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RESUMO

Introdugio: a sifilis ¢ uma doenca infecciosa sistémica, de evolugdo cronica e causada pelo Treponema pallidum, um espiroqueta de transmissdo sexual
e vertical, que pode produzir, respectivamente, as formas adquirida e congénita da doenga. No Brasil, segundo o Ministério da Saude (MS), embora a
subnotificagdo de casos de sifilis seja alta, alguns dados disponiveis indicam a elevada magnitude deste problema infeccioso. Objetivo: comparar a coleta
das amostras de sangue no papel de filtro (PF) e no plasma (padrao-ouro) na triagem pré-natal, utilizando anticorpos antitreponémicos totais (IgG + IgM)
no procedimento imunoquimico ELISA, registrado pelo Imunoscreen, da firma MBiolog. Métodos: foram estudadas 1.142 gravidas de quatro municipios
do Estado de Rio de Janeiro: Itaborai (N = 131), Itaguai (N = 597), Niterdi (N = 377) e S@o Jodo de Meriti (N = 37) a partir do més de novembro de 2008
até fevereiro de 2009. As gravidas foram submetidas a pungdo venosa e digital para a rotina da triagem pré-natal, sendo a ultima aplicada em PF. Foram
calculados os limites de especificidade, sensibilidade e valores preditivos positivo e negativo para o estudo. Resultados: os resultados da sorologia para
sifilis nas amostras do municipio de Itaborai apresentaram ELISA positivo em 4,58%, os municipios de Itaguai, Niter6i e Sdo Jodo de Meriti mostraram
positividade em 3,18%, 2,65% e 0%, respectivamente. Os procedimentos realizados tiveram uma sensibilidade e especificidade de 100% e os critérios
preditivos positivos e negativos para todas as gravidas, estudados nas 1.142 amostras, foram de 100%. Conclusio: os resultados da sorologia para sifilis no
sangue seco coletado em PF foram semelhantes aos da coleta por pungo venosa, validando esta técnica.
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ABSTRACT

Introduction: syphilis is a systemic disease of chronic evolution and caused by Treponema pallidum, a spirochete of sexual and vertical transmission,
which can produce, respectively, the form of acquired and congenital disease. In Brazil, according to the Ministry of Health (MoH), although the under-
reporting of cases of congenital syphilis is high, some available data indicate the high magnitude of this problem that especially affects the weakness of
pregnant women. Congenital syphilis causes great social impact, which results in deterioration of quality of life on a important stratum of the population,
and indirect costs to the economy of the country, which, added to the direct costs resulting from hospitalizations and procedures for the treatment of its
complications, increasing the total costs of care of public health. Objective: to compare the collection of blood samples on filter paper (FP) and plasma
(gold standard) in prenatal screening, using anti-treponema total (IgG + IgM) in ELISA immunochemical. Methods: we studied 1,142 pregnant of the
following cities: Itaborai (N = 131), Itaguai (N = 597), Niter6i (N = 377) and St. Jodo de Meriti (N = 37). Blood samples were collected from the finger and
venipuncture of pregnant women in stations of collection of these counties, calculating elapsed time from sample collection to delivery of the report to the
council. We calculated the limits of sensitivity, specificity, positive predictive value and negative for the study. Results: Itaborai showed positive ELISA in
4.58%, in Itaguai, Niter6i and St. Jodo de Meriti showed, respectively, 3.18%, 2.65% and 0%. The procedures performed had a sensitivity and specificity of
100%, and the positive and negative predictive criteria for all pregnant women studied in 1,142 samples were 100%. All positive cases were reported to the
Municipality within 10 days of sample collection. Conclusion: we conclude that the implementation of collection of dried blood on filter paper in pregnant
women screening, was similar to that collected by venipuncture, validating this technology.
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INTRODUCAO

A sifilis congénita € o resultado da disseminagdo hematogénica
do Treponema pallidum da gestante infectada ndo tratada ou inade-
quadamente tratada, para infectar por via transplacentaria o feto em
qualquer fase gestacional ou estagio clinico da doenga materna'.

Os principais fatores que determinam a probabilidade de trans-
missdo sdo o estagio da sifilis na mée e a duragdo da exposi¢do do
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feto intrattero. Todos aceitam a divisao da sifilis em sifilis adqui-
rida, que pode ser: a forma recente (menos de 1 ano de evolug?o),
com as formas primaria, secundaria e latente recente; e a forma
tardia (com mais de 1 ano de evolugdo), com as formas latente
tardia e terciaria®.

