ml (0,24ng/ml).

Especificidade analitica: os anticorpos utilizados
sdo altamente especificos para IgE. N&o foram
detectadas quaisquer reatividades cruzadas com
19G, IgA e IgMW.

Sensibilidade funcional: 0,50Ul/mL (1,20ng/mL)
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Anexo

Principio do Procedimento IL-10

IMMULITE 1000 IL-10 é um enzimoensaio
imunométrico de fase sélida por
quimioluminescéncia.

Ciclos de incubacé&o: 1 x 60 minutos.
Colheita

Plasma colhido com EDTA ndo é recomendavel
como amostra no ensaio da IMMULITE IL-10.

Recomenda-se o uso de uma ultra centrifuga para
clarear as amostras lip€émicas. Amostras lipémicas,
hemolisadas ou totalmente contaminadas podem
causar resultados erréneos.

A centrifugacdo de amostras antes da formagéo
completa do coagulo pode resultar na presenga de
fibrina.

Volume da amostra: 100 yL de soro ou plasma
heparinizado. A cuvete da amostra deve conter no
minimo 250 pL mais do que o total do volume
requerido.

Armazenagem: 6 horas a 2-8° C ou até 6 meses a
-20° C.

Caracteristicas do ensaio
Calibragéo: até 1.000 pg/mL
Sensibilidade Analitica: 1 pg/mL

Efeito Hook de Alta Dose: nenhum até 102.300
pg/mL

Especificidade: o ensaio € altamente especifico
para IL-10

Linearidade: As amostras foram doseadas sob
vérias diluicdes.

Bilirrubina: A presenca de bilirrubina até
concentracbes de 200 mg/mL ndo tem efeito no
procedimento dentro da precisdo do ensaio.

Hemodlise: Amostras fortemente hemolizadas
podem apresentar ligeiros acréscimos na
concentracgdo de IL-10.

Lipemia: A presenca de triglicerideos em
concentracdes até 2.000 mg/dL néo tem efeito nos
resultados, dentro da preciséo do ensaio.

Comparacdo de Métodos: O procedimento
IMMULITE IL-10 foi comparado com um ensaio
para IL-10 disponivel comercialmente. O material
de calibracdo do IMMULITE IL-10 foi comparado
com o material de referéncia da OMS para IL-10.
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Principios do Procedimento IL-6

IMMULITE 1000 IL-6 € um ensaio imunomeétrico
sequencial de fase solida, de enzimas quimico-
luminosas.

Ciclos de incubacéo: 2 x 30 minutos
Colheita

Recomenda-se o0 uso de uma ultra centrifuga para
clarear as amostras lipémicas.

Amostras hemolisadas podem indicar tratamento
incorreto de uma amostra antes do envio para o
laboratério, portanto seus resultados devem ser
interpretados com cuidado.

A centrifugacdo de amostras antes da formacgéo
completa do coagulo pode resultar na presenca de
fibrina.

Volume da amostra: 100 uL de soro ou plasma
heparinizado. A cuvete da amostra deve conter no
minimo 250 pL mais do que o total do volume
requerido.

Estabilidade: 1 dia a 2-8° C ou 6 meses a-20° C
Caracteristicas do ensaio

Calibragao: até 1.000 pg/mL

Sensibilidade Analitica: 2 pg/mL

Efeito Hook de Alta Dose: nenhum até 60.000
pg/mL

Especificidade: o ensaio é altamente especifico
para IL-6

Linearidade: As amostras foram doseadas sob
vérias diluigGes.

Bilirrubina: A presenca de bilirrubina até
concentragbes de 200 mg/mL ndo tem efeito no
procedimento dentro da precisdo do ensaio.

Hemolise: A presenca de hemoglobina até 550
pg/mL ndo tem efeito no procedimento dentro da
preciséo do ensaio.

Lipemia: A presenca de triglicerideos em
concentragfes até 3.000 mg/dL nédo tem efeito nos
resultados, dentro da preciséo do ensaio.

Comparagcdo de Meétodos: O procedimento
IMMULITE IL-6 foi comparado com um ensaio para
IL-10 disponivel comercialmente. O doseamento
foi comparado com a verséo anterior do IMMULITE
2000 IL-6 em 150 amostras de doentes.




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Saude Coletiva
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