


Gestao da Qualidade na Fase Pré-Analitica Parte I:
Analise Critica do CLSI H3-A6

Quality Management in Pre Analytical Phase Part I:
Critical analyze of CLSI H3-A6

*1.2,3

Gabriel Lima-Oliveira

, Luiz Fernando Barcelos

1,2,3,4 1,2,4

, José Abol Corréa'**, Joao Ciribelli Guimaraes"**

Paulo Murillo Neufeld', Irineu Grinberg™*

-

garantir a seguranca do paciente.

flebotomista

RESUMO - A fase pré-analitica, segundo dados da literatura, é responsavel por mais de dois ter¢os de todos os erros\
atribuidos ao laboratério de andlises clinicas, e ha apenas alguns procedimentos de rotina para a detecgdo de néo
conformidades neste dominio de atividades. Nosso objetivo foi fazer uma analise critica do CLSI H3-A6 Procedimentos
para a coleta do espécime diagnéstico sanguineo por pungdo venosa para ajudar o flebotomista e o gestor da qualidade a
garantir a segurancga do paciente. Nos confrontamos os detalhes do CLSI H3-A6, com as publicagdes internacionais mais
recentes e concluimos que os procedimentos relacionados a pung¢éo venosa necessitam de pequenas mudangas para
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(SUMMARY- The pre analytical phase is responsible for more than two-thirds of all errors attributed to the clinical Iaboratory\
and there are only a few routine procedures for the detection of nonconformities in this field of activity. Our aim was make a
critical analyze of CLSI H3-A6 Procedures for the Collection of Diagnostic Blood Specimens by Venipuncture fo help the
phiebotomists and quality manager guarantee the patient safety. We contrast details from CLS! H3-A6 with up to date from
literature and conclude that the procedures related venipuncture needs little changes to guarantee the patient safety.
kKeywords: CLSIH3-A6, blood collection, diagnostic blood specimen, pre analytical phase, phiebotomy, phlebotomist

INTRODUGAO

A fase pré-analitica é responsavel por mais de
dois tercos de todos os erros atribuidos ao laboratério de
analises clinicas™, e ha apenas alguns procedimentos de
rotina para a detecgdo de ndo conformidades neste
dominio de atividades®®. Nesta fase, os procedimentos
que envolvem a flebotomia, fundamental para a obtengao
do espécime diagndstico sanguineo, s&o pouco
estudados no que diz respeito as principais fontes de
erros e os procedimentos relacionados ao processo de
gestdo da qualidade™. A coleta do espécime diagndstico
sanguineo para exames laboratoriais de rotina no Brasil
sao tradicionalmente realizados por técnicos, auxiliares
de enfermagem, técnicos de enfermagem e enfermeiros,
conhecidos internacionalmente como flebotomistas,
seguindo as orienta¢des do CLSI. Neste contexto, alguns
detalhes pré-analiticos e procedimentos sao criticos, tais
como: a) o tempo adequado de jejum antes da coleta de
sangue’; b) uso apropriado dos tubos de coleta a
vacuo™ e aditivos™"®; c) adequagdo da coleta do
sangue, armazenamento e centrifugagdo'®”; e d) estrita
conformidade com as recomendagées quanto ao tempo
de aplicagdo do torniquete™?'. Resultados laboratoriais
influenciam aproximadamente de 60% a 70% das
decisdes médicas?® e, portanto, pode afetar o diagndstico

e/ou o tratamento dos pacientes”. Nosso objetivo foi fazer uma
analise critica do CLSI H3-A6 Procedimentos para a coleta do
espécime diagnéstico sanguineo por puncdo venosa™ para
ajudar os flebotomistas e os gestores da qualidade dos
laboratorios de analises clinicas a garantir a seguranga dos
pacientes.

ANALISE CRITICA DO CLSI H3-A6

Desde 1977 o CLSI reconhece as fontes de erros
provenientes da fase pré analitica e trabalha para fornecer
informacgdes que possam auxiliar os profissionais a garantir a
qualidade da amostra biolégica, pois é impossivel fornecer
resultados confidveis a partir de amostras bioldgicas néo
conforme *.

A.CADEIRAPARACOLETA

A cadeira para coleta deve ser desenhada para
proporcionar o maximo conforto possivel e principalmente
garantir a seguranca do paciente no caso de evento adverso™,
como desmaio por exemplo. No item 6.1 do CLSI H3-A6 esta
claramente descrito que os bragos da cadeira devem ser
ajustaveis para proporcionar o posicionamento do brago e
antebraco adequado a pungdo. Infelizmente a realidade
brasileira ndo é esta. A maioria dos gestores preocupa-se
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apenas com o conforto e segurancga do paciente e adquirem em
seus laboratérios cadeiras ou poltronas com apoio para os
bragos fixo; esta situagdo muitas vezes pode induzir o
flebotomista a aplicar o torniquete por mais de um minuto para
“garantir’ o fluxo de sangue durante a coleta.

B.PROCEDIMENTO DE PUNGAO VENOSA

O procedimento para pungéo venosa descrito no CLSI
H3-A6 consiste nos seguintes passos:

a) Verificar a requisicdo de exames;
b) Realizar a identificacdo do paciente (conferir se o
paciente cadastrado é o paciente na sala de coleta) e
higienizar as maos;
c) Verificar se o paciente esta com o jejum adequado ao
exame solicitado e se 0 mesmo é alérgico ao latex, em
caso afirmativo, utilizar torniquete e luva livre de latex;
d) Separar o material necessario e apropriado para a
coleta dos exames solicitados;
e) Posicionar o paciente;
f) Aplicar o torniquete, selecionar o sitio de pungao e a veia
aserpuncionada;
g) Vestiras luvas;
h) Realizar a anti-sepsia do sitio de pungéo e aguardar o
anti-séptico volatilizar;
i) Realizar a pungéo venosa e quando iniciar o fluxo de
sangue solicitar ao paciente que abra a méo;
j) Completar os tubos de coleta respeitando a ordem
correta;
h) Soltar e remover o torniquete;
I) Posicionar uma gaze sobre o sitio de pungéo;
m) Remover a agulha e ativar o dispositivo de segurancga;
n) Aplicar presséo sobre o sitio de puncao até estancar o
sangramento para posterior aplicagéo do curativo;
o) Etiquetar os tubos e registrar o horario da coleta. Alguns
laboratérios identificam o flebotomista no tubo também.
p) Verificar se existe processamento especial para os
exames coletados;
q) Enviar os tubos identificados ao laboratorio.

B.1 ANALISANDO O PROCEDIMENTO DE
PUNGCAO VENOSA

B.1.1 Jejum

Uma grande parte dos laboratérios brasileiros
preocupa se apenas com a glicemia e o perfil lipidico quando se
refere a jejum. O item C, descrito acima, aborda este topico,
referente ao jejum adequado ao exame solicitado. LIPPI et al’
demonstraram a influéncia da alimentagdo nos exames
hematoldgicos de rotina (hemograma completo), para os quais
raramente solicita-se jejum. O gestor da qualidade de cada
laboratorio deve padronizar o tempo de jejum para cada tipo de
exame e ndo simplesmente adequar em funcéo da glicemia ou
perfil lipidico.

086

B.1.2 APLICAGAO DO TORNIQUETE

O torniquete pode ser definido como um instrumento
de compressdo, usado para obstruir temporariamente a
circulagdo sanguinea do brago e ante brago, por um
determinado tempo através da aplicagao de uma pressao local.
Esta pressao ao ser aplicada sobre a pele é transferida a parede
dos vasos causando uma oclusdo transitéria®. No caso do
laboratério de analises clinicas, a oclusédo venosa pelo
torniquete induz um aumento da pressao de filtragdo através
das paredes dos capilares. Liquido e compostos de baixo peso
molecular passam pelas paredes dos capilares abaixo do local
de aplicagéo do torniquete, produzindo hemoconcentrag&o™?.
O aumento na turgidez dos vasos sanguineos pelo acumulo de
sangue facilita sua identificacdo e pungédo subsequente. O
torniquete, também designado de garrote, pode ser classificado
em pneumatico e nao pneumatico. Os torniquetes ditos
pneumaticos séo constituidos de um manguito conectado a um
ducto, o qual permite infla-lo com gas ou ar comprimido®. No
Brasil o torniquete mais utilizado na coleta do espécime
diagndstico é o tipo ndo pneumatico, constituido de latex. Porém
o CLSI H3-A6, preconiza a utilizagdo dos torniquetes
pneumaticos pela facilidade de padronizagéo na pressao a ser
aplicada e preferencialmente livre de latex na sua composigéao.
O torniquete deve ser aplicado com uma distancia de
aproximadamente 7,5 cm acima do sitio de pungéo e deveria ser
apertado o suficiente para obstruir o fluxo venoso e ndo afetar o
fluxo arterial (ndo inflar mais que 40 mmHg)**. Em condicdes
fisiolégicas as concentragbes dos elementos que compde o
sangue sdao homogéneas em toda a extensdo do vaso. A
obstrucdo do fluxo sanguineo gerada pela aplicagdo do
torniquete produz hemoconcentracao pela estase venosa na
regidao do vaso afetada pela aplicagdo do torniquete
influenciando nos resultados laboratoriais'**'. A Figura 1 mostra
uma representagdo esquematica dos principais eventos
associados a hemoconcentragdo associada ao uso do
torniquete.

O item 8.6.1 do CLSI H3-A6 preconiza que a utilizagao
do torniquete ndo deve exceder 1 minuto devido a
hemoconcentragéo induzida pela estase venosa™. Na pratica
sabe-se que este tempo néo é respeitado por mais de 90% dos
profissionais que realizam coleta de sangue para fins
laboratoriais®. Podemos atribuir parte da responsabilidade por
esta ndo conformidade observada em relagdo ao tempo de
aplicagéo do torniquete para coleta de sangue ao proprio CLSI
H3-A6, pois se seguido o passo a passo do procedimento
descrito neste documento “f) Aplicar o torniquete, selecionar o
sitio de pungéo e a veia a ser puncionada; g) Vestir as luvas; h)
Realizar a anti-sepsia do sitio de pungdo e aguardar o anti-
séptico volatilizar; i) Realizar a pungdo venosa e quando iniciar o
fluxo de sangue solicitar ao paciente que abra a méo; j)
Completar os tubos de coleta respeitando a ordem correta; h)
Soltar e remover o torniquete;” certamente o tempo de aplicagcao
do torniquete sera superior ao tempo preconizado. O tempo de
aplicacéo do torniquete € um importante indicador a gestao da
qualidade laboratorial’. Recentes publicagdes demonstraram
que a aplicacéo do torniquete por mais de 30 segundos pode
alterar significativamente os resultados laboratoriais de rotina
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Figura 1. Representagdo esquematica do efeito da
estase venosa induzida pela aplicagao do torniquete em
constituintes do sangue

Elementos celulares como leucdcitos e eritrocitos,
macromoléculas como lipoproteinas, proteinas, compostos
associados as proteinas, moléculas de baixo peso molecular como
glicose e eletrolitos, tem difusdo do ambiente intracelular para o
intersticio em homeostasia (Figura 1-A). A aplicacédo do torniquete
obstrui o fluxo sanguineo criando um ambiente de estase venosa
(Figura 1-B) que promove hemoconcentragéo devido ao efluxo de
agua, ions difusiveis e moléculas de baixo peso molecular para o
intersticio. Ou seja, elementos de baixa massa molecular
difundem-se com a agua e reduzem suas concentragées no vaso e
compostos de alta massa molecular por ndo se difundirem
apresentam-se com maior concentragao relativa.

na hematologia® e coagulacdo®. Por quanto tempo o
profissional que realiza coleta em seu laboratério aplica o
torniquete? Se vocé é um laboratério acreditado pelo DICQ,
participantes do PNCQ ou sdécios da SBAC e n&do possui uma
resposta para esta pergunta, mas gostaria de implementar o
indicador de tempo de aplicagéo do torniquete, basta entrar em
contato conosco e solicitar a lista de verificagéo gratuitamente.

RBAC, vol. 43 (2): 085-088, 2011

B.1.3 CONSTRIGAO DO MUSCULO DOANTEBRAGO

O Item 8.6.4 do CLSI H3-A6 é extremamente claro
sobre a interferéncia da constrigdo do musculo do antebrago
“Cleanch”™*, movimento caracterizado pela atividade de abrir e
fechar a mao. No entanto, se o paciente for corretamente
orientado a simplesmente fechar a mao uma Unica vez este
procedimento ird auxiliar o flebotomista a selecionar o sitio e a
veia ser puncionada. A Figura 2 representa esquematicamente
as alteragdes nos resultados de potassio provocadas pela
constricdo do musculo do antebrago.

B.1.4 ORDEM DE PREENCHIMENTO DOS TUBOS

A ordem preconizada no item 8.10 do CLSI H3-A6 é a
descrita abaixo:

1. Frasco de hemocultura;

2. Tubo para exames de coagulacao;

3. Tubo que ao final da centrifugacéo ira fornecer soro (com
ou sem aditivo pro coagulante; com ou sem gel
separador);

4.Tubo heparinizado com ou sem gel separador;

5. Tubo com EDTA, este contendo ou n&o gel separador;

6. Tubo contendo inibidor glicolitico.

Esta sequéncia descrita ndo € nenhuma novidade,
uma vez que o CLSI H3-A6 é uma publicagdo de 2007 e
respeitados pesquisadores estdo chamando atengédo para a
seqiiéncia correta desde 1982* e apés a publicagdo do CLSI
H3-A5% (versao anterior do documento que estamos realizando
a anadlise critica) ja foram publicados outros estudos
relacionados a seqiiéncia de preenchimento dos tubos®,
técnica®” e influéncia do didmetro da agulha®. No entanto,
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Figura 2. Efeito do torniquete e contragao do musculo do
antebraco (clench) na potassemia.

A aplicagdo do torniquete durante a coleta (quadrados abertos)
aumenta a concentragao de potassio sérico quando comparado com a
coleta sem torniquete (circulos abertos). A contragdo do musculo do
antebraco (clench), associada ao torniquete, potencializa a elevagao do
potassio sérico, evidenciando o efeito destes elementos da fase pré-
analitica no resultado da potassemia. Adaptado de Kaplan e Pesce™.
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alguns fabricantes insistem em possuir uma sequéncia prépria
sem demonstrar fundamentagdo técnica. Lima-Oliveira et al’
desde 2009 incentiva os usuarios destas marcas comerciais a
solicitar dos fornecedores fundamentacdo técnica para a
orientagao de sequiéncia de coleta recebida divergente do CLSI.
Nés nesta anadlise critica incentivamos aos gestores da
qualidade que solicitaram esta fundamentagéo tedrica e nao
receberam a treinar seus colaboradores na seqiéncia
preconizada pelo CLSI mesmo que seja divergente do
fabricante.