A taxa de transmissdo vertical da sifilis em mulheres nao tra-
tadas ¢ de 70 a 100% nas fases primaria e secundéria da doenga,
reduzindo-se para aproximadamente 30% nas fases tardias da in-
fecgdo materna (latente tardia e terciaria). Mais de 50% dos casos
notificados sdo assintomaticos ao nascimento, por isso € muito im-
portante a triagem sorologica da mae na maternidade™®.

Apesar de a transmissdo vertical (TV) ter um denominador co-
mum no mecanismo do processo de infec¢do (mae—crianga), cada
um dos agentes infecciosos tem caracteristicas particulares na pe-
netragdo do treponema no corpo do embrido, do feto e do recém-
nascido.
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Na gravidez, a infec¢do por esta doenca sexualmente transmis-
sivel (DST), denominada primoinfec¢do, ¢ muito mais agressiva
do que a infec¢do cronica, pela reprodutibilidade do agente infec-
tante que, em casos de virus, é assinalado como incremento da
viruléncia, facilitando o aumento da transmisséo vertical?.

A triagem deste grupo de risco, selecionado desde as etapas pre-
coces, ¢ inclusive antes da apari¢do de sinais clinicos, faz parte de
estudos epidemiologicos em que, a cada dia, a participacdo dos
laboratorios toma uma maior dimensdo. O controle de pessoas su-
postamente sas, como € o caso das gravidas, ¢ alvo prioritario, com
a finalidade de evitar doencas cronicas’.

Por ser uma doenga infecciosa sistémica, a sifilis cursa até uma
evolugdo cronica sujeita aos episodios de agudizagdo e laténcia;
as vezes, nao ¢ detectavel clinicamente, permitindo assim, a trans-
missdo do Treponema pallidum por via eminentemente sexual,
transfusdes de sangue e materno-fetais, proporcionando as formas
adquiridas e congénitas da doenga'®!!,

Tecnologias tradicionais e modernas permitiram, durante as ul-
timas décadas, o estudo massivo de populacdes para evitar a trans-
missdo do Treponema, evitando o incremento da epidemia em al-
gumas partes do mundo'*"". Contudo, os marcadores e tecnologias
usados ndo tém a sensibilidade e especificidade necessarias para
assumir a detecgdo e o diagndstico da sifilis em etapas, quando ¢
tdo necessario o diagndstico rapido e eficaz.

O uso da tecnologia de papel de filtro ¢ um método barato e
conveniente para coletar, armazenar, transportar e conservar, por
longos periodos, amostras de sangue para serem utilizadas em es-
tudos populacionais e programas de triagem sorologica. Gragas ao
uso deste tipo de amostra, tém-se conseguido boas coberturas e,

por conseguinte, estabelecer o diagndstico de doengas congénitas,
o0 que possibilita a diminui¢do ou eliminagdo das sequelas associa-
das a cada uma, aspecto fundamental quando se fala em programas
de satde preventiva.

OBJETIVO

Comparar o procedimento imunoquimico ELISA através de
amostras de sangue seco no papel de filtro (PF) e no plasma (pa-
drao-ouro) na triagem pré-natal, usando como marcador de estudo
anticorpos antitreponémicos totais (IgG + IgM).

METODOS

Foram selecionados quatro municipios do Estado de Rio de Ja-
neiro: Itaborai, Itaguai, Niter6i e Sdo Jodo de Meriti para o estudo
nas gravidas a partir do més de novembro de 2008 até fevereiro
de 2009.

Um projeto-piloto foi aprovado pelo Conselho Cientifico do
Instituto Vital Brazil, com a determinagdo de que todas as gestan-
tes deveriam assinar um termo de consentimento apos a orientagao
sobre a sua participagdo no projeto.

Nos postos de saude as gravidas foram submetidas a pungio
venosa e digital para a rotina da triagem pré-natal, sendo a ultima
aplicada em papel de filtro Schleicher & Schuell 903! (Figuras 1
e 2). Todas as amostras foram enviadas ao Laboratorio BioMarc
do Instituto Vital Brazil (IVB), 6rgdo da Secretaria de Estado de
Saude e Defesa Civil do Rio de Janeiro.