CONCLUSAO

Em conclusao, a analise critica pontual do CLSI H3-A6
neste artigo demonstrou que pequenos detalhes previnem
grandes erros. Esperamos que este primeiro artigo de uma série
que fara a analise critica dos documentos do CLSI relacionados
a fase pré-analitica possa ajudar aos nossos colegas gestores
da qualidade, supervisores, coordenadores e colaboradores a
garantir a seguranga dos pacientes atendidos em seus servigos.
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Perfil Hematolégico e sorolégico dos pacientes suspeitos
de Dengue atendidos no Centro de Saude Escola

Germano Sinval Faria - ENSP/FIOCRUZ*
durante a epidemia de 2008 no Rio de Janeiro

Serological blood ﬁrofile of patients suspected of Den%ue attended in the
School Health Center Germano Sinval Faria - ENSP/FIOCRUZ*

during the epidemic of 2008 in Rio de Janeiro
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(RESUMO - No mundo atual, onde a globalizagdo e as mudangas climaticas nos obrigam a considerar novos temas\

ecolégicos, politicos, demograficos e sociais, ocupa um espago importante o problema das doengas emergentes e re-
emergentes, entre as quais a dengue se destaca por sua rapida extensdo e aumento da morbi-mortalidade. Adengue é uma
arbovirose mais freqiiente em todo mundo, é causada por um virus pertencente ao género Flavivirus, cuja transmisséo
ocorre através da picada do mosquito Aedes aegypti, ou através da transmissdo mecanica realizada pelo mesmo. A
infecg@o por dengue causa um doenga cujo espectro inclui desde infecgbes inaparentes até quadros de hemorragia e
choque, podendo evoluir para éxito letal. E uma doenga que apresenta um comprometimento clinico individual, contudo o
diagnostico se divide em especifico (isolamento e sorologia) e ndo-especifico (hemograma completo e plaquetometria). O
objetivo deste trabalho é expor o perfil hematoldgico e sorolégico que os pacientes suspeitos de dengue atendidos no
Laboratério de Diagnoéstico Ensino e Pesquisa apresentaram. Foi analisado o perfil de 1635 hemogramas e 610 sorologias.
Com esse estudo observamos que o indice de positividade entre criangas com idade entre 6 meses e 5 anos foi superior a
outras faixas etarias, atingindo um percentual de 23%.
Palavras-chave: Hemograma, Sorologia, Dengue.
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(SUMMARY - In today's world, where globalization and climate change require us to consider new ecological, political,
demographic and social characteristics, issue occupies an important area the issue of emerging diseases and re-emerging,
including dengue fever is marked by its Rapid expansion and increase of morbidity and mortality. Dengue is an arbovirus
most common worldwide. It is caused by a virus belonging to the genus Flavivirus, whose transmission occurs through the
bite of the Aedes aegypti mosquito, or by mechanical transmission by the same. The dengue infection causes a disease
whose spectrum includes since inapparent infections until bleeding and shock, can may evolve into lethal success. It is a
disease that presents a individual clinical consequences, but the diagnosis is divided into specific (isolation and serology)
and non-specific (complete blood count and plaquetometria). The aim is to expose the blood profile and serological that
patients suspected of dengue attended at Diagnostic Laboratory Teaching and Research showed. We analyzed the profile of
bilood and 610 serology 1635. With this study we observed that the rate of positivity among children aged 6 months and 5
years was higherthan other age groups, reaching a percentage of 23%.

\Keywords: Blood, Serology, Dengue. )

INTRODUGAO macrofagos e mondcitos. A penetragédo na célula do hospedeiro
é possivel por dois mecanismos: O envoltério viral pode fundir-

No mundo atual, onde a globalizagdo e as | se & membrana celular, com a deposicdo imediata do
mudancas climaticas nos obrigam a considerar novos | nycleocapsideo dentro do citoplasma; ou através da
temas ecologicos, politicos, demograficos e sociais, | invaginacdoda membrana plasmatica que forma endossomo ao
ocupa um espaco importante o problema das doengas | redor do virus, envolvendo-o. A transmiss&o se faz pela picada
emergentes e re-emergentes, entre as quais a dengue se do mosquito Aedes aegypti, principal vetor, no ciclo homem -

destaca por sua rapida extens&o e aumento da morbi- | Aedes aegypti - homem. Apds um repasto de sangue infectado,
mortalidade. As razGes para emergéncia e re-emergéncia | o mosquito fica apto a transmitir o virus, depois de 8 a 12 dias de
de patdgenos s&o variadas, e incluem desde alterages | incubac&o.Atransmissdo mecanicatambém & possivel, quando
ambientais até mutactes do agente. o repasto é interrompido e o mosquito, imediatamente, se

A dengue € uma arbovirose mais freqiiente em | glimenta num hospedeiro suscetivel proximo. N&o ha
todo o mundo, é causada por um virus pertencente ao | transmissdo por contato direto de um doente ou de suas
género Flavivirus da familia Flaviviridae, do qUal sao Secregées com uma pessoa sadia, nem de fontes de égua ou
reconhecidos quatro sorotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e alimento.

DEN-4. O virus se acopla as células suceptiveis que séo A infeccdo por dengue causa uma doenga cujo

Recebido em 10/02/2009
Aprovado em 28/02/2011
*Escola Nacional de Saude Publica/Fundagao Oswaldo Cruz
' Laboratério de Diagnodstico Ensino e Pesquisa

RBAC, vol. 43 (2): 089-092, 2011 089



espectro inclui desde infecgdes inaparentes até quadros de
hemorragia e choque, podendo evoluir para éxito letal.
Apresenta-se como dengue classica (DC), uma doencga
autolimitada, mas severa, semelhante a influenza, ou como
febre hemorragica da dengue ou dengue hemorragica (FHD)".

A dengue é uma doenga que apresenta um
comprometimento clinico individual, portanto & estabelecido
pelo Ministério da Saude um diagnéstico laboratorial que se
divide em especifico (isolamento e sorologia) e ndo-especifico
(hemograma completo e plaquetometria). Os exames
realizados para isolamento do virus constituem o método mais
especifico para determinagcdo do sorotipo responsavel pela
infecgao e os testes sorolégicos complementam tal isolamento.
O Hemograma Completo possibilita a obtengédo de todos os
pardmetros hematoldgicos, nos quais podemos citar:
leucometria global e suas subpopulagbes como basdfilo,
neutréfilo, mondcito, linfécito e eosindfilo, hematimetria,
hematdcrito, hemoglobina, volume corpuscular médio,
hemoglobina corpuscular média e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média. A plaquetometria constitui
uma avaliagdo a parte do hemograma completo, contudo por
conveniéncia é realizado e liberado mesmo quando ndo é
solicitado, pois atualmente a maioria dos laboratérios é dotada
de equipamentos automatizados que realizam tanto o
hemograma completo quanto a plaquetometria ao mesmo
tempo. Sao testes simples e imprescindiveis para um prévio
diagnostico e monitoramento da doenga, em geral os pacientes
portadores da dengue podem apresentar leucopenia, embora
possa haver leucocitose; linfocitose com atipia linfocitaria,
trombocitopenia que é revelada a partir da plaquetometria e
hemoconcentragdo, que é evidenciado pelo aumento do
hematdcrito'*°.

As primeiras epidemias de dengue foram registradas
em Jakarta na Ilha de Java, Alexandria e Cairo no Egitoem 1779
e Filadélfia no Estados Unidos em 1780. No Brasil, a partir de
1986 diversas epidemias da doenga vem assolando o territorio
nacional?.

Em 2008, o Rio de Janeiro passou por mais uma das
grandes epidemias de dengue no Brasil. O Laboratério de
Diagnéstico Ensino e Pesquisa do Centro de Saude Escola
Germano Sinval Faria da ENSP/FIOCRUZ atendeu
aproximadamente 2000 pacientes suspeitos de dengue,
levando em consideragao que este departamento da FIOCRUZ
é destinado a atengédo basica e atende prioritariamente a
populagédo do entorno de Manguinhos, e que neste momento
critico de epidemia expandiu a assisténcia estabelecendo
atendimento, ndo s6 a populagédo de Manguinhos, mas a todos
que procuravam pela instituicao.

O objetivo deste trabalho é expor o perfil hematoldgico
e soroldgico que esses pacientes apresentaram e esbogar o
aspecto epidemiologico, o que contribui para reflexdo e agdes
que visem medidas preventivas, evitando assim, a reincidéncia
epidémica, melhorando e garantindo a saude da populagéo.

MATERIAIS E METODOS

Foi analisado, retrospectivamente, o perfil de 1635

090

hemogramas dos pacientes suspeitos de dengue atendido no
Laboratério de Diagnéstico Ensino e Pesquisa do Centro de
Saude Escola Germano Sinval Faria — ENSP/FIOCRUZ* no
periodo de janeiro a maio de 2008 e desses 1635 pacientes
foram realizadas também 610 sorologias para dengue. As
amostras de sangue periférico foram coletadas em tubo com
EDTA para realizacdo do hemograma e tubo com gel e sem
anticoagulante para realizagéo da sorologia. Os hemogramas
foram realizados no equipamento automatizado Sysmex
Xs1000i, seguindo-se o procedimento do fabricante.
Simultaneamente realizamos controles internos fornecidos
pelos fabricantes do equipamento, controles externos que
fazem parte do Programa Nacional de Controle de Qualidade
(PNCQ) fornecido pela Sociedade Brasileira de Andlises
Clinicas (SBAC) e foi realizado também a hematoscopia de
todos os pacientes sendo as laminas foram coradas pelo
método de Wright. O principio da metodologia do equipamento
Sysmex Xs1000i baseia-se na impedancia elétrica e citometria
de fluxo por fluorescéncia. As sorologias para dengue foram
realizadas no laboratdrio de imunodiagndstico do Instituto de
Pesquisa Evandro Chagas da FIOCRUZ, o método utilizado foi
Enzimaimunoensaio (EIA). Visando o estudo dos resultados
laboratoriais relacionados com a idade, subdividimos a amostra
em trés grupos: idades de 6 meses a5 anos, 6 a 14 anose 15 a
91 anos, constituidos respectivamente por 202, 453 e 980
individuos. Os pacientes foram agrupados segundo
comparagdes estatisticas do perfil hematolégico e soroldgico
encontrados.

RESULTADOS

Foi analisado que 1635 pacientes suspeitos de dengue
realizaram hemograma e apenas 610 sorologia. O numero
absoluto de pacientes por més esta contido no Figura 1.

Para efeito deste trabalho subdividimos nossa analise
por faixas etarias, sendo assim, dos 1635 pacientes, 132 (12%)
tem idade entre 6 meses e 5 anos, 193 (28%) com idade entre 6
e 14 anos e 280 (60%) com idade entre 15 e 91 anos, como
mostra a Figura 2.

Esses pacientes apresentaram o perfil hematolégico e
soroldgico contidos nas Figuras 3,4 e 5, respectivamente.
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Figura 1: Distribuicdo mensal do nimero absoluto de pacientes
atendidos
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Figura 2: Distribuigdo percentual por faixa etaria dos pacientes
atendidos

Perfil Hematolégico e Sorolégico de pacientes com
idade entre 6 meses e 5 anos

58%

55%

30 positivo

102 negativo

M| Leucopenia,
Trombocitopenia,
Neutropenia,
Linfocitopenia, Atipia em
Linfocito

m Hemograma Normal

O Leucocitose,
Trombocitose, Neutrofilia,
Linfocitose, Atipia em
linfocito, Hemodiluigao

Figura 3: Distribuigdo analitica associando os pacientes com
sorologia positiva ou negativa ao perfil Hematolégico

Perfil Hematoloégico e Sorolégico de pacientes com
idade entre 6 e 14 anos

71%

-
13 indeterminado

48 positivo

132 negativo

m Leucopenia,
Trombocitopenia,
Neutropenia,
Linfocitopenia, Atipia em
Linfocito

m Hemograma Normal

O Leucocitose,
Trombocitose, Neutrofilia,
Linfocitose, Atipia em
linfécito, Hemodiluicao

Figura 4: Distribuicdo analitica associando os pacientes com
sorologia positiva ou negativa ao perfil Hematolégico.
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Perfil Hematolégico e Sorolégico de pacientes com
idade entre 15 e 91 anos

B 146 positivo 70%
0422 negativo

037 indeterminado 52%| |53%

48%
29%
20% 19%
9% 10%
0
Leucopenia, Hemograma Leucocitose,
Trombocitopenia, Normal Trombocitose,
Neutropenia, Neutrofilia,
Linfocitopenia, Linfocitose, Atipia
Atipia em Linfécito em linfécito,

Hemodiluicéo

Figura 5: Distribuicdo analitica associando os pacientes com
sorologia positiva ou negativa ao perfil Hematolégico.

Perfil Hematologico dos pacientes que nao realizaram

sorologia
53%
28%
19%
: ||
Leucopenia, Hemograma Leucocitose,
Trobocitopenia, Normal Trombocitopenia,

Neutropenia,
Linfocitopenia,
Atipia em Linfécito

Neutropenia,
Linfocitopenia,
Atipia em Linfécito,
Hemodiluicéo

Figura 6: Distribuicdo dos dados hematologicos dos pacientes
que nao realizaram sorologia.

Analisamos também o perfil hematoldgico dos
pacientes que nao realizaram sorologia, estes resultados estao
contidos na Figura 6.

Com esse estudo observamos que o indice de
positividade entre criangas com idade entre 6 meses e 5 anos foi
superior a outras faixas etarias, atingindo um percentual de 23%
das 132 sorologias realizadas. Em segundo lugar ficou os
individuos com idade entre 6 e 14 anos ou 24% de 193
sorologias, e em terceiro lugar com idade entre 15 € 91 anos que
apresentou 24% de amostras positivas de 280 realizadas. Neste
estudo bioestatistico foi observado também que em média
52,25% dos pacientes apresentaram hemograma normal, 28%
apresentaram leucopenia, trombocitopenia, neutropenia,
linfocitopenia, atipia em linfocito e hemoconcentragéo, 19,75%
apresentaram leucocitose, neutrofilia, linfocitose, atipia em
linfécito e hemodiluigéo.
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DISCUSSAO

E classico que formas assintomaticas ou
oligossintomaticas de dengue ocorram mais em criangas®’.
Entretanto as criangas com diagnéstico sorolégico confirmado
de infecgdo pelo virus da dengue poderia ndo ser
diagnosticadas caso fossem considerados somente os critérios
do Ministério da Saude. Com esse estudo observamos que
criangas com idade entre 5 meses e 6 anos apresentaram um
indice de positividade superior a outras faixas etarias, além
disso, 55% apresentaram Hemograma normal, e isso denuncia
o desafio do diagnoéstico da dengue em criangas. Com esse
exame complementar é possivel aumentar a sensibilidade para
o diagndstico, portanto é necessario que este esteja aliado aos
sinais e sintomas clinicos.

Neste trabalho podemos observar claramente a
dindmica entre os parametros hematolégicos e o perfil
sorologico que esses pacientes apresentaram, ou seja, dos
pacientes portadores de dados hematolégicos tipicamente
encontrados em pacientes com dengue, 19% apresentou
sorologia negativa, e isso esclarece a possibilidade de um falso
negativo, que pode ter ocorrido pelo simples fato de a coleta de
sangue nao ter sido realizada exatamente no periodo
compreendido em que se obtém as maiores concentragdes de
imunoglobulinas’; ou simplesmente este grupo pode ter sido
infectado por patégenos que podem desencadear as mesmas
alteragbes hematoldgicas. Em contrapartida tivemos 52,25%
com hemograma normal e que revelou sorologia positiva, a
justificativa para este fato contraditério estda em alguns
individuos, apesar de terem sido infectados com o virus da
dengue, possuirem capacidade de resposta fisiopatoldgica
moderada. Nesse estudo constatamos também que 19% dos
pacientes apresentaram sorologia positiva, porém um quadro
hematoldgico totalmente atipico para dengue, mas compativel
com outras patologias. Neste grupo podemos citar
hipoteticamente a presenca de outras infecgdes associadas,
que consequentemente exacerbou a resposta fisiopatologica
ndo especificamente apenas para infecgdo pelo virus da
dengue.
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E fato que durante a epidemia, o diagnéstico clinico
estava muito limitado ao hematdcrito e plaquetometria,
parametros hematolégicos importantissimo para o
monitoramento clinico. Contudo este estudo evidenciou que
apenas 28% apresentaram trombocitopenia e
hemoconcentragéo, alteragdo mais esperada em pacientes
acometido pela dengue. Assim podemos ressaltar uma
contradicao, pois de todos os pacientes que revelaram sorologia
positiva para dengue, 52,25% tiveram hemograma normal. Isso
nos leva a concluir que esta avaliagdo hematoldgica é de
extrema importancia apenas para o acompanhamento clinico e
um prévio diagnodstico. Além disso, cabe ressaltar que os
parametros hematoldgicos sao avaliados de acordo com uma
referéncia laboratorial tabelada, embora cada individuo possua
sua referéncia clinica individual, devido a isso € necessario que
os clinicos recorram aos hemogramas de cada individuo
realizados anteriormente em avaliagdes periddicas.
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Avaliacao da Susceptibilidade a Antifungicos de
Diferentes Espécies de Leveduras Candida
Isoladas de Mucosa Bucal e Pele
Evaluation of Antifungal Susceptibility of Different Species of Candida
Yeast Isolated from Buccal Mucosa and Skin

Volmir Pitt Benedetti'; Gheniffer Fornari?; Nathalia Rasti Schervinski?

N

(RESUMO - A variabilidade das diferentes espécies de Candida sp, juntamente com as distintas respostas as formas de
tratamento, desenvolveram a necessidade da utilizagdo de diferentes métodos diagndsticos e esquemas terapéuticos.
Entre as leveduras deste grupo, a Candida albicans € um dos patégenos mais comuns envolvidos nas candidiases
mucocutaneas e da orofaringe, porém as espécies nao albicans ttm aumentado em nimero e em importancia devido ao
acréscimo do perfil de resisténcia aos antifungicos. A resisténcia da Candida albicans e das espécies nao albicans ao
fluconazol e outros derivados azoélicos € descrito na literatura com freqiéncia, o que torna importante a realizacao de testes
de susceptibilidade. Neste contexto esta pesquisa tem como objetivo determinar o perfil de susceptibilidade das leveduras
Candida em diferentes sitios anatémicos. As leveduras isoladas da mucosa bucal e de pele foram semeadas em
CHROMagar Candida, incubadas por 48 horas, a 35°C sendo posteriormente identificadas e avaliado in vitro o perfil de
susceptibilidade utilizando o método da macrodiluicdo. Entre as 25 amostras analisadas, verificou-se um perfil de
resisténcia maior ao fluconazol em comparagéo ao cetoconazol, sendo que 44% dos isolados de boca e 50% de pele
mostraram-se resistentes ao fluconazol.

Q’alavras-chave: Candida sp, resisténcia, antifungicos, susceptibilidade. )

(SUMMARY- The variability of the different species of Candida sp, together with the distinct responses to treatment, elicited\
the need of using different diagnostic methods and therapeutic programs. Among the yeast of this group, Candida albicans is
one of the most common pathogens involved in muco-cutaneous and oropharingeal candidiases, but the non-albicans
species have increased in number and importance due to antifungal resistance. The resistance of Candida albicans and the
non-albicans species to fluconazole and other azolic derivatives is frequently reported, which makes susceptibility tests
important. Within this scope, this research has the purpose of determining the susceptibility profile of Candida yeast from
different anatomical sites. The yeast cells isolated from buccal mucosa and skin were seeded in CHROMagar Candida,
incubated for 48 hours at 35°C; later, they were identified and the susceptibility profile was assessed in vitro using the
macrodilution method. Of the 25 samples analyzed, a higher profile of resistance to fluconazole compared to ketoconazole
was noticed, where 44% of the buccal and 50% of the skin isolates were resistant to fluconazole.

{(eywords: Candida sp, resistance, antifungals, susceptibility )

INTRODUGAO freqUuentemente associadas como agentes patologicos em
humanos, estao Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis,
C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae, C. guilllermonii, e C. kefyr.
Sendo que C. albicans é uma espécie habitual do trato
gastrintestinal, genital e cutdnea dos seres humanos, a C.
tropicalis que apresenta alta prevaléncia em casos de
candidemia no Brasil e no mundo e, finalmente, a C. glabrata

associada tanto em casos de candidemia em pacientes mais

A candidiase, principal infecgdo fungica
oportunista do ser humano, provocada por leveduras do
género Candida, que fazem parte da microbiota do corpo
humano. Essa infecgao expressa muito a variedade de
relagcdes que ocorrem entre o hospedeiro e a microbiota
autéctone, podendo ir do comensalismo a doencga

sistémica fatal'.

Algumas caracteristicas das leveduras do
género Candida justificam o seu alto poder patogénico,
como a capacidade deste microrganismo crescer em
37°C, formagéo de hifas e pseudo-hifas, manifestacdes
alérgicas, agdo de mananas, que podem provocar a
depressao da imunidade celular, e produgao de lipases e
proteinases®'.

Dentre as leveduras do género Candida, mais

idosos quanto em casos de candiduria, além disso, esta ultima é
frequentemente citada por apresentar resisténcia a terapéutica
pelo fluconazol, sendo este grupo comumente transmitido por
fatores endogenos®® ™ ">,

As manifestac¢des clinicas da candidiase apresentam
grande diversidade de quadros, podendo ser divididas em trés
grupos: mucocutanea, cutanea e sistémica. Na candidiase
mucocutanea, os tecidos mais atingidos sdo os da mucosa oral
e vaginal, sendo que a forma oral pode subdividir-se em cinco
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apresentacdes distintas: pseudomenbranosa, atréfica aguda,
hiperplasica cronica, quelite angular e lingua negra  pilosa™'™®
20,22

O tratamento das infecgdes causadas por  Candida
sp ¢ limitado a um numero de agentes antifungicos, o que inclui
poliénicos como a nistatina e anfotericina B; azdlicos, entre eles
o cetoconazol, itraconazol e fluconazol; e derivados azdlicos
recentes, como o voriconazol e o posaconazol'**%,

Na literatura, ha crescentes relatos de leveduras
resistentes aos antifungicos, segundo alguns autores, as
espécies de Candida nao albicans, tém apresentado um
aumento expressivo na resisténcia a algumas destas drogas,
como no caso do fluconazol, destacando-se principalmente a C.
glabrata e C. krusei. Sendo que as principais causas desta falha
terapéutica incluem doses inadequadas, o freqliente uso na
clinica médica, a distribuigdo ou metabolismo deficiente, as
interacbes medicamentosas, pacientes com neutropenia grave,
tornando clara a raz&o da crescente importancia dos testes de
susceptibilidade™*?.

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo
determinar o perfil de susceptibilidade aos antifungicos de
leveduras do género Candida isoladas da mucosa bucal e de
pele.

MATERIAL E METODO

No presente trabalho, analisou-se 25 amostras de
leveduras isoladas a partir de escamas de pele e da mucosa
bucal de criangas. No processo de identificagdo das leveduras
empregou-se o meio CHROMagar Candida, em incubagéo por
48 horas a 35° C. Para avaliar a susceptibilidade in vitro das
espeécies de leveduras realizou-se a metodologia de
macrodiluicdo em tubo, segundo o protocolo M27-A3 do Clinical
and Laboratory Standards Institute®".

O preparo das drogas variou de acordo com suas
diferentes concentragdes; o fluconazol apresentou
concentragdes variando entre 5 a 640 ug/ml e o cetoconazol
entre 0,625 a 80 pg/ml. Preparou-se um indculo de leveduras a
serem testadas, utilizando o meio de RPMI-1640 (previamente
diluidas e ajustadas para que o numero de células fique entre
0,5 a 2,5 x102 por mL). Apos o preparo de todas as respectivas
diluicdes das drogas, colocou-se o inéculo na sequéncia de
tubos de cada um dos antifungicos testados. Utilizaram-se
testes controles positivos e negativos, com incubacgao dos tubos

a 35°C por 48h. A leitura foi efetuada através do tubo-controle
positivo e comparando-o visualmente ao crescimento verificado
nos tubos referente a diferentes concentragbes do antifungico
testadas.

A CIM (Concentragéo Inibitéria Minima) foi definida
como a menor concentragdo de antifingico que é capaz de
impedir qualquer crescimento visivel, em comparagdo com o
controle do crescimento positivo (sem o antifungico). Os
critérios adotados para o conceito de resisténcia e sensibilidade
as drogas testadas foram baseados segundo CLSI (2008), o
qual determina que a levedura sera sensivel se houver a
inibicdo do crescimento em uma concentracdo de cetoconazol
abaixo de 8 pg/ml e resistente acima de 16 pg/ml. Ja para o
fluconazol foi considerado sensivel para concentragdo menor
que 8 ug/ml e resistente para maior que 64 pg/ml .

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da analise de 25 amostras, onde 64% eram de
origem bucal e 36% de pele dos espacos interpododacitilar,
sendo que 40% eram C. glabrata, 36% eram C. tropicalis e 24%
eram C. albicans. Neste estudo, o perfil de sensibilidade
total apresentou-se mais alto para o cetoconazol em 60% das
amostras e 48% para o fluconazol, sendo que o percentual de
isolados resistentes para fluconazol foi de 24% das amostras
analisadas, enquanto que para o cetoconazol este valor foi de
4%. Estes resultados se assemelham aos obtidos por
Favalessa et al.,” que estudou o perfil de susceptibilidade a
drogas antifungicas de leveduras do género Candida de
pacientes HIV positivo, verificando que dentre as 30 amostras
isoladas, 20% eram resistentes ao cetoconazol e 40% eram
resistentes ao fluconazol. Em ambos os estudos, o fluconazol
apresentou os maiores perfis de resisténcia.

A variagao da concentragéo inibitéria minima de cada
antifungico testado é apresentada na tabela abaixo.

Neste estudo, observou-se uma variagéo no perfil de
susceptibilidade entre os antifungicos testados, pois os valores
de CIM foram maiores para o fluconazol. Na pesquisa
desenvolvida por Costa et al.,” onde se avaliou o perfil de
susceptibilidade antifungica de leveduras Candida sp a partir de
pacientes com cancer, constatou-se que o fluconazol foi o
antifungico azdlico que respondeu a concentragdes mais
elevadas. Perfil semelhante foi relatado por Lima et al.”’, em
isolados de onicomicose de paciente HIV positivo, onde as

Tabela 1 - Distribuicdo dos isolados de Candida sp conforme a concentragéo inibitéria minima dos dois antifungicos analisados

Susceptibilidade
Sitio Cetoconazol (ug/mL) Fluconazol (pug/mL)
Anatémico
0625|125 |3 |5 (10|20 |40 (80| 5 |10 |20 |40 | 80 | 160 | 320 | 640
Pele 7 - -] - - 1 - 15| - - - - - - 4
Cavidade
oral 9 - SO R IR I I N A A O T R I - - 8
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espécies de Candida isoladas em escamas ungueais
apresentaram maior resisténcia ao fluconazol. Contudo, relatos
da resisténcia de leveduras ao cetoconazol sdo cada vez mais
freqiientes na literatura®.

O perfil de susceptibilidade de cada espécie de
levedura testada, considerando os parametros sensivel,
intermediario e resistente, frente a cada antifingico analisado,
estarelatado na tabela abaixo.

O maior perfil de resisténcia nas amostras ao
fluconazol ocorreu entre as leveduras da espécie C. albicans
(67%). Ja para o cetoconazol, C. albicans foi a espécie que
apresentou maior indice de sensibilidade (83%), sendo que a C.
glabrata foi Unica espécie a apresentar 10% das amostras com
sensibilidade intermediaria (dose-dependente) para os dois
antifungicos testados. Analisando os valores de sensibilidade
das leveduras da espécie C. fropicalis, observou-se que os
indices de resisténcia mantiveram-se iguais (44%) para ambos
os antifungicos testados testados. Ja no trabalho desenvolvido
por Vieira et al.,” que investigou a susceptibilidade da diferentes
amostras de Candida albicans isoladas da mucosa bucal de
criangas portadoras da Sindrome de Down, todas as amostras
destaleveduraforam
sensiveis ao fluconazol. Contudo, no estudo realizado por
Franga et al.,”” que investigou 51 isolados de Candida sp,
verificou-se que trés isolados de Candida glabrata e um de
Candida krusei apresentaram suscetibilidade intermediaria
(dose-dependente) ao fluconazol.

Assim sendo, é necessario que as linhagens
causadoras de candidose sejam identificadas em nivel de
espécies, juntamente com a determinacdo do perfil de
susceptibilidade, devido a existéncia de cepas intrinsecamente
resistente aos antifungicos azdlicos, em especial ao fluconazol,
porque embora a susceptibilidade aos antifungicos das
leveduras deste género seja previsivel, nem sempre uma
determinada amostra isolada segue o padréo geral'.

Tabela 2 - Numero de isolados das diferentes espécies de
Candida sp considerados sensiveis, intermediarios e resistentes

Susceptibilidade
. Fluconazol Cetoconazol

Espécies
Fungicas

S % SDD% | R% | S% | SDD % | R%
C. albicans 33 - 67 83 - 17
C. glabrata 50 10 40 80 10 10
C. tropicalis 56 - 44 56 - 44

S: Sensivel

SDD: Sensivel Dose-dependente
R: Resistente

RBAC, vol. 43 (2): 093-095, 2011

CONCLUSAO

Foi possivel observar neste estudo que a Candida
albicans, foi a espécie das leveduras analisadas que
apresentou os maiores indices de resisténcia aos antifungicos
testados, e que “in vitro” o Fluconazol em comparagdo com o
Cetoconazol apresentou maior perfil de resisténcia.

COMITE DE ETICA

O projeto intitulado de “AVALIACAO DA
SUSCEPTIBILIDADE AANTIFUNGICOS DE DIFERENTES ESPECIES
DE LEVEDURAS CANDIDA ISOLADAS DE MUCOSABUCAL E PELE”
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos (CEPEH), da Universidade Paranaense - UNIPAR, sob o
protocolo 13902.
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Infeccao Urinaria em Gestantes: Perfil de Sensibilidade
dos Agentes Etiologicos de Gestantes Atendidas pelo
SUS na Cidade de Palmas - PR*

Urinary Infection in Pregnants: Susceptibility Profile of Etiological Agents
in Pregnants Followed by SUS in the City of Palmas - PR

Anne Caroline Pereira® ; Jardel C. Bordignon?

(RESUMO - Objetivo: determinar o perfil de sensibilidade dos agentes etioldgicos de infecgdo do trato urinario (ITU) em\
gestantes atendidas pelo SUS, na cidade de Palmas- PR, para tragar perfil epidemioldgico e diretrizes terapéuticas.
Métodos: Foram avaliadas amostras urinarias de 203 gestantes no periodo de setembro de 2007 a janeiro de 2008. Nas
culturas positivas, foi realizada a identificagao e o antibiograma. Este ultimo foi realizado por disco- difusédo (Kirby e Bauer)
seguindo as diretrizes do CLSI2007.
Resultados: Das amostras analisadas, 17 (8,4%) foram positivas. Os agentes isolados foram a Escherichia coli (82,3%);
Streptococcus agalactiae (11,7%) e Staphylococcus saprophyticus (5,9%). Dos antibidticos testados e que podem ser
administrados durante a gestacao, as cefalosporinas, a fosfomicina e a nitrofurantoina foram os que apresentaram melhor
eficacia frente aos uropatégenos isolados.
Conclusao: Os resultados obtidos estao alinhados com a literatura consultada e servem de base para a determinagao de
terapia empirica destas pacientes, quando for necessario.

KPalavras-chave: infeccao urinaria; gestagao; perfil de sensibilidade. )

(SUMMARY - Objective: to determine the susceptibility profile of etiological agents of UTI in pregnant women by followed\
Public Healt System in the city of Palmas- PR, to draw epideological profile and treatment guidelines.
Methods: 203 urinary samples of pregnant women were evaluated between September 2007 and January 2008. Positive
urinary cultures were submitted to bacterial identification and antibiotic susceptibility testing. The latter was performed by
disky- diffusion method (Kirby and Bauer), following the guidelines of the CLSI 2007.
Results: Of the samples analyzed, 17 (8,4%) were positive. The agents isolated were Escherichia coli (82,3%),
Streptococcus agalactiae (11,7%) and Staphylococcus saprophyticus (5,9%). The antibiotics that were tested and wich can
be administred during pregnancy, the cephalosporins, fosfomycin and nitrofurantoin were effective against the uropatogens
isolated.
Conclusion: The results are alignes with literature data and can be used as the basis for standardizing the empirical
treatment when itis necessary.

KKeywords: urinary tract infection; pregnancy; suscepitibility profile. Y,

INTRODUCAO sintomaticas da infeccdo™. Além disso, neste periodo a urina é

mais rica em nutrientes e vitaminas, o que propicia
um meio de cultura mais rico, favorecendo o crescimento
bacteriano”. O quadro clinico, ent&o, se torna sugestivo devido
a sintomas como disuria, polacitria, dor lombar e/ou supra-
pUbica, urgéncia miccional, urina turva e/ou avermelhada®. A
ITU é a terceira intercorréncia clinica mais comum na gestagao,
acometendo de 10 a 12 % das gestantes"” e deve ser tratada
para que ocorra uma supressao do microrganismo causador da
infeccdo e para prevenir casos recorrentes’™.

Complicagdes maternas e perinatais sdo associadas a
ITU™. Dentre elas destacam-se o trabalho de parto pré-termo,
ruptura prematura de membranas amnidticas, restricdo de
crescimento intra-uterino, recém-nascidos de baixo peso,
retardo mental, paralisia cerebral e dbito perinatal*'’. Portanto, o
diagnostico precoce seguido de terapéutica adequada e
imediata é imprescindivel para evitar o comprometimento do
progndstico materno e gestacional .