No Laboratério BioMarc, as amostras foram processadas para a
deteccao de anticorpos IgG e IgM do Treponema pallidum no PF

Figura 1 - Coleta de amostra de sangue no PE.

GESTANTE

D Biom

Tk 2T) 71 E-BNT) el 183

E\ab BioMare

Figura 2 — Ficha de cadastro das gravidas e o PF com a amostra impregnada.
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e no plasma, pela técnica ELISA registrada pelo Imunoscreen, da
firma MBiolog'?. No procedimento técnico para o PF foram obti-
dos os marcadores imunoldgicos (anticorpos) por um processo de
elui¢do, com uma solugdo tamponada que contém solugéo proteica,
detergente, estabilizantes, 0,1% de azida sddica.

Seguiu-se a técnica imunoquimica (eluato e plasma) para o es-
tudo dos anticorpos IgG e IgM para o T. pallidum, na placa ELISA
previamente sensibilizada com antigeno recombinante. Apos a la-
vagem da placa, o material ndo ligado é retirado e, posteriormente,
¢ adicionado o substrato em base na enzima peroxidase de rabano,
que garante a reacdo de enzima substrato final'2.

Foram estudadas no total 1.142 gravidas, com a seguinte fre-
quéncia nos diferentes municipios: Itaborai (131), Itaguai (597),
Niter6i (377) e Sao J. de Meriti (37), nas quais foram autorizadas
as coletas por consentimento escrito pessoal.

Os resultados da absorbancia para a presenca de anticorpos do
T pallidum foram analisados dependendo do seu cut-off, o qual é
calculado mediante a soma de 0,200 com a média das absorbancias
dos controles negativos. As absorbancias das amostras sobre o va-
lor do cut-off menor que 0,9 foram consideradas negativas, entre
0,9-1,0, indeterminadas, e maior ou igual a 1,0, positivas.

A reprodutividade e a precisdo para ambas as técnicas foram
calculadas. Para a reprodutividade foi medida a absorbancia de
cinco replicatas em quatro ensaios diferentes de amostras negati-
vas e positivas, embora fosse calculada a precis@o no intraensaio
de repetibilidade de uma amostra negativa e outra positiva em 30
replicatas, onde foi calculado o coeficiente de variagdo dependendo
do valor das absorbancias obtidas no estudo intraplaca. Foram
testados a sensibilidade, a especificidade, os valores preditivos
positivo e negativo para ambos os procedimentos comparados
(plasma e PF)!314,

RESULTADOS E COMENTARIOS

A Tabela 1 representa o estudo realizado com cinco amostras
negativas coletadas no PF e no plasma, processadas em 4 dias di-
ferentes para medir o indicador estatistico de reprodutividade. Os
resultados da absorbancia encontrados para as amostras negativas,
em ambas as técnicas (ndo tem anticorpos IgG e IgM para o T.
pallidum), ndo mostraram diferencas significativas entre os valo-

Tabela 1 — Representagdo dos valores de absorbancia obtidos no
estudo de reprodutividade no grupo de amostras negativas.

res do seguimento (P > 0,05) quando foi usado o primeiro valor
do seguimento como ponto de referéncia para aplicar o teste T de
Student. Também foi aplicado o mesmo teste e nao foi encontrada
diferenca significativa quando se compararam as absorbancias nas
duas técnicas em cada dia estudado.

Estes resultados expressam a existéncia de semelhanga entre os
valores de absorbancia na técnica para medir os anticorpos contra
o T pallidum no PF e as amostras do plasma sanguineo que t€ém
valores muito baixos a rea¢do colorimétrica do procedimento imu-
noquimico. E conclusivo que os valores dos coeficientes de varia-
¢do (CV) menores do que 10% dos obtidos em todos 0s processos
de homogeneizagdo das variancias analisados demonstram os mes-
mos critérios de precisdo para as duas técnicas.

O Grifico 1 representa os valores de absorbancia dos diferentes
dias do seguimento longitudinal. O estudo de teste T entre os dife-
rentes valores ndo mostrou diferenca significativa, expressando sua
semelhanca também no estudo de reprodutividade de seus valores
em fungdo do tempo. Estes valores sdo representados pela curva
tracejada (valores do plasma) e pela curva pontilhada (valores no
PF), e as retas intermitentes representam os valores do desvio pa-
drdo nos pontos estudados.