Recebido em 28/07/2009
Aprovado em 18/02/2011
*UNICS - Centro Universitario Catolico do Sudoeste do Parana
" Académica do curso de Farmacia do UNICS
2 Professor em Microbiologia Basica, Microbiologia Clinica e Micologia Clinica do UNICS

Ainfecgao do trato urinario (ITU) € uma patologia
freqliente, que ocorre em todas as idades e acomete
principalmente mulheres"**°. A maior incidéncia neste
grupo, se deve a maior predisposi¢do para apresentarem
infecgbes deste tipo por razdes especificas em cada
periodo de vida®. A ITU é definida como a invaséo
microbiana de qualquer érgéao do trato urinario desde a
uretra até os rins e pode ser classificada em cistite
(quando a bactéria se adere a bexiga), pielonefrite
(acomete os rins), bacteriuria de baixa contagem (quadro
de ITU precoce) e bacteritria assintomatica’.

Durante anos a gravidez foi vista como um fator
predisponente a todas as formas de ITU. O que ocorre é
que no periodo gestacional fatores mecanicos e
hormonais contribuem para provocar mudangas no trato
urinario materno, tornando-o mais susceptivel as formas
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Uma preocupacao adicional aos profissionais de
saude responsaveis pelo acompanhamento pré-natal é que,
além da incidéncia aumentada entre gravidas, é justamente
nesse periodo que arsenal terapéutico e as possibilidades
profilaticas s&o restritos™. A prescrigdo de antimicrobianos
durante a gestagéo é freqliente, mesmo sabendo que quase
todos esses medicamentos atravessarem a placenta, com
intensidades diferentes, e tém potencial para proporcionar a
cura da infecgdo e para causar efeitos adversos no feto. Ainda
assim, ha conhecimento suficiente para que os médicos atuem
dentro de limites seguros, utilizando esses agentes depois de
fazer uma rigorosa avaliagdo de risco/beneficio’. Nesse
contexto, € de extrema importancia ter conhecimento do
microrganismo, das suas caracteristicas epidemiolégicas e da
sua susceptibilidade a antimicrobianos, ja que esses dados sao
essenciais para a eficacia do tratamento e para dificultar o
surgimento de resisténcia bacteriana’.

O diagndstico da ITU é sempre feito com bases
clinicas e laboratoriais®, sendo os mais usados um método
qualitativo e um quantitativo. O primeiro é realizado através de
fitas que sofrem uma reagéo colorimétrica e séo especialmente
uteis na triagem de casos agudos de ITU, ja que detectam
esterase leucocitaria e atividade redutora de nitrato’, o que
representa a presenca de alguns tipos de bactérias. O método
quantitativo € a urocultura e é o exame mais importante no
diagnostico da ITU®, usado como exame confirmatdrio da
infecgao®. Ele indica a ocorréncia de multiplicagao bacteriana no
trato urinario e também permite o isolamento do agente
etiolégico, assim como o estudo de sua sensibilidade a
antimicrobianos®®®.

O teste de sensibilidade a antimicrobianos, ou
antibiograma, esta indicado somente para microrganismos cujo
padrao de sensibilidade nao é previsivel e para aqueles que séo
isolados de um sitio anatémico estéril. Este teste avalia o
padrdao de resposta da bactéria diante de concentragbes
preestabelecidas de antibioticos, correlacionados com niveis
séricos atingidos ap6s doses usuais em pacientes normais. Ele
reflete duas variaveis: a bactéria e a droga, sem levar em
consideragdo outros aspectos clinicos que acompanham a
infecgao, portanto seu resultado deve ser avaliado pelo médico.
O antibiograma pode ser realizado de acordo com dois
métodos: disco difus&o e concentracgéo inibitéria minima (MIC).
O primeiro € um método qualitativo e fornece resultados em
categorias definidas como sensivel, intermediério e resistente™,
0 que norteia o médico quanto ao uso de um antibiético
adequado para o tipo de infecgdo que o microrganismo esta
causando. O método de MIC reflete a menor concentragédo do
antibiético que inibe o crescimento bacteriano e podem ser
utilizados equipamentos automaticos'. Devido ao custo, o
primeiro método é o mais utilizado. Quanto a selegdo dos
antimicrobianos que serdo utilizados, o labortério deve
selecionar painéis especificos para cada microrganismo,
baseado em padronizagdo. Este é determinada por comités
internacionais de padronizagao, cada um com particularidades
que refletem as caracteristicas das cepas estudadas em seus
paises de origem. No Brasil, a maioria dos laboratérios utiliza o
manual do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
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que anualmente publica recomendagbes e atualizagbes de
técnicas analiticas e pds- analiticas para melhor adequar a
interpretagéo do antibiograma. Os resultados gerados por este
teste sdo uteis na orientagdo de terapéuticas antimicrobianas
empiricas locais™.

Outro exame que auxilia no diagnéstico é a coloragéo
de Gram, um método bastante simples que localiza os
resultados quanto a presenga bactérias negativas-Gram ou
positivas-Gram.

Este trabalho teve como objetivo determinar o perfil de
sensibilidade dos agentes etiolégicos de ITU em gestantes
atendidas pelo SUS em Palmas-PR, para tragar um perfil
epidemioldgico, assim como nortear um tratamento empirico
apaciente se for necessario.

MATERIAIS E METODOS

No periodo de setembro de 2007 a janeiro de 2008
foram estudadas, amostras urinarias de 203 gestantes de todas
as idades gestacionais, que eram encaminhadas ao Laboratério
Aldes de Analises Clinicas pela unidade de saude central, por
ocasiao de exames do pré- natal.

As gestantes foram esclarecidas quanto a realizagao
do estudo e assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido. Também foram instruidas quanto a forma correta
da coleta da amostra: higiene perineal, urina de jato médio,
transporte imediato ao laboratério ou refrigeragdo por no
maximo 24 horas entre 2e 8° C".

Ao chegar ao laboratério, as amostras foram
submetidas a realizagéo da cultura e incubadas a 35° C por 24
horas. Depois, foi realizado o exame parcial de urina, através de
teste colorimétrico com fitas reagentes. Entéo, as urinas foram
centrifugadas a 1.600 RPM por cinco minutos, para ser obtido o
sedimento urinario, o qual seria levado ao microscopio e
observado. Da mesma amostra centrifugada, pegou-se uma
pequena porgao para realizagao da coloragéo de Gram.

As culturas foram analisadas quanto ao crescimento
de microrganismos, ap6s 24 horas de incubagdo. Foram
consideradas positivas as amostras que apresentaram
crescimento de 100.000 UFC/ mL ou acima de 10.000 UFC/ mL
com sintomatologia®. Os patégenos foram identificados de
acordo com as metodologias preconizadas pela literatura.
Depois de identificado o tipo de microrganismo, foi realizado o
antibiograma, também especifico para cada grupo de bactérias.
Apreparagao da suspensao, escolha dos meios de cultura e dos
antibioticos a serem testados, atmofera e tempo de incubagéo
foram realizados de acordo com a publicacdo do CLSI 20077,

RESULTADOS

Dentre as 203 gestantes estudadas, 17 apresentaram
positividade de crescimento bacteriano, ou seja, 8,4% do total.
Dos casos positivos, a E. coli foi identificada como uropatdgeno
em 82,3%; em 11,7% das gestantes infectadas foi identificado o
Streptococcus agalactiae (grupo “B” de Lancefield) e em 5,9% dos
casos identificou-se Staphylococcus saprophyticus.

Quanto a sensibilidade, os resultados estéo descritos
natabela 1.
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Tabela 1: Perfil de sensibilidade dos uropatégenos

NA NA

Ac. Nalidixico 86
Amicacina 100 100 NA
Amoxicilina 57 100 100
'Amoxicilina+ 100 100 100

Ac. Clavulanico
Ampicilina 57 100 100
Aztreonam 100 100 100
Cefaclor 93 100 100
Cefalexina 93 100 100
Cefalotina 93 100 100
Ceftazidima 100 100 100
Cefotaxima 100 100 100
Ceftriaxona 100 100 100
Cefoxitina 100 NA 100
Ciprofloxacino 93 100 100
Fosfomicina 100 100 100
Gentamicina 100 100 NA
Imipenem 100 NA NA
Levofloxacino 100 100 100
Nitrofurantoina 100 100 100
Norfloxacino 93 100 100
Penicilina NA 100 100
Sulfametoxazol+ 57 100 50
trimetroprim
DISCUSSAO

Segundo os estudos, até 10 % das gestantes
apresentam alguma forma de ITU*™". Sendo assim, o
percentual de 8,4 % de positividade esta dentro das estatisticas
do pais. A prevaléncia de E. coli (82,3 % dos casos) como
uropatdgeno era esperada, ja que é descrita por varios autores
como o principal causador de ITU, sendo responsavel por até 90
% dos casos**™'"" O isolamento de Staphylococcus
saprophyticus ocorre entre 5 e 15 % dos casos de ITU,
principalmente em mulheres jovens™. E importante ressaltar a
presenga de Streptococcus agalactiae  (grupo “B” de
Lancefield), que frequentemente coloniza o trato genital
feminino de forma assintomatica. As conseqléncias
relacionadas com a presenca de infecgdo por esse grupo de
bactérias incluem infecgdo urinaria, infecgdo intrauterina,
ruptura prematura das membranas, paro prematuro e
endometriose pos-parto. A infeccao por estreptococo do gripo B
é uma causa comum de sepse neonatal”, o que torna ainda
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mais importante o diagndstico precoce, para que o tratamento
seja feito o mais rapido possivel. Apresenga dessas espécies de
Staphylococcus e Streptococcus também é compativel com a
literatura"".

Entre os antibidticos testados, os que sdo mais
seguros para uso na gestagao e que apresentam bom perfil de
sensibilidade foram as cefalosporinas, a fosfomicina e a
nirofurantoina, sendo que o ultimo deve ser utilizado com
cautela no final da gravidez”'. As cefalosporinas, principalmente
as de primeira geragéo (cefalexina), tém sido utilizadas como
antibiético de primeira escolha no tratamento de infecgdes do
trato urinario; entretanto, ndo existem estudos adequados e
bem controlados feitos com gestantes’® que comprovem a
seguranga do tratamento. A cefalexina age interferindo na
sintese de peptideoglicanos tanto de bactérias Gram-positivas
quanto de Gram-negativas. Apos a sua absorgao, exibe ampla
distribuicdo pelo corpo e é excretada, em boa parte, pelos rins®,
o que justifica sua eficacia em infecgdes urinarias.

Vale destacar a atividade da fosfomicina (Monuril®),
que é um agente bactericida, com um 6timo espectro de agéo, ja
que age tanto contra bactérias Gram-negativas quanto contra
Gram-positivas®. Atua bloqueando a primeira etapa da sintese
de peptideoglicanos™" além de possuir a propriedade de
diminuir a aderéncia ao urotélio, tanto de bactérias sensiveis
quanto de resistentes'®"”. A fosfomicina ndo é associada a
efeitos teratogénicos’, podendo, portanto, ser administrada
durante a gestagao. A resisténcia a esse agente pode ocorrer
devido a produgédo de uma enzima constitutiva (fosfomicina-
glutation-S tranferase) que inativa o antibiético ou por alteracéo
na permeabilidade da membrana celular e modificacdo
enzimética do antibiético”, porém, na clinica, isso nao ocorre
com frequencia'. Essa baixa resisténcia pode ser explicada
pelas altas concentragbes que o antimicrobiano alcanga na
urina”, ja que um tergo da dose PE eliminada na forma
biologicamente ativa'®. A posologia usual é dose Unica, ou no
maximo trés doses, sendo cada dose de 3 g. Seu uso é bastante
difundido em paises como Franca, Espanha, Alemanha e EUA".

Outros agentes como amoxicilina, ampicilina e
sulfametoxazol-trimetoprim, também podem ser administrados
durante a gestacao, porém apresentaram um elevado indice de
resisténcia (43%) para as cepas testadas, o que nido os
caracteriza como um bom antimicrobiano de escolha para o
tratamento. O uso racional de antibiéticos, respeitando o tempo
de tratamento, o reconhecimento dos agentes e seus
respectivos perfis de sensibilidade na comunidade (em
pacientes gestantes ou nédo) sdo fundamentais para evitar a
ocorréncia de resisténcia’. Deve-se ressaltar que a escolha de
um antimicrobiano deve levar em conta, além da sensibilidade
das bactérias, a facilidade de obtengado pelo paciente, a sua
tolerabilidade, a comodidade do esquema posoldgico, o custo e
atoxicidade do medicamento®.

Um estudo feito na cidade de Novo Hamburgo-RS",
com gestantes, mostrou que 16% das amostras de urina foram
positivas para ITU. Sendo que, das positivas, 76 % tinham E. coli
como uropatégeno, e 6% S. saprophyticus. Em Curitiba, o
estudo realizado em 2006%, entre as pacientes gestantes que
participaram do estudo, 16,28% tiveram o diagnéstico de ITU.
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Nesse estudo, a E. coli apareceu em 63,64% das amostras. A
sensibilidade das cepas de E. coli de um estudo feito na cidade
de Ponta Grossa-PR®, foi de 37,9% a ampicilina, 77,2% a
cefalotina e 93% ao ciprofloxacino, sendo estes resultados
semelhantes ao presente estudo. Um outro estudo realizado na
mesma cidade™, mostrou que a nitrofurantoina teve uma 6tima
taxa de sensibilidade (89,8%), mostrando-se o antibidtico de
escolha para o tratamento empirico de ITU's ndo complicadas,
porém em pacientes ndo gravidas. O sulfametoxazol-
trimetoprim teve alta taxa de resisténcia (36,6%), comprovando
a diminui¢do de sua eficacia no tratamento de ITU e limitando
seu uso. Ja segundo, Jamie et al., a nitrofurantoina é
antimicrobiano de escolha no tratamento de ITU baixa em
gestantes, ja que as cepas de E. coli estudadas mostraram
baixa resisténcia a esse antimicrobiano. Comparando os
resultados com um estudo feito em Palmas, em 2006 (dados
ndo publicados), houve semelhanca nos dados relativos ao
perfil de sensibilidade aos antimicrobianos.

Vale ressaltar que o nimero de amostras estudadas
deveria ser maior para se ter um resultado mais claro da
porcentagem de positividade de ITU em gestantes e também de
niveis exatos de eficacia dos antibiéticos testados. Porém, os
resultados obtidos sdo bastante significativos e devem ser
considerados, ja que pelo menos 90% das gestantes de
Palmas-PR sao assistidas pelo SUS.

Os dados resultantes desta pesquisa mostram a
necessidade do monitoramento da bacteridria assintomatica
em gestantes através de urocultura, ao mesmo tempo em que
destaca a importancia da deteccao do perfil de sensibilidade
aos farmacos para nortear a terapia farmacolégica.
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Validacao do método titulométrico para determinacao de
etanol em sangue utilizando acido nitrico 54%

e acido sulfurico concentrado*

Validation of chemical titration for blood-alcohol determination using
nitric acid 54% and concentrated sulfuric acid

Simone Aparecida Galerani Mossini', Juliana Keiko Inoue’, Miguel Machinski Junior’, Paula Nishiyama*

(RESUMO - A causa da maioria dos acidentes automobilisticos tem sido ha muito associada ao consumo de alcool e,\
visando diminuir esses acidentes, os paises tém estabelecido limites de alcoolemia para os condutores. Adeterminagao da
alcoolemia tem se tornado importante para fins de aprendizagem, clinico-legais, administrativos, e particularmente no
cumprimento da lei, com aplicagdo especifica nas violagbes automobilisticas, podendo subsequentemente assumir
relevancia forense como evidéncia de intoxicagédo. A quantificagcdo sanguinea de etanol por titulometria € bastante utilizada,
fornecendo boa correlagao linear, sensibilidade, precisao, exatidao, baixo custo e relativa facilidade de execugéo. Devido a
proibicado da venda de acido nitrico concentrado pela Policia Federal, Policia Civil e Exército Brasileiro, o objetivo desse
trabalho foi avaliar as caracteristicas de desempenho do método utilizando outros reagentes em substituicdo ao acido
nitrico concentrado, com isso garantindo a eficiéncia na quantificagdo do etanol em sangue. Os melhores resultados foram
obtidos com acido nitrico 54%, necessitando apenas de ajustes em relagcdo aos volumes utilizados na técnica original. A
solucao sulfocrémica mostrou-se de dificil manipulagdo em fungéo de sua viscosidade. Os resultados demonstraram que o
método modificado apresentou linearidade, preciséo e exatidao, de acordo com a resolugao especificada pela ANVISA,
Agéncia Brasileira Regulatoria.

kPaIavras-chave: Etanol sanguineo. Titulometria. Validagao.

J
(SUMMARY-A/I over the world, the main cause of traffic accidents has been associated to alcohol use. In many countries,\
laws have been introduced to control drink-driving, reducing accidents. Accurate blood-alcohol determination has become
increasingly important for learning, clinical, forensic and administrative purposes. It is required in law enforcement, with
specific application to automobile traffic violations. Blood ethanol determinations carried out for diagnostic purposes can
subsequently assume forensic relevance as evidence of intoxication. Blood-alcohol determinations by chemical titration has
been used for many years, it supplies good linear correlation, sensitivity, precision, accuracy, low cost and relative easiness
of execution. Due to sale prohibition of concentrated nitric acid by Federal Policy, Civil Policy and Brazilian Army is the aim of
this work to carry through assays with other reagents in substitution to that one, to evaluate its performance characteristics
and to guarantee its efficiency. The best ones resulted had been gotten with nitric acid 54%, needing only volumes
adjustments beside original technique. Chromic acid solution prepared with concentrated sulfuric acid had viscosity of
difficult manipulation. Based on the results, the method presented good linear correlation, was accurate and precise
according to specific resolution from ANVISA, the Brazilian Regulatory Agency.
\Keywords: Blood-alcohol. Chemical titration. Validation )

INTRODUGAO O Cadigo de Transito Brasileiro estabelece como limite
para criminalizagdo do ato de beber e dirigir o indice de

Acidentes devidos a diregdo sob o efeito do | tolerancia de dois decigramas por litro de sangue ou de um
alcool constituem um sério problema em qualquer pais | decimo de miligrama por litro de ar expelido dos pulmdes, no
que faga uso substancial de veiculos automotores. No | caso de teste em aparelho de ar alveolar pulmonar. Motoristas
Brasil, dados do DETRAN mostram que 50% dos | que estiverem dirigindo com essa concentragdo estdo
acidentes automobilisticos fatais s&o relacionados a | impedidos de conduzir veiculo automotor®. A quantificacdo de
ingestéo de alcool”. Gazal-Carvalho et al.”, avaliando @ | etanol no sangue, portanto, é frequentemente solicitada em
prevaléncia de alcoolemia em vitimas de causas | |aporatérios clinicos e de carater forense"™. A cromatografia em
externas, encontraram indice de positividade de 28,9%. fase gasosa é a metodologia de escolha para dosagem de
Em estudo semelhante realizado pela Associagdo | otangl|™ entretanto, a maioria dos laboratérios nacionais utiliza a
Brasileira dos Departamentos de Trénsito (ABDETRAN) | separacao por destilagdo e quantificagdo por titulometria, por
em quatro cidades brasileiras (Brasilia, Curitiba, Recife e ndo disporem de tal equipamento. A dosagem sanguinea de
Salvador), verificou-se que do total de 831 vitimas n&o | gtanol ¢ um valioso instrumento de analise tanto para fins de
fatais de acidentes de transito, 61,4% apresentavam | 5nrendizagem quanto para fins clinico-legais, sendo a técnica
niveis de alcool no sangue. De 34 vitimas fatais incluidas, titulométrica®, fornecedora de boa correlagdo linear,

Y 18
houve positividade em 52,9% dos casos . sensibilidade, precisdo, exatiddo, baixo custo e relativa
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facilidade de execugao'’. A Coordenacéo da Divisdo de Controle
de Produtos Quimicos da Policia Federal Brasileira’,
juntamente com a Policia Civil e o Exército Brasileiro
determinou a proibigéo da venda de acido nitrico concentrado,
reagente com fungdo importante na reacdo titulométrica,
permitindo a venda apenas de acido nitrico a 54%. Devido a
importancia e necessidade para fins diagnoésticos e didaticos do
uso desse reagente para a referida técnica, faz-se necessario a
validagdo da metodologia utilizando o &cido nitrico 54% em
substituicdo ao concentrado. Como esse reagente em conjunto
com dicromato de potassio tem fungdo oxidante na
metodologia, verificou-se também a possibilidade de
substituicdo por outro reagente que possua a mesma fungéo,
como € o caso do acido sulfurico concentrado. Entretanto, para
que essas possiveis substituicoes fossem feitas tornou-se
imprescindivel a validagédo da técnica utilizando tais reagentes,
permitindo a utilizagéo da técnica titulométrica de dosagem de
etanol de forma segura, exata e precisa.

MATERIAIS E METODOS

Equipamentos
(a) balangaanalitica Metler mod. H31;

(b) mantaaquecedora;

(c) destilador;

(d) buretasde vidro (25 e 50mL);

(e) pipetasvolumétricas;

(f) micropipetas automaticas Eppendorf.

Reagentes
(a) etanolabsoluto p.a. Merck;

(b) solugdo saturada de acido picrico;

(c) solugdo deiodeto de potassio 1%;

(d) solugdo de tiossulfato de sodio 0,01N;

(e) solugdo nitrocrémica (dicromato de potassio 0,05 N

em acido nitrico concentrado);
(f) solugdo nitrocrémica (dicromato de potassio 0,05 N

em acido nitrico 54%);
(g) solugdo sulfocrébmica (dicromato de potassio 0,05 N

em acido sulfdrico concentrado);
(h) gomadeamido.

Amostras
Amostras de referéncia negativa

Amostras de sangue de referéncia negativa foram
obtidas dos préprios analistas que nao fizeram uso de etanol.

Amostras de referéncia positiva

Para o estudo de validagdo do método foram utilizadas
como referéncia positiva amostras de sangue de referéncia
negativa adicionadas dos padrées de etanol.
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Metodologia

Areacao Titulométrica utilizada na técnica em analise é
baseada em reacdes de oxidacdo-reducéo’. Primeiramente o
etanol é separado dos outros constituintes do sangue através de
uma destilagao simples, seguido pela titulagdo’. Ametodologia é
baseada na reagdo de oxidagdo do etanol pelo dicromato de
potassio em meio acido, o excesso de dicromato de potassio
oxida iodeto a iodo, que é titulado com a solugéo de tiossulfato
de sobdio, usando goma de amido como indicador®. A
concentracgao de etanol foi calculada com base na equivaléncia:
0,115 mg de etanol correspondendo a 1,0 mL de tiossulfato de
s6dio 0,01 N°.

Validagdao do método

Segundo o Eurachem Working Group, a validagéo é o
processo de definir uma exigéncia analitica e confirmar que o
método sob investigagdo tem capacidade de desempenho
condizente com o que a aplicagdo requer"'. Sendo parte

integrante da qualidade, a validagéo visa diminuir ou
controlar fatores que possam levar a imprecisao ou inexatidao
de um dado gerado, tais como variabilidade da amostra,
calibragao ineficiente, analista despreparado e perdas durante a
analise®.

Avalidagéo do método foi conduzida com base no guia
para procedimento de validagdo de métodos analiticos da
Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria’, estabelecendo-se os
valores de recuperagdo, linearidade, precisdo intra e
interensaio, limite de detecgdo e limite de quantificagdo. A
validagao da técnica titulométrica de dosagem de etanol foi
realizada utilizando em substituigdo ao acido nitrico
concentrado, acido nitrico 54% com volume ajustado para 1,2
mL e acido sulfurico concentrado. Como padrao de etanol, foi
utilizado alcool etilico 99,5% p.a. nas concentragdes de 0,2; 0,5;
0,75; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 3,9; 6,0; 7,0; 8,0 € 9,0 dg/L de agua
destilada.

Linearidade

O estudo de linearidade foi baseado na andlise de
Regressao Linear (método dos minimos quadrados dos pontos
meédios de seis curvas de calibragao auténticas)"’, realizado
pela analise dos padrées de etanol (0,2 — 9,0 dg/L) submetidos
ao método em seis repeticbes para cada uma das solugbes
oxidantes em estudo. Curvas de calibragédo foram construidas e
os coeficientes de correlagéo foram calculados.

Precisaointra e interensaio

A precisao foi avaliada nos niveis de repetibilidade e
precisao intermediaria para as solu¢des oxidantes em estudo. O
estudo da preciséo intraensaio (repetibilidade) foi conduzido
dentro de um curto periodo de tempo com 0 mesmo analista e
mesma instrumentagao, analisando os padrdes de etanol (0,2 —
9,0 dg/L) em seis repeticbes para o calculo da estimativa do
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desvio padrdo relativo (DPR). A precisdao interensaio
(intermediaria) foi avaliada através da analise dos padrdes de
etanol em seis repeticdbes por analista e instrumentagao
diferentes e expressas por meio da estimativa do desvio padrao
relativo (coeficiente de variagdo — CV%)’. Os resultados foram
analisados de acordo com o Quadro I

QUADRO I - Recuperagao e Coeficientes de variagdo em fungao
do nivel de concentracao do analito

) Concentragao | Intervalo de recuperagao | Coeficiente
Faixa | 4o analito (%) Aceito (%) de variagéo
(%)
1 <10 98 — 102 0-19
2 <1 97 - 103 2-27
3 <041 95-105 28-39
4 <0,01 90 - 107 4,0-55
5 < 0,001 80-110 56-79
6 < 0,0001 80-110 8,0-10,9
7 <0,00001 80-110 11-159
8 < 0,000001 60— 115 16 -22,9
9 <0,0000001 40-120 23-31

Fonte: Adaptado de AOAC, 1993; Wood, 1999%.
Estudo da recuperagcdo do método

A exatidao foi avaliada através da comparagéo entre
os valores tedricos das adi¢cdes de etanol e os valores obtidos
nos ensaios, sendo expressa como porcentagem de
recuperagdo . Amostras adicionadas nas concentracdes de
1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 3,9; 6,0 e 7,0 dg/L foram destiladas, analisadas
utilizando as solugdes oxidantes em estudo, em seis repeticoes
por dois diferentes analistas e os resultados analisados de
acordo como Quadro .

Limite de detecgao e limite de quantificacdo

O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacao
(LQ) do método foram determinados pelo método empirico que
consiste em analisar uma série de amostras de sangue
contendo quantidades decrescentes do analito’. O limite de
deteccgao foi equivalente a menor concentragédo que apresentou
um coeficiente de variagéo que ndo excedeu 20% e o limite de
quantificagdo a menor concentragdo que apresentou um
coeficiente de variagéo que ndo excedeu 10%"°.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os acidentes de transito sdo a décima causa de morte
e a nona causa de morbidade em todo o mundo, vitimando
fatalmente 1,2 milhdes de pessoas todo ano, e ferindo de 20 a
50 milhdes. A América Latina apresenta um panorama ainda
mais preocupante, por ter as maiores taxas de fatalidades no
transito de todas as regiées do mundo, 26,1 mortes para cada
100 mil habitantes, o dobro da média mundial'*. Segundo
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dados do Departamento Nacional de Transito, o Brasil tem uma
taxa de 6,3 acidentes para cada 10 mil veiculos registrados®.

As causas desse fendbmeno podem ser as mais
diversas, incluindo a ma conservagado de ruas, avenidas e
rodovias, a ma conservagao de veiculos, a pesada carga de
trabalho que muitos motoristas profissionais sdo submetidos e a
imprudéncia e inabilidade de muitos motoristas brasileiros.
Outro fator determinante para a ocorréncia de acidentes pode
ser o uso de alcool e outras substancias psicoativas pelos
condutores de veiculos.

De acordo com o Cédigo de Transito Brasileiro o indice
de toleréncia é de dois decigramas de etanol por litro de
sangue’, em fungdo dessas informagdes foram preparados os
padrbes e as amostras adicionadas com concentragbes
conhecidas de etanol.

Sempre que uma técnica de analise necessite de
algum tipo de modificagdo, como ocorreu com a técnica
titulométrica de dosagem de etanol em sangue, em funcao da
substituicdo de um reagente com importancia fundamental, se
faz necessaria a revalidagdo da técnica. Tal procedimento é de
grande importancia para a Garantia da Qualidade Analitica e se
constitui em uma das exigéncias das normas de Boas Praticas
de Fabricagao (BPF)vigentes®.

Os parametros de validagao estudados (recuperacéo,
linearidade, precisao intra e interensaio, limite de detecgéo e
limite de quantificagdo) asseguram a qualidade do trabalho
analitico e, consequlentemente, a obtencdo de resultados
laboratoriais confiaveis.

Linearidade

Alinearidade corresponde a capacidade do método em
fornecer resultados diretamente proporcionais a concentragdo
da substancia em exame, dentro de uma determinada faixa de
aplicagdo. Matematicamente, a relagéo entre o sinal medido e a
concentracéo da espécie a ser quantificada pode ser expressa
como uma curva analitica de calibragdo. A estimativa dos
coeficientes da curva a partir de um conjunto de medigbes
experimentais pode ser efetuada usando o método matematico
conhecido como regress&o linear’®.

Para esse parametro, o método demonstrou ser linear
na faixa de concentragao estudada para as solugdes oxidantes
analisadas. Curvas de calibragdo foram obtidas de 0,2 dg/L a
9,0 dg/L. As equagbes de regressao linear (média de seis
determinagdes) e os coeficientes de correlagéo (r), utilizando as
solugbes oxidantes em teste foram obtidas pelo método dos
minimos quadrados:

Acido nitrico concentrado: y =1,0256x - 0,00666 e r = 0,997;
Acido nitrico 54%: y=1,0327x-0,01504 e r=0,999;
Acido sulfurico concentrado: y=1,011x+0,04598 e r=0,995.

Os coeficientes de correlagdo (r) apresentaram-se
superiores a 0,99, para todas as solugdes oxidantes testadas, o
que demonstra que as respostas foram lineares nos intervalos
de concentragado empregados nesse estudo. Um coeficiente de
correlagéo maior de 0,999 é considerado como evidéncia de um
ajuste ideal dos dados para a linha de regresséao. Os resultados
estdo de acordo com a ANVISA, que recomenda como critério
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minimo aceitavel do coeficiente de correlagdo valor igual a
0,99°.

Precisao

A preciséo representa a dispersao de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra,
amostras semelhantes ou padrées, sob condi¢des definidas.
Em validacdo de métodos analiticos € considerada em trés
niveis diferentes: repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade’.

Neste estudo a precisdo do método, utilizando
solugdes oxidantes diversas da original, foi avaliada referente
ao nivel de repetibilidade e precisdao intermediaria. A
repetibilidade apresenta a concordancia entre resultados de
medidas sucessivas de uma mesma metodologia, efetuadas
sob as mesmas condi¢gdes de repetibilidade: mesmo
procedimento, mesmo analista, mesmo instrumental usado sob
as mesmas condigbes, mesmo local e repeticdes em curto
intervalo de tempo®. AANVISA sugere que a repetibilidade seja
verificada a partir de um minimo de nove determinagdes
cobrindo o limite especificado no procedimento empregado, trés
niveis, trés repeticdes para cada um, ou a partir de um minimo
de seis determinagdes a uma concentragdo similar ao valor
esperado’.

A Tabela | explicita os resultados de ensaio de
repetibilidade. Observando os resultados, podemos concluir
que o método utilizando solugédo nitrocromica 54% forneceu

resultados semelhantes aos obtidos com a solucdo original,
apresentou boa repetibilidade, visto que o coeficiente de
variacdo (CV%= 0 a 3,12%) é inferior ao especificado pela
resolugéo vigente, que é de 5%".

O estudo da precisdo interensaio apresentou
coeficientes de variagdo de zero a 1,91%, demonstrou desse
modo que ndo ha grandes diferengas entre as analises
realizadas individualmente em pequeno intervalo de tempo,
sendo portanto, considerado preciso, e dentro da faixa aceitavel
para validagéo de métodos analiticos.

A solucdo sulfocrémica apresentou coeficientes de
variagao de zero a 36,5% e zero a 51,64% para precisao intra-
série e inter-série, respectivamente, ultrapassando o limite
especificado pela resolugéo.

Estudo de Recuperagao

A exatiddo do método foi avaliada pelo estudo de sete
concentragbes diferentes de etanol, utilizando as solugbes
oxidantes em teste, como mostram os resultados do percentual
de recuperagao nas concentragdes analisadas observados na
Tabela Il. Os testes realizados com solugéo nitrocrémica a 54%
forneceram resultados similares aos obtidos com a solugéo
utilizada na metodologia original com percentuais de
recuperacao de 91,9% a partir da concentragao de 1,5 dg/L de
etanol em sangue, indicando uma 6tima recuperacao e que o
método pode ser considerado exato e preciso, pois os valores
de recuperagdo encontram-se dentro dos limites aceitaveis, de
70a120%>.