A Tabela 2 representa o estudo realizado com cinco amostras
positivas coletadas no PF e no plasma e processadas em 4 dias
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Grafico 1— Representagio dos valores de absorbancia no seguimento
longitudinal de 4 dias para os anticorpos IgG e IgM do T. pallidum nas
amostras negativas.

Tabela 2 — Representagido dos valores obtidos no estudo de repro-
dutividade no grupo de amostras positivas.

Indicadores Estatisticos da Reprodutividade de

Tipo de Amostras Negativas
Tipo de Indicadores Estatisticos da Reprodutividade de Técnica T
Técnica Amostras Negativas N  Média D.M. cv T Student
PF N Média D.M. cv T Student Plasma 5 2,158 0,1400 6,49
1 N&o D.S. P > 0,05
Plasma 5 0,036 0,0024 6,67 PF 5 1,952 0,2800 14,34
1 Nao D.S. p > 0,05
PF 5 0,038 0,0018 6,43 Plasma 5 2,421 0,0480 1,98
2 N&o D.S. P > 0,05
) Plasma 5 0,048 0,0028 5,83 No D.S. p > 0,05 PE 5 2108  0,0900 427
PF 18 4,74
> 0038 00018 ’ Plasma 5 2,259 0,1700 7,53 B
Plasma 5 0,042 0,0027 6,43 - 3 N&o D.S. P >0,05
3 N&o D.S. p > 0,05 PF 5 1,952 0,1210 6,20
PF 5 0,028 0,0028 10,00
Plasma 5 2,542  0,1300 51
4 Plasma 5 0,044 0,0037 8,41 No D.S. p > 0,05 4 N&o D.S. P > 0,05
PF 5 0,038 0,0021 5,53 ' PF 5 2,234 0,051 2,29
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diferentes para medir o indicador estatistico de reprodutividade.
Os resultados de absorbancia encontrados para as amostras negati-
vas em ambas as técnicas (auséncia de anticorpos IgG e IgM) nao
mostraram diferengas significativas entre os valores do seguimento
(P> 0,05) quando foi usado o primeiro valor do seguimento como
ponto de referéncia para aplicar o teste T de Student. Também foi
aplicado o mesmo teste e ndo foi encontrada diferenca significativa
quando se compararam as absorbancias nas duas técnicas em cada
dia estudado.

Mesmo com os valores de amostras negativas, estes resultados
expressam a existéncia de semelhanca entre os valores de absor-
bancia na técnica para medir os anticorpos contra o 7. pallidum
no PF e as amostras do plasma sanguineo que tém valores mui-
to baixos a reagdo colorimétrica do procedimento imunoquimico.
Também ¢ conclusivo que, em amostras com valores elevados de
anticorpos do T pallidum, os valores dos coeficientes de variagdo
menores que os 10% obtidos em todos os processos de homogenei-
zacdo das variancias analisados, demonstram os mesmos critérios
de precisdo para as duas técnicas.

O Grafico 2 representa os valores de absorbancia dos dife-
rentes dias do seguimento longitudinal no estudo com as amos-
tras que apresentam elevado valor de anticorpos do 7. pallidum.
Neste caso, o estudo de teste T entre os diferentes valores tam-
bém nao mostrou diferenca significativa, expressando sua se-
melhanga também no estudo de reprodutividade de seus valores
em fung¢do do tempo. Estes valores sdo representados pela curva
tracejada (valores do plasma) e a curva pontilhada (valores no
PF), e as retas intermitentes representam os valores do desvio pa-
drdo nos pontos estudados.

A Tabela 3 representa os resultados do estudo para o ensaio de re-
petitividade com as duas técnicas estudadas (plasma e PF) de amos-
tras com baixos e altos valores de anticorpos de 7. pallidum. A
valoragdo analitica em fungo das analises de precisdo intraplaca
mostrou valores de coeficiente de variagdo (CV) menores para
os ensaios feitos no plasma que os feitos no PF, embora todos os
casos mostrassem resultados abaixo dos 10% exigidos por Euro-
pean Committee for Clinical Laboratory Standards (ECCLS)™ e
outras institui¢des reguladoras'". Neste mesmo ensaio de repeti-
tividade, calculou-se o teste T para a valoragdo da especificidade
entre ambos os métodos, obtendo-se valores para P > 0,05 nos
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Griafico 2 — Representagio dos valores de absorbincia no seguimen-
to longitudinal de 4 dias para os anticorpos 1gG e IgM do T. pallidum

nas amostras positivas.
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ensaios com resultados de anticorpos baixos e com valores de
anticorpos elevados (positivos), que demonstraram a semelhanca
em ambos os procedimentos.