Tabela | - Estudo da precisdo do método utilizando as solugées oxidantes em teste

Acido nitrico conc. Acido nitrico 54% Acido sulfirico
Etanol Médias CV(%) Médias CV(%) Médias CV(%)
dg/L
Intra- Inter- Intra- Inter- Intra- Inter- Intra- Inter- Intra- Inter- Intra- Inter-
série série série série série série série série série série série série
0,2 0,23 0,23 0 0 0,23 0,23 0 0 0,34 0,23 36,5 51,64
0,5 0,46 0,46 0 0 0,46 0,46 0 0 0,57 0,46 21,9 20,41
0,75 0,69 0,69 0 0 0,69 0,69 0 0 0,92 1,15 12,9 0
1,0 0,92 0,92 0 0 0,92 0,92 0 0 0,92 0,92 0 0
1,5 1,61 1,61 0 0 1,38 1,38 0 0 1,61 1,61 0 0
2,0 1,84 1,84 0 0 2,07 2,07 0 0 2,07 2,07 0 0
3,0 2,99 2,99 0 0 2,99 2,99 0 0 2,99 2,99 0 0
3,9 4,14 4,14 0 0 4,02 4,14 3,12 0 4,02 4,14 3,12 2,86
6,0 6,21 5,98 1,91 1,98 6,21 6,21 1,51 1,91 6,21 6,21 1,51 1,80
7,0 7,13 7,13 1,66 1,31 7,13 7,13 1,31 1,31 7,36 7,82 1,61 1,20
8,0 8,05 8,05 1,47 1,47 8,28 8,28 1,43 1,43 8,51 8,74 1,31 1,07
9,0 9,02 9,02 0 1,29 9,2 9,2 1,29 0 9,2 8,97 1,29 1,32
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A solugéo sulfocromica apresentou niveis de 91,9% de
recuperagao apenas a partir da concentragéo de 3 dg/L, acima
do limite legal determinado pelo DENATRAN?®, ndo servindo aos
propositos da técnica.

Limite de detecgao e limite de quantificagao

De acordo com os dados das Tabelas | e II, os limites de
deteccdo e quantificagdo tanto para a solugdo nitrocromica
concentrada quanto para a solugéo nitrocromica 54% foram de
0,2 dg/L e 1,5 dg/L, respectivamente. Além disso, as médias de
recuperagdo para etanol em sangue foram de 91,9% para
concentragdes iguais e superiores ao limite de quantificacéo
servindo ao proposito de detecgéo da técnica.

Para a solugéo sulfocrémica, os limites de detecgédo e
quantificagdo do método utilizando solugéo sulfocromica foram
de 1 dg/L e 3 dg/L, respectivamente, com médias de
recuperagéo para etanol de 91,9% a 183,8%, alcangando
valores superiores aos limites aceitaveis’.

CONCLUSAO

O método foi avaliado e validado com a finalidade de
demonstrar que o0 mesmo atende aos requisitos de boas
praticas de laboratdrio, apresentado a confiabilidade requerida
para um método analitico apés mudanga de um reagente com
fungdo importante para seu bom funcionamento.

As caracteristicas de desempenho do método
verificado, utilizando solugao nitrocrémica preparada com acido
nitrico 54%, demonstraram resultados semelhantes aos obtidos
utilizando a solugéo nitrocrémica preparada com acido nitrico
concentrado, necessitando apenas de ajustes em relacao aos
volumes utilizados na técnica original. Todos os parametros
avaliados mostraram-se compativeis com as recomendagdes
estabelecidas pelos 6rgdos competentes e oficiais, validando a

metodologia testada para dosagem de etanol em sangue,
utilizando solugao nitrocrémica preparada com acido nitrico a
54%.

Quanto ao uso da solugdo sulfocrdmica, a mesma
apresentou-se de dificil manipulagdo em fungdo de sua
viscosidade, acarretando demora e variagdes nas pipetagens, o
que resultou em diferengcas nos resultados dos testes de
recuperagao.

A metodologia titulométrica de dosagem de etanol em
sangue, utilizando acido nitrico a 54% em substituicdo ao
concentrado €, portanto, apropriada para os usos a que se
propde, desde que o volume da solugao oxidante originalmente
utilizado na técnica seja ajustado.
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Sindrome metabdlica em adultos atendidos no Programa
Saude da Familia em Barra do Garcas/MT

Metabolic syndrome in adult users of the “Programa Saude da Familia”,
Barra do Gargas/MT

Savia Oliveira de Rezende' & Maria Fernanda Spegiorin Salla Brune®

(RESUMO - A sindrome metabdlica (SM) é caracterizada por um conjunto de fatores de risco que contribuem para a génese\
de doengas cardiovasculares. Ha controvérsias na identificagdo desta sindrome, pois ndo ha um unico critério internacional
para sua definigdo. O principal objetivo deste estudo foi estimar a prevaléncia de Sindrome Metabdlica em 100 pacientes
atendidos pelo “Programa Saude da Familia”’, em Barra do Gargas/MT, tendo como referéncia os critérios do NCEP-ATP III.
Apds a analise dos resultados, observou-se uma alta prevaléncia de SM na populagéo (63%). De acordo com os cinco
fatores de risco, a prevaléncia do HDL-C diminuido foi de 98%, da circunferéncia abdominal elevada foi de 87%, da
hipertensao arterial foi 75%, de triglicérides séricos aumentados foi de 71%, e de hiperglicemia foi de 41%. A maioria dos
participantes mostrou a associagdo de quatro fatores de risco (47,6%), enquanto a associagéo de trés e cinco fatores de
risco foi de 28,6% e 23,8%, respectivamente. Como foi observada uma alta prevaléncia de SM, é importante que se faga um
diagnostico prévio e atengao terapéutica, que podera tanto prevenir como reduzir as sérias complicagdes relacionadas a
este disturbio metabdlico.

\ Palavras Chaves: Sindrome Metabodlica, risco cardiaco, dislipidemia. )

(SUMMARY- The metabolic syndrome (MS) is characterized for a group of risk factors, which contribute for the genesis oﬂ
cardiovascular diseases. There are controversial points in the MS characterization because the lack of an international
agreement for its definition. The main objective of the current study was to estimate the prevalence of MS in 100 patients
included in a public program, called “Programa Satde da Familia”, Barra do Gargas/MT, based by NCEP-ATP Ili criteria. The
results have been analyzed, and it was possible to notice a high prevalence of MS in the patients (63%). According to the five
risk factors, the prevalence of the reduced HDL-C was 98%, the altered waist circumference was 87%, the hypertension was
75%, hipertrigliceridemy was 71% and hiperglicemy was 41%. Most individuals have got the association of four risk factors
(47,6%), while 28,6% and 23,8% of the individuals had three and five risk factors, respectively. Considering the high
prevalence of MS, it's important a previous diagnosis and therapeutic attention as well, because it could as reduce as prevent
serious complications related to this metabolic dysfunction.

\Keywords: Metabolic Syndrome, cardiac risk, dislipidemy. }

1. INTRODUGAO pressao arterial e glicemia de jejum. Posteriormente, outras
definigbes foram elaboradas, porém a NCEP-ATP Il tornou-se a
mais aceita pela Sociedade Brasileira de

Diabetes, pois privilegia a circunferéncia abdominal, as
alteragdes lipidicas, glicémicas, e também os valores
pressoricos'”.

A prevaléncia de Sindrome Metabdlica na populagéo

brasileira ainda ndo esta muito bem estabelecida, porém em

A medida que a doenga cardiovascular
apresenta-se como a principal causa de morbidade e
mortalidade nos paises desenvolvidos, o conhecimento
de suas bases fisiopatoldgicas e fatores de risco tornam-
se o foco de pesquisas nesta area, visando a sua
prevengao. Neste sentido, a constatagao de que diversos

fatores de risco pudessem compor uma sindrome, a
sindrome metabdlica, ndo é um conceito novo, pois foi
originalmente proposto em uma publicagéo classica de
Reaven, em 1988".

Embora a definicdo para a Sindrome Metabdlica
(SM) ainda ndo seja unanime, um conjunto de fatores ou
anormalidades metabdlicas podem caracteriza-la. Em
2001, a NCEP-ATP Il (National Cholesterol Education
Program Adult Treatment Panel Ill)° enfatizou a
associagdo da SM com doencgas cardiovasculares e
forneceu uma definicdo operacional para esta
comorbidade. Segundo os critérios do NCEP-ATP Ill, a
Sindrome Metabdlica representa a combinagéo de pelo
menos trés dentre os cinco parametros avaliados:
obesidade abdominal, triglicerideos, HDL-Colesterol,

populagbes como a mexicana, norte-americana e asiatica
variam de 12,4% a 28,5% entre os homens, e 10,7% a 40,5%
entre as mulheres™.

A etiologia da SM ainda nao foi totalmente elucidada
em virtude de sua fisiopatologia ser extremamente complexa.
Atualmente, sabe-se que a maioria dos pacientes acometidos
por esta disfungdo sdo pessoas obesas, sedentarias e que
apresentam resisténcia a insulina. Os principais fatores de risco
estdo nessa ordem: idade, predisposicdo genética, estilo de
vida que privilegia pouca atividade fisica e excesso de consumo
calérico’.

Nos ultimos anos, ha hipoteses de que a causa
primaria da SM seja a resisténcia a insulina, que por sua vez
esta relacionada a gordura visceral, ao passo que a ligagéo
entre resisténcia a insulina e desordens cardiovasculares
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provavelmente seja mediada por um estresse oxidativo com
disfungdo endotelial, cujas consequéncias sao danos
vasculares e formacéo de ateroma™®.

Frente a simplicidade e praticidade dos critérios do
NCEP-ATP lll para definir a SM, esta é a definigdo recomendada
pela | Diretriz Brasileira de Diagnostico e Tratamento da
Sindrome Metabdlica®, sendo desta forma utilizada pelo
presente estudo.

Em face de toda essa situagao, objetivou-se identificar
a prevaléncia de Sindrome Metabdlica em pacientes adultos
atendidos no Programa Saude da Familia (PSF) “Dr. Joao
Bento” e “Central”’, ambos situados na cidade de Barra do
Gargas/MT.

MATERIAL E METODOS

A amostra foi constituida por 100 adultos, atendidos
pelo Programa Saude da Familia “Dr. Jodo Bento” e “Central”,
na cidade de Barra do Gargas/MT, de ambos o0s sexos, com
idades variando de 19 a 81 anos, que assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as normas
do Comité de Eticaem Pesquisa da UFMT.

Os instrumentos utilizados para a coleta dos dados
foram um questionario e exames clinico-laboratoriais. Mediante
0 agendamento prévio dos pacientes, além de esclarecimentos
quanto a necessidade de jejum de dez a doze horas, os
pacientes compareceram aos respectivos “PSFs” para a coleta
de sangue, exame fisico e entrevista.

No exame fisico foi aferida a pressdo arterial e
determinada a circunferéncia abdominal, obedecendo-se o
meio da distancia entre o extremo superior da crista iliaca e o
extremo inferior da Ultima costela.

Foram coletados aproximadamente 5mL de sangue,
por pungao venosa, realizando as dosagens de glicemia, HDL-
colesterol, e triglicerideos por método enzimatico e
colorimétrico semi-automatico (BIOPLUS®).

Os exames foram realizados no Laboratério de
Analises Clinicas da UFMT/Campus Universitario do Araguaia —
Pontal do Araguaia/MT, sendo que os resultados dos exames
laboratoriais e clinicos foram utilizados para o diagnéstico da
SM e também avaliados isoladamente.

37%

63%

[l Presenca de SM
[] Auséncia de SM

Figura 1 - Distribui¢ao dos participantes deste estudo de acordo
com a ocorréncia de Sindrome Metabdlica (SM), segundo os
critérios NCEP-ATP Ill, em numeros percentuais (n=100
pacientes).

RBAC, vol. 43 (2): 106-109, 2011

O protocolo seguido para o diagnostico de SM foi
estabelecido pelo NCEP-ATP lll, na forma de consenso na |
Diretriz Brasileira de Diagnostico e Tratamento da Sindrome
Metabdlica™.

Os dados foram analisados através da estatistica
descritiva, apresentados como freqiiéncias, médias e desvio-
padréao.

RESULTADOS

Foram avaliados 100 pacientes atendidos nos PSFs
“Dr. Jodo Bento” e “Central”’, sendo 79 mulheres (79%) e 21
homens (21%). Com respeito a faixa etaria, a idade média dos
pacientes foi de 57 anos (+ 14 anos). A prevaléncia de Sindrome
Metabolica dentre os pacientes que participaram deste estudo
foi de 63% (Figura 1). Na Figura 2 é mostrada a distribuicdo da
SM de acordo com o género dos pacientes, sendo
diagnosticada em 50 mulheres (63%) e 13 homens (62%).

Considerando os pacientes diagnosticados como
portadores de SM (n=63), foi avaliada a prevaléncia de
alteragbes bioquimicas e clinicas neste grupo (Tabela 1).
Verificou-se que os fatores de risco mais freqlientes para a SM
foram, nesta ordem: HDL-colesterol diminuido (98%),
circunferéncia abdominal alterada (87%), hipertensao (75%),
triglicérides elevado (71%) e, com menor expresséo, os valores
de hiperglicemia (41%). Tanto no género masculino quanto
feminino, o fator de risco da SM com maior freqiiéncia foi o HDL-
colesterol diminuido (100% para os homens e 98% para as
mulheres) e aquele de menor frequéncia foi a hiperglicemia
(31% para homens e 40% para as mulheres).

Na Figura 3 é apresentada a distribuicdo do nimero de
componentes (ou fatores de risco) nos pacientes
diagnosticados como portadores da SM. Dentre o total de 63
individuos portadores de SM (50 mulheres e 13 homens),
alguns irao apresentar, no minimo, trés fatores de risco e outros
no maximo cinco, considerando as possiveis variaveis
fisiopatoldgicas envolvidas na caracterizagdo desse disturbio
metabolico®.

Com relagao aos resultados apurados, é digno de nota
que um maior nimero de individuos possui quatro fatores de
risco, sendo 22 mulheres e 08 homens, apresentando uma
média de idade de 60 anos (+ 13 anos). O segundo grupo de

50

Feminino

40 - 29 ® Masculino

13
20 - 8

10 -

0 - | I
Auséncia de SM Presenca de SM

Figura 2 — Representacao grafica da presenca de SM, segundo o
género, nos participantes deste estudo, segundo os critérios
NCEP-ATPIII.
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Tabela 1 — Ocorréncia (%) de alteragdes dos parametros bioquimicos
e clinicos dos pacientes que apresentaram SM, seguidos da média e
desvio padrao, segundo os critérios NCEP-ATP lIl.

Geral (n=63)
% (Média + DP)

Mulheres (n = 50)
% (Média + DP)

Homens (n = 13)
% (Média + DP)

Indicadores da SM

Circunferéncia Abdominal
(>88cm/? e >102 cm/?)

87% (103 + 1) | 88% (101 £ 11) | 85% (109 + 9)

Hipertensao arterial
(=130 mm Hg)

75% (143 £18) | 74% (144 £ 19) 77% (140 + 11)

Hipertrigliceridemia
(=150 mg/dL)

71% (209 £ 45) | 72% (216 + 48) 69% (182 £ 21)

HDL-C diminuido
(<50 mg% ? e <40 mg% ?)

98% (34 £ 9) 98% (35+9) 100% (28 % 5)

Hiperglicemia
(=110 mg/dL)

41% (154 £ 55) | 40% (162 £ 61) 31% (125 £ 56)

Mulheres
® Homens

22
17

11
10 -

3FR 4 FR 5FR

Figura 3 — Porcentagem de pacientes com SM separado por
género, apresentando 3, 4 e 5 fatores de risco (FR) associados
segundo critério do NCEP-ATPIIL.

maior expressividade foi composto por trés fatores,
acometendo 17 mulheres e apenas 01 homem. O terceiro e
menor grupo foi aquele composto por individuos que
apresentavam todos os cinco fatores de risco, e este se
constituiu de 11 mulheres e 04 homens. Em suma, o grupo de
pacientes que apresentaram trés fatores de risco representou
28,6% da populagéo diagnosticada com SM, enquanto 47,6% e
23,8% dos pacientes portadores de SM apresentaram quatro e
cinco fatores de risco, respectivamente.

DISCUSSAO

De acordo com os critérios estabelecidos pelo NCEP-
ATP Ill, é necesséario que o individuo apresente,
obrigatoriamente, pelo menos trés fatores de risco para que
haja a caracterizagdo da Sindrome Metabodlica®. Portanto,
todos os resultados foram fundamentalmente delimitados por
estas exigéncias.

Dentre aqueles que participaram deste estudo, 63%
apresentaram Sindrome Metabdlica (SM) (n= 63) (Figura 1). O
valor encontrado de 63% para SM esta em harmonia com o
trabalho de Braga et al.’, que encontraram a caracterizagao de
SM em 68,6% dos individuos da amostra, de acordo com os
parametros da IDF (Federagéo Internacional de Diabetes)’. A
IDF exige que a circunferéncia abdominal seja, por exceléncia,

0 Uunico fator de risco que deva estar incluido entre os demais
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fatores para que se estabeleca a caracterizagdo da SM. Com
respeito aos resultados do trabalho citado, a presenca de
hipertensédo arterial em todos os pacientes provavelmente
contribuiu para esse elevado valor.

Embora a estimativa da prevaléncia da SM no mundo
ocidental esteja em torno dos 35%, poucos estudos indicam
qual é, de fato, a freqliéncia dessa sindrome nas populagdes.
Portanto, a prevaléncia dependera em muito da populagdo
estudada e dos critérios adotados ™.

De acordo com a literatura, a SM afeta 24% da
populacdo adulta, e entre 50-60% na populagao acima de 60
anos nos Estados Unidos. Projecdes estimam que somente
neste pais, no ano de 2010, existirdo de 50 a 75 milhdes de
pessoas com manifestacdes dessa sindrome®.

Na Figura 2 é mostrada a distribuicdo da SM de acordo
com o género dos pacientes. Foi diagnosticada a SM em 50
mulheres (63%) e 13 homens (62%), havendo um equilibrio
entre os géneros, mesmo sendo a populacdo feminina
expressivamente maior. De acordo com o trabalho de Rossini et
al.", a prevaléncia de SM encontrada foi de 59,6%, sendo 51%
para os homens e 64,2% para as mulheres.

Embora tenha havido um equilibrio na ocorréncia de
SM em diferentes géneros, muitos trabalhos sugerem que as
mulheres tém uma predisposi¢do maior que os homens em
desenvolver essa sindrome, em razéo do declinio do estrégeno
na menopausa, além da Sindrome dos Ovarios
Micropolicisticos (SOMP). Uma possivel explicagao seria que a
cessagdo da fungdo ovariana provocaria uma redugdo do
metabolismo, da quantidade de massa magra e do gasto
energético no exercicio, além de estimular o acumulo de
gordura no tecido adiposo®.

Na Tabela 1, observa-se a prevaléncia de alteragdes
bioquimicas e clinicas para os pacientes diagnosticados
portadores de SM, e também para cada género.

Uma pesquisa realizada na cidade de Vitéria/ES, com
a participagdo de 1.630 individuos durante um ano e sete
meses, e baseada nos critérios do NCEP-ATP Ill, apresentou
divergéncias em relagcdo ao nosso trabalho quanto & posicao
dos cinco parametros avaliados®. Ja no trabalho de Santos
et al', os valores glicémicos também obtiveram menor
expressao com relagdo a freqiiéncia dos cinco fatores de risco
para SM. Ambos os sexos obtiveram valores aproximados para
os niveis de HDL-C (84,8% para mulheres e 80,9% para
homens) e triglicérides elevado (49,3% mulheres e 47,6% para
homens), assim como os valores encontrados em nosso
trabalho (Tabela 1).

Com respeito as dislipidemias, representadas neste
trabalho pelas elevadas percentagens de HDL-C diminuidos,
estas ocuparam a primeira posigéo referente aos cinco fatores
derisco. Porisso, € importante que se faga um controle rigoroso
dos niveis lipidicos a fim de se evitar conseqiiéncias cardiacas
mais graves. Preocupados com esse assunto, a IV Diretriz
Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose
elaborou um protocolo cuja finalidade principal é orientar os
profissionais de saude no atendimento de portadores com esse
desarranjo lipidico, na tentativa de prevenir a aterosclerose ou
reduzir suas complicagdes"”.
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Na Figura 3 é apresentada a distribuicdo do nimero de
componentes (fatores de risco) nos pacientes diagnosticados
como portadores da SM. Com relagéo aos resultados apurados,
é digno de nota que um numero maior de individuos apresentou
quatro fatores de risco para a SM, com uma média de idade de
60 anos (x 13 anos), confirmando outros trabalhos que
mostraram uma relagédo direta entre o aumento da idade e
consequente elevagdo dos constituintes de risco da SM.
Portanto, a medida que a idade avancga, os fatores de risco
tendem a se acumular em virtude de um reforgar a instalagdo do
outro®.

O trabalho de Rossini et al'’?, que contou com a
participacdo de 146 individuos, apresentou os seguintes
resultados com relagao a todos os fatores de risco observados:
com a associagao de trés deles havia 24,7%; os portadores de
quatro fatores responderam por 28,1% e com os cinco fatores
derisco foram encontrados 6,8% dos pacientes.

E importante destacar neste trabalho que, embora o
grupo portador de quatro fatores de risco fosse o maior
numericamente, formado por 30 pessoas, € 0 grupo com cinco
fatores fosse aquele que agregou uma populagédo menor, com
15 pessoas, uma avaliagdo mais minuciosa mostra que o0s
géneros feminino e masculino apresentaram divergéncias no
que diz respeito ao nimero de fatores de risco associados. Isso
significa que a sequUéncia dos fatores de risco descrita
anteriormente, ndo € a mesma para os homens e para as
mulheres (Figura 3).

Portanto, dentre os homens diagnosticados com SM
(n=13), um maior numero de individuos apresentou a
associagao de quatro fatores de risco, representando 62% da
populagdo masculina. A associagédo de cinco fatores de risco
também se apresentou elevada em homens, representando
31% desta populagao. A associagao de trés fatores de risco foi
observada em apenas um homem (7%).

Com respeito ao género feminino, a associagao dos
fatores de risco apresentou algumas diferengas em relagéo aos
homens. O grupo que possuia o maior numero de individuos
(n=22), assim como para os homens, também obteve a
associacao de quatro fatores de risco, representando 44% da
populagéo feminina. Em segundo lugar, no entanto, encontrou-
se a associagao de trés fatores de risco (34% da populagao
feminina), e finalmente o grupo feminino numericamente menor
apresentou a associacao de cinco fatores de risco (22% da
populagdo feminina). Com base nestes dados percentuais,
concluiu-se que o género masculino apresentou uma maior
combinacao de fatores de risco para a SM, quando comparado
as mulheres.

Segundo a literatura, ao se avaliar o risco do
desenvolvimento de doenga cardiovascular e diabetes,
relacionado ao numero de componentes para SM, concluiu-se
que o risco cardiaco é seis vezes maior quando quatro ou mais
componentes (fatores de risco) estiverem presentes no
individuo’.
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Conforme foi apresentado, a SM causa um transtorno
metabdlico que cronicamente promove, se ainda nao houver, a
instalagdo de hipertensao arterial, diabete mellitus 2, que
somados respondem por complica¢des cardiovasculares fatais.
Embora ndo existam pesquisas consistentes de grande
amostragem epidemioldgica a respeito deste assunto, isso ndo
otorna de menorimportancia ou insignificante.

Este trabalho se torna uma ferramenta importante para
incentivar o controle dos fatores de risco envolvidos no
desenvolvimento da SM. A elevada prevaléncia deste disturbio
metabolico ressalta a importancia de agdes especificas na area
de saude, focadas no controle de dislipidemias, hipertenséo,
obesidade e diabetes, principalmente entre a populagéo adulta
e sedentaria. Quanto aos profissionais da salde, cabe o
desenvolvimento de programas de conscientizagdo e
recomendacgdes que facilitem a adesao ao tratamento por parte
dos pacientes.
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(RESUMO - As infecgbes do trato urinario (ITU) estdo entre as infecgdes mais comuns na clinica médica e respondem a uma\
grande parte dos processos infecciosos, comunitarios e hospitalares. S&o caracterizadas pela invasao e multiplicagcao de
microrganismos nas vias urinarias, habitualmente, bactérias. Este trabalho teve como objetivo investigar as ITU no
municipio de Patos de Minas, em usuarios do Sistema Unico de Saude (SUS), no periodo de agosto de 2008 a abril de
2009, através de exames realizados no Laboratério Universitario de Analises Clinicas e Toxicoldgicas do Centro
Universitario de Patos de Minas - UNIPAM, ressaltando a idade, sexo e a prevaléncia dos microrganismos envolvidos e a
observacéao da resisténcia/sensibilidade dos microrganismos encontrados aos antimicrobianos, Ampicilina, Ciprofloxacina,
Norfloxacina, Nitrofurantoina e Sulfametoxazol-Trimetoprima. Dos 1.245 resultados de urocultura analisados, 201
(16,14%) apresentaram resultados positivos para ITU, sendo que 13,89% (173) foram do sexo feminino. A prevaléncia por
idade se apresentou, de 20 a 39 anos com 5,4% (65), seguido pela faixa etaria de 40 a 59, com 5,1% (63). Das uroculturas
positivas, a prevaléncia foi maior para as bactérias Gram negativas (BGN), 89% (179), sendo a E. coli, presente em 66%
(133) das amostras positivas. Ao analisar o perfil de sensibilidade, a Ampicilina apresentou-se sensivel (S) em 43% (86) e
53% (113) resistente; a Sulfa/trimetoprima S= 61% (122) e R=38% (76); Nitrofurantoina S=77% (154) e R=21% (43);
Norfloxacina S=71% (142) e R=28% (56); e o Ciprofloxacina S=75% (150), e R=24% (49). Assim conclui-se que 0 uso
indiscriminado de antimicrobianos acaba levando a resisténcia.

\Palavras Chave: Infecgao. Trato urinario. Escherichi coli. Antimicrobianos. ]

( SUMMARY - The urinary tract infections (ITU) is an extremely common condition that occurs in all ages, from newborns to\
the elderly. Accordingly, this work aims to investigate the ITU in the city of Patos de Minas, in users of the Sistema Unico de
Saude (SUS), from August 2008 to April 2009 in tests Laboratério Universitario de Analises Clinicas, emphasizing the age,
sex and prevalence of the microorganisms involved and the observation of resistance / sensitivity to antibiotics of
microorganisms found Ampicillin, Ciprofloxacin, norfloxacin, nitrofurantoin and trimethoprim-sulfamethoxazole . The 1245
results of urine culture tested, 201 (16.14%) showed positive results for ITU, with 13.89% (173) were female. The prevalence
by age is presented from 20 to 39 years with 5.4% (65), followed by the age of 40 to 59, with 5.1% (63). By analyzing the
profile of sensitivity, is presented Ampicillin sensitive (S) in 43% (86), 1% intermediate (I) and 53% (113) resistant; to Sulfa/
trimethoprim S = 61% (122), 1 = 1% (3) and R = 38% (76); Nitrofurantoin S = 77% (154), 1 = 2% (4) and R = 21% (43);
Norfloxacin S=71% (142), 1= 1% (3) and R = 28% (56), and Ciprofioxacin S =75% (150), 1= 1% (2) and R = 24% (49). Thus it
is concluded that the indiscriminate use of antibiotics has led to resistance.

\Keywords: Infection. Urinary tract. Escherichia coli. Antimicrobials }

INTRODUGAO

Ainfecgdo do trato urinario (ITU) € uma afecgéo
muito comum e responde a uma grande parte dos
processos infecciosos, comunitarios e hospitalares. E
caracterizada pela invasdo e multiplicagdo de
microrganismos nas vias urinarias, habitualmente,
bactérias.

No Brasil as ITUs sdo consideradas as mais
comuns das infecgdes bacterianas responsaveis por 80
em cada 1.000 consultas clinicas (DALBOSCO et al.
2003 apud MULLER; SANTOS; CORREA, 2008). Dai se
vé aimportancia das ITU para a Saude Publica.

Aprevaléncia varia de acordo com a faixa etaria.
E mais comum no sexo masculino, no primeiro ano de
vida, devido a maior prevaléncia de mal-formacdes

congénitas, como valvula de uretra posterior, mal-formagdes da
uretra. Apds tal periodo, passa a ser mais freqliente no sexo
feminino. Na idade pré-escolar, tende a ser de 10 a 20 vezes
maior em criangas do sexo feminino (VIEIRANETO, 2003). No
adulto, a frequéncia de ITU aumenta, também, com predominio
no sexo feminino, com picos de prevaléncia, no inicio, ou
relacionado com atividade sexual, na gestacdo e na
menopausa. A prevaléncia volta a aumentar no sexo masculino
apos a 52 e 62 década de vida, devido a problemas da prostata. A
menor prevaléncia de ITU, no sexo masculino, deve-se a fatores
anatémicos: uretra mais longa, atividade bactericida do fluido
prostatico e ambiente periuretral mais Umido. No sexo feminino,
além da uretra mais curta, ha, também, maior proximidade do
anus com a uretra e o vestibulo vaginal, o que possibillita a
colonizacdo destes por enterobactérias que, habitualmente,
causam ITU (HEILBERG; SCHOR, 2003).
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O tipo mais comum de ITU é a infeccdo da bexiga
urinaria, também conhecida como cistite. Outro tipo de ITU é a
infecgdo renal, conhecida como pielonefrite que € muito mais
grave. Embora elas causem desconforto, as infecgdes do trato
urinario geralmente sao tratadas rapidamente e facilmente com
tratamento com antimicrobianos adequados. Entretanto, o uso
inadequado de antimicrobianos vem se tornando um dos mais
graves problemas de Saude Publica, pela resisténcia
bacteriana adquirida. O frequente uso de agentes
antimicrobianos podem resultar na selecdo de bactérias
resistentes causando falhas terapéuticas importantes.

O diagnostico de ITU é feito através de exames,
diagnostico laboratorial, sintomatologia e do encontro de
bactérias na urina. A infecgao deve ser tratada precocemente e
com toda a atencdo. O tratamento deve ser especifico para
cada tipo de microrganismos infectante. A escolha do
antimicrobiano mais eficaz € baseada no Teste de Sensibilidade
aos Antimicrobianos (TSA) que analisa e quantifica a
susceptibilidade das bactérias aos medicamentos (MENEZES
etal., 2005).

Pelotto e Reis (2005) afirmam que a ocorréncia do
patégeno causador de ITU varia geograficamente e o perfil de
suscetibilidade requer monitoramento para fornecer
informacgdes para novas orientagdes de opgdes terapéuticas’

Segundo Zhang (2004 apud KOCH et al., 2008), no
Brasil, os antimicrobianos recomendados para o tratamento
empirico da ITU adquirida na comunidade em adultos séo
sulfametoxazol/Trimetoprima, quinolonas (norfloxacina ou
ciprofloxacina), cefalosporinas de 12 ou 22 geragoes,
amoxiciclina/clavulanato ou nitrofurantoina. No entanto, o
crescimento da resisténcia antimicrobiana dos uropatdégenos
deixa duvida sobre a validade dessas recomendacgdes.

A importancia desse trabalho consiste no fato de que,
através dele, sera feita a caracterizagdo das ITUs em um
Laboratério de Analises Clinicas no municipio de Patos de
Minas, ressaltando alguns fatores predisponentes a esta
patologia como idade, sexo a esta patologia, a prevaléncia dos
microrganismos mais envolvidos e a observagdo do
comportamento dos antimicrobianos frente a estas bactérias.

Este trabalho teve como objetivo investigar as
infecgdes do trato urinario (ITU) em um laboratério no municipio
de Patos de Minas no periodo de agosto de 2008 a abril de 2009
em exames, ressaltando a idade, sexo e a prevaléncia dos
microrganismos envolvidos e a observacdo da
resisténcia/sensibilidade dos microrganismos encontrados nos
exames aos antimicrobianos analisados: Ampicilina,
Ciprofloxacina, Norfloxacina, Nitrofurantoina e Sulfametoxazol-
Trimetoprima.