A Tabela 4 integra os valores de sensibilidade, especificidade,
valores preditivos positivo e negativo em ambos os procedimentos
tecnoldgicos nas 1.142 gravidas estudadas no projeto pré-natal do
Rio de Janeiro, desenhado para demonstrar a utilidade do PF na
coleta do sangue e no processo de analises de qualidade da efetivi-
dade na aplicag@o no sistema de coleta para estudos populacionais.
Nos calculos estatisticos foi considerada a técnica no plasma como
padrdo-ouro.

Independentemente da triagem que foi praticada no projeto-
-piloto de coleta de amostras no PF e sua comparagdo com os
resultados obtidos no plasma em estudo paralelo terem sido re-
alizadas em condigdes Otimas de pesquisa, ¢ um fato epidemio-
logicamente significativo que em mais de 1.000 gravidas estu-
dadas nd3o apareceram casos falso-negativos ou falso-positivos.

Outro fato de 6tima confiabilidade ¢ a possibilidade de contar,
na triagem, com a aplicacdo de um procedimento ELISA e com
a informac@o da presenca de anticorpos IgM e IgG garantindo uma
informacdo conclusiva na mesma triagem. Muitos autores com
reconhecimento internacional acreditam que as proteinas recom-
binantes tém 6tima qualidade para captar os anticorpos IgG e I[gM
em pessoas com sifilis, desde a primeira etapa da infec¢do, com
otima sensibilidade!'*?°. No Brasil, Saez-Alqézar et al. expressa-
ram em uma referéncia onde estudaram, em 2.990 doadores de
sangue, a diferenca de qualidade dos testes treponémicos sobre
os nao treponémicos; neste estudo, os autores confirmaram que,
dentro dos 2.990 casos selecionados, a seletividade dos ensaios
ELISA para a captura de anticorpos IgG e IgM, confirmados ana-
liticamente pelo ensaio de Western Blot (WB) foi de nove, e cinco
deles nao foram detectados com o teste ndo treponémico VDRL
(Laborclin), quatro com o teste USR (Weiner), USR (Wama),
Trust (Laborclin) e cinco por RPR (Wama). Neste estudo foi con-
firmada a especificidade para os ensaios treponémicos pela técni-
ca ELISA em 99,7%!"5.

Além da elevada sensibilidade do teste ELISA para anticorpos
IgG e IgM (100%), os Centers for Disease Control and Preven-
tion (CDC) recomendam o teste treponémico de imunofluores-
céncia indireta: fluorescent treponemal antibody absortion (test

Tabela 3 — Representacdo dos valores obtidos no estudo de repeti-
tividade intraplaca para as amostras negativas e positivas.

Indicadores Estatisticos na Repetitividade de

Tipo de Amostras Negativas
Técnica
N Média D.M. cv T Student
Plasma 30 0,1258 0,0104 8,27
1 Nao D.S. P> 0,05
PF 30 0,1257 0,0120 9,55

Indicadores Estatisticos na Repetitividade de

Tipo de Amostras Positivas
Técnica
N Média D.M. cv T Student
Plasma 30 2,048 0,028 1,37
1 Nao D.S. P> 0,05

PF 30 2,138 0,038 1,78
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Tabela 4 — Representacdo dos resultados obtidos nas analises epidemiologicas das 1.142 gravidas estudadas com anticorpos IgG e IgM para

T. pallidum no PF.
1.142 Exames para Anticorpos IgG-IgM contra o T. pallidum no PF S & S
Especificidade Sensibilidade Valor Preditivo + (VPP) Valor Preditivo — (VPN) Eficiéncia Incidéncia
100% 100% 100% 100% 100% 3,06%
1.142 Exames para Anticorpos IgG-lgM contra o T. pallidum no plasma
100% 100% 100% 100% 100% 3,06%

FTA-Abs da Wama) como confirmatério!?, mas o inconveniente é
que tem menor sensibilidade que o teste ELISA, pelo que se acre-
dita que a utilizacdo adequada dos testes ELISA IgG e IgM com
fragdes antigénicas recombinantes possa substituir a associa¢do
de testes treponémico e ndo treponémico para o diagnostico da
sifilis!*-2,

A representacdo dos resultados epidemioldgicos encontrados
no estudo das 1.142 gravidas nos quatro municipios do estado
do Rio de Janeiro confirma a possibilidade de usar, nos estudos
de triagem para a sifilis, o PF como procedimento de coleta. A
Tabela 4 mostra os resultados de sensibilidade, especificidade,
valores preditivos positivo e negativo na amostra populacional
estudada.

A sifilis congeénita, considerada como a transmissora do Tre-
ponema pallidum para o bebé pela via transplacentaria durante o
parto ou por meio de contato com lesdes vaginais é, junto com as
relagdes sexuais, a maior forma de transmissdo da sifilis'**8, Esta
identificado que a taxa de transmissdo vertical da sifilis em mulhe-
res ndo tratadas ¢ de 70 a 100% nas fases primarias e secundarias
da doenga, onde os valores da IgM séo elevados, reduzindo-se para
0 a 30% nas fases latentes e tardias. A sifilis pode acarretar aborto
espontaneo, parto prematuro, recém-nascidos infectados sintomati-
cos ou assintomaticos, porém, sem tratamento imediato pode levar
a morte®1%1%2°, Em geral, o bebé contrai a doenga quando ha ausén-
cia de assisténcia pré-natal na gestante, quando a sifilis primaria
costuma ndo ser percebida pelo paciente e pode se prolongar por
muitos anos.

Em alguns estados do Brasil existem programas de triagem pré-
natal utilizando a forma de coleta de sangue seco em PF. Em Mato
Grosso do Sul, esta metodologia esta em funcionamento ha § anos,
com triagem de varias doengas infecciosas®*'. Em Goias, o Teste da
Mamae, como ¢ conhecido, tem um servigo disponivel em todos
o0s 246 municipios goianos, com parceria estabelecida entre a SES,
Apae de Goiania e as Secretarias Municipais de Saude. Foi implan-
tado em 2003, a exemplo do que ja vinha sendo feito na Apae de
Mato Grosso do Sul, a partir da constatagdo de que muitas gestan-
tes nas consultas de pré-natal ndo conseguiam realizar os exames
complementares de laboratoério, por dificuldade de cobertura ou
acesso??. Em Sergipe durante o quadrimestre de julho a outubro
de 2007, foram avaliados os resultados de testes sorologicos de
9.550 gestantes atendidas pelo Sistema Unico de Satide (SUS) de to-
das as regides do estado, com detec¢do de anticorpos totais para
sifilis e HIV, entre outros exames. O grande tamanho amostral e
sua representatividade com relacdo a populagdo de gestantes sergi-
panas o tornam adequado para a estimativa que se pretendeu. Este

estudo demonstrou que a soroprevaléncia em gestantes assistidas
no Sistema Unico de Saude é semelhante a da maioria dos dados
brasileiros. Em 74 municipios do Estado de Sergipe, a amostra foi
obtida de sangue absorvido em PF (S&S 903 Symbiosis Diagnos-
tica Ltda., Sdo Paulo, Brasil)®.

Cabe informar que os autores deste estudo se interessaram ape-
nas por realizar a pesquisa com o teste treponémico ELISA e com-
parar as duas técnicas de coleta para o procedimento, sem realizar
o teste ndo treponémico VDRL, o qual sabidamente é reconhecido
como o exame de triagem nas gravidas e utilizado para acompa-
nhamento soroldgico pds-tratamento.

Além disso, outros trabalhos devem ser realizados com um nu-
mero maior de gestantes para auxiliar este estudo, visto que é uma
nova técnica de coleta de sangue que facilita o acesso aos exames,
devido a sua praticidade de coleta, armazenamento e envio das
amostras.

CONCLUSAO

Conclui-se que a aplicacdo da coleta do sangue seco em PF, na
triagem de gravidas, foi semelhante a coleta por pungdo venosa, o
que valida esta tecnologia.

Conflito de interesse

Os autores sdo funcionarios contratados do laboratorio Bio-
Marc do Instituto Vital Brazil, 6rgédo ligado a SESDEC (Secre-
taria de Estado de Satde e Defesa Civil) do Rio de Janeiro. O
projeto foi financiado totalmente pela SESDEC, como projeto-
piloto no Programa de Protecdo a Gestante do Estado do Rio de
Janeiro (Pro-Mae).
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