METODOLOGIA

O estudo desenvolvido foi do tipo retrospectivo de
corte transversal, no periodo de agosto de 2008 a abril de 2009.
Foirealizado através do levantamento de resultados de exames
de urocultura em usuérios do Sistema Unico de Satde (SUS),
usuarios estes encaminhados por demanda espontanea das
Unidades Basicas de Saude (UBS), ap6s consulta médica e
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suspeita de ITU. Os exames foram realizados no Laboratério
Universitario de Analises Clinicas e Toxicologicas do Centro
Universitario de Patos de Minas- UNIPAM, determinando a
prevaléncia de bactérias envolvidas nas ITUs diagnosticadas
laboratorialmente, bem como a idade e o sexo dos pacientes
acometidos e a resisténcia ou sensibilidade dos
microrganismos encontrados aos antimicrobianos (mais
vendidos no comércio/ prescritos): Ampicilina, Ciprofloxacina,
Norfloxacina, Nitrofurantoina e Sulfametoxazol-Trimetoprima.

Investigou-se ao todo 1.245 resultados de exames de
urocultura, sendo que nos resultados positivos foram
observados a espécie do patdégeno encontrado e os resultados
do TSApara os antimicrobianos analisados.

Foi concedida autorizagao pelo Diretor da Faculdade
de Ciéncias da Saude do Centro Universitario de Patos de
Minas (FACISA/UNIPAM) e do Diretor Técnico do Laboratério
Universitario de Analises Clinicas e Toxicoldgicas
(LUACT/UNIPAM) desta mesma instituicdo, para acesso a
todos os registros de urocultura e antibiograma realizados neste
periodo.

Inicialmente, foi elaborada a estrutura de um banco de
dados no programa Excel (versao 2007), esta estrutura permitiu
que os dados coletados fossem imediatamente digitados, de
forma a favorecer sua analise.

Obteve-se a estimativa de uroculturas positivas e
negativas analisadas segundo as variaveis do estudo. Para
analise, os resultados foram expressos em numero absoluto e
em porcentagens.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 1.245 dados coletados para este estudo, no
periodo de agosto de 2008 a abril de 2009, 16,14% (201)
apresentaram resultados de uroculturas positivas e 83,86%
(1.044) de uroculturas negativas (Figura 1).

A infec¢do do trato urinario € uma das doengas mais
comuns. A prevaléncia verificada nesse trabalho se assemelha
a outros trabalhos descritos, como o de Muller, Santos e Corréa
(2008), realizado no Laboratério de Analises Clinicas da
Universidade Paranaense - Umuarama (PR), onde foi
identificado 15,85% (n=52) de resultados positivos, sendo
14,64% (n=48) em mulheres; ao trabalho de Kazmirczak,
Giovelli e Goulart (2005), desenvolvido no Municipio de Guarani
das Missdes, onde foram analisados 226 exames, dos quais 52
(23%) apresentaram amostras positivas, acometendo
principalmente individuos do sexo feminino (90% dos casos de
ITU); e ao trabalho de Pelotto e Reis (2005), realizado na cidade

84%
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Figura 1 — Porcentagem de uroculturas positivas e negativas,
LUACT/UNIPAM, 2009.
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de Goiania (GO), onde, das 442 amostras analisadas, houve 78
(17,6%) resultados positivos para infec¢do do trato urinario.

A Figura 2 mostra a distribuicdo da freqiiéncia de
uroculturas positivas e negativas relacionadas com o sexo da
populagdo amostrada. Foi detectada uma freqiiéncia maior de
positividade no sexo feminino, com 17,2% (173). Este dado
pode ser explicado pelo fato de as mulheres serem mais
susceptiveis a este tipo de infecgéo por diversos fatores, dentre
eles, fatores associados ao comprimento da uretra e sua
localizagao préxima da abertura anal, facilitando, dessa forma,
acontaminacgao por bactérias.

Porém essa diferenca de 12% para 17%, ndo é
estatisticamente significativa. Em estudo realizado por Mora et
al. (2008), no Municipio Flor do Sertdo- Santa Catarina, das 126
uroculturas analisadas, 35% foram positivas, destas 89%
pertenciam ao sexo feminino e em relagdo a idade dos
pacientes avaliados, a maioria se concentrou entre 20 a 30
anos (25%).

Em relacdo as associacdes entre a faixa etaria e
positividade, relatadas na figura 3, pode ser verificado que a
maior prevaléncia ocorreu entre as idades de 20 a 59 anos. Foi
observado uma frequéncia de 5,4% (65) na faixa etaria 20 a 39
anos e na de 40 a 59 anos, de 5,1% (63). As menores
frequéncias encontram-se na faixa etaria acima de 80 anos,
com1,2% (15)

Segundo Schaechter et al. (2002), 20% das mulheres
ja sofreram algum episédio de infec¢do urinaria ao atingir 30
anos de idade. Heilberg e Schor (2003) complementam que
48% das mulheres apresentam pelo menos um episddio de ITU
ao longo da vida, relacionada principalmente a atividade
sexual, a gestacdo ou a menopausa.

No sexo masculino as infecgdes urinarias sdo menos
comuns, isso se deve principalmente ao tamanho da uretra, que
€ bem maior que a do sexo feminino e, segundo Kazmirczak,
Giovelli e Goulart (2005), pode também estar relacionado a
quadros de hipertrofia prostatica, que obstruem o fluxo urinario
causando esvaziamento vesical incompleto e,
consequentemente, ainfec¢ao urinaria.

Na Figura 4 estad representada a porcentagem de
positividade em uroculturas relacionada com a caracteristica
bacteriana quanto a técnica de coloragao do Gram. Verificou-se
89% (179) dos resultados de uroculturas positivas estdo
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Figura 2 — Prevaléncia de positividade de uroculturas em relagao
ao sexo da populagdao amostrada, LUACT/UNIPAM, 2009.
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relacionados a Bastonetes Gram negativos (BGN) e 11% (22) a
Cocos Gram positivos (CGP).

Estes resultados se assemelham aos obtidos por
Pelotto e Reis (2005), que identificaram que em 85,9% das
uroculturas positivas o agente causadorda ITU era BGN.

Com relagéo a piuria, urocultoras positivas, (Figura 5)
este trabalho apresentou resultados de 20,8% (42) das
uroculturas positivas com até 6 piocitos por campo e 79,2%
(159) com uroculturas positivas contendo acima de 6 pidcitos
por campo. Ja em relagéo as uroculturas negativas, 93,9% (980)
apresentaram numero de pidécitos inferiores a 6 por campo e,
6,1% (64), apresentaram a acima de 6 piocitos por campo.

Segundo Riccetto (2004), dentre os indicativos de
contaminagao bacteriana da urina no momento da coleta pode-
se destacar a presenca de quantidades expressivas de células
epiteliais, escamosas na microscopia do sedimento urinario
(indicativas de contaminagéo a partir do intréito vaginal ou
prepucio). O achado de leucocituria ou piuria no exame do
sedimento urinario, com mais de 6 leucécitos por campo de
grande aumento, é indicativo de inflamagao. O referido autor
afirma também que na maioria dos casos de infecgao urinaria o
achado de leucocituria vem acompanhado pela presenca de
bacteriuria, e € importante lembrar que o achado de pilria sem a
presencga de bacteriuria deve fazer-nos pensar na possibilidade
de contaminacgao na coleta como frasco coletor contaminado,
contato da amostra com a agua do vaso sanitario, dentre outras,
ou tuberculose do trato urinario.

Riccetto (2004) afirma que piuria significativa pode
estar ausente em 23 a 50% dos casos de ITU. Além de ITU,
piuria pode ser observada em criangas com desidratagéo grave,
apendicite, injuria quimica do trato urinario e glomerulonefrites.
A tuberculose renal também causa piuria. Cilindros piocitarios
sugerem pielonefrite.

A conversao de nitrato em nitrito sugere bacteridria e
esta sugere ITU por BGN. Quando foi avaliada presenca de
nitrito nas amostras analisadas, verificou-se que em 100% das
uroculturas positivas foram isoladas alguma espécie de
Enterobactérias.

A andlise da Figura 6 mostra que dos 133 (66%)
achados para E. coli nos resultados positivos de uroculturas,
119 (59%) pertencem ao sexo feminino, seguida por Klebsiella
sp., com20(10%), onde 18 (9%) pertencem ao sexo feminino e,
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Figura 3 — Freqiiéncia de uroculturas positivas e negativas
por faixa etaria, LUACT/UNIPAM, 2009.
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por Enterobacter sp., 13 (6,5%). Apresentam menor freqiiéncia
o Sthaphylococcus saprophyticus 6%, Proteus sp. 3,5% (7), e
Streptococcus agalactiae com 3%°, do total de positivos. As
outras espécies encontradas nao obtiveram porcentagem maior
que 1,5% cada.

Detectou-se que das espécies bacteriana, a E. coli
(BGN) obteve uma porcentagem superior as demais as
espécies encontradas, mas também foi notavel entre os CGP os
Sthaphylococcus saprophyticus, Streptococcus agalactiae e o
Enterococcus sp. tiveram uma prevaléncia significativa. Em
andlise individual das espécies, o Streptococcus agalactiae
mostrou-se com taxa de freqiiéncia no sexo feminino idéntica a
freqliéncia geral, provavelmente por colonizar o canal vaginal.

Segundo trabalho realizado por Pelotto e Reis (2005),
em um total de 442 amostras, a porcentagem de E. colitem sua
referéncia em 67,9% (53) dos casos. Esse resultado é bastante
similar ao obtido na presente pesquisa, onde, no total de 1245
amostras, 66% (133) foram positivas para E. coli. Porém, a
Klebsiella sp. ficou bem aumentada, de 3,8% (3), identifica no
trabalho realizado pelos autores citados, para 10% (20) obtidos
na presente pesquisa. Com relacdo a positividade do
Streptococcus agalactiae, no trabalho desenvolvido por Pelloto
e Reis (2005), 3,8% (3) das amostras foram positivas, valor esse
que se aproxima muito bem do relatado no presente trabalho,
que é3% (6).

E valido lembrar que, dentre os 11% de CGP, os
Sthaphylococcus saprophyticus obtiveram um indice de 6%
(12) do total de positivos, onde tem sido apontado como
segunda causa mais frequente de ITU ndo complicada. O
diagnostico de ITU por S. saprophyticus é por vezes dificil, pelo
fato de apresentar um crescimento muito lento em urocultura e
também porque este agente pode ser confundido com outros
Staphylococcus como o coagulase e DNAse-negativo, saprofita
da flora comensal do trato urinario, mucosas e pele, como o
Staphylococcus epidermidis. O que o diferencia deste Ultimo é a
resisténcia ao antimicrobiano Novobiocina e ao Acido
Nalidixico. Nas ITUs complicadas, a prevaléncia de
Pseudomonas é maior e de gram-positivos resistentes como
Enterococcustambém (HEILBERG; SCHOR, 2003).

O estudo da caracterizagao do perfil de sensibilidade
dos patégenos bacterianos, representado na figura 7, mostra
altas taxas de resisténcia a ampicilina 56% (113) e
sulfametoxazol/Trimetoprima 38% (76).

Varios estudos tém reportado taxas semelhantes para
ampicilina. Pelotto e Reis (2005) afirmam que os
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Figura 4 - Porcentagem de positividade em uroculturas relacionada
com a caracteristica bacteriana quanto a técnica do Gram,
LUACT/UNIPAM, 2009.
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microrganismos Gram-negativos se mostraram resistentes em
maior indice a ampicilina (72,7%), em seu estudo em pacientes
ambulatoriais na cidade de Goiania,GO.

Segundo os mesmos autores, mesmo apresentando
uma alta concentragao urinaria, o uso desse antimicrobiano néo
é recomendados para tratamento das ITUs por causa da
resisténcia e alta recorréncia, quando comparados a outros
agentes. Esta resisténcia é justificada principalmente pela
produgao de Beta-lactamases e por alteragdes nas proteinas de
ligagéo das penicilinas (PBPs) das bactérias.

A sulfametoxazol/Trimetoprima foi durante muito
tempo uma das principais opg¢des terapéuticas para o
tratamento de infecgdes urindrias, no entanto, tem sido
detectada uma diminui¢ao na sua atividade, provavelmente em
decorréncia principalmente do uso indiscriminado, uso empirico
e mais varios fatores ndo tdo importante quanto esses.Para
Zhang (2004 apud KOCH et al., 2008), na maioria dos pacientes
que apresentaram resisténcia bacteriana in vitro a
sulfametoxazol-trimetoprima ou trimetoprim isso ocorreu
porque os mesmos foram tratados empiricamente com esses
antimicrobianos.

Bail, Ito e Esmerino (2006) dizem que a resisténcia ao
sulfametoxazol/trimetoprima tem aumentado em todo o mundo,
mesmo nas infecgdes comunitarias, o que limita seu uso como
antimicrobiano empirico.

Chama a atencao o fato de que esses antimicrobianos
sdo justamente aqueles mais indicados para o tratamento
empirico de ITU adquirida na comunidade em adultos. Esses
dados indicam que o emprego frequiente dos antimicrobianos foi
provavelmente o fator responsavel pelo surgimento de
resisténcia antimicrobiana. Estes resultados sao alarmantes,
indicando a necessidade de uso mais racional dos
antimicrobianos no Brasil (ZHANG, 2004 apud KOCH et al.,
2008).

A Nitrofurantoina, no presente trabalho, apresentou
um exelente indice de sensibilidade de 77% (154), porém sua
resisténcia vem aumentando, como pode ser visto neste
trabalho, mesmo com uma boa porcentagem de sensibilidade,
sua resisténcia tem aumentado consideravelmente 21% (43).
Isso também foi evidenciado por Blatt e Miranda (2005), onde foi
identificada resisténcia de 22,2% a Proteus spp, 24% a
Klebsiella spp, mas teve bom resultado para E. coli.

As quinolonas testadas, Norfloxacina e Ciprofloxacina,
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Figura 5 - Relacéo da presenca de pidcitos, LUACT/UNIPAM, 2009.
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exibem excelente potencial in vitro. Entretando, esses
compostos apresentam uma baixa taxa de sensibilidade (77,5 -
78,6%), como apontado por Mimica et al.(2001). De um modo
geral, continuam sendo boas opgdes terapéuticas, pois
apresentam baixa taxa de resisténcia e uma grande
sensibilidade, apresentando um bom resultado ao tratamento e
se tornando, muita das vezes, de primeira escolha para
tratamento de ITU, segundo Bail, Ito e Esmerino (2006). O
antimicrobiano mais prescrito empiricamente foi a Norfloxacina.

Com relagdo aos antimicrobianos com maior
prevaléncia de sensibilidade, como o Ciprofloxacina e o
Norfloxacina, Heilberg e Schor (2005) afirmam que a
sensibilidade das antigas e novas quinolonas fazem com que
elas sejam mais indicadas para tratamento de infec¢des néo
complicadas e também na profilaxia, uma vez que possuem
amplo espectro e alta adesdo de tratamento, reduzindo as
chances de ITUs se tornarem complicadas.

Em um estudo feito por Bail, Ito e Esmerino (2006), na
Santa Casa de Misericordia de Ponta Grossa, a norfloxacina
apresentou uma das melhores taxas de susceptibilidade para
Escherichia coli (88,4%) e outras enterobactérias (94,1%) de
origem comunitaria e uma discreta taxa inferior entre os
isolados hospitalares (Escherichia coli 84,2% e outras

Enterobactérias 87,5%). Isto demonstra a grande adeséo do
tratamento pelas fluoroquinolonas.

Aresisténcia para as fluoroquinolonas tém aumentado,
possivelmente pelo uso intenso desses farmacos no tratamento
das infecgdes urinarias. Com o aumento da resisténcia a varios
antimicrobianos, e como ja dito, os excelentes resultados
obtidos em relagéo ao uso das fluoroquinolonas, de alguma
maneira tornaram seu uso indiscriminado.

Como por exemplo, quando em um teste de
antibiograma uma bactéria mostra-se sensivel a um
antimicrobiano ja usado para ITU ha mais tempo, mesmo que
este apresente taxa de resisténcia grande, para este referido
teste ndo foi, sendo que com a confirmagao do teste, esse
comumente usado seria de grande eficacia no tratamento,
evitando o uso de variados antimicrobianos, consequientemente
evitando também as resisténcias.

Devem-se reservar as quinolonas de maior espectro
como a Ciprofloxacina para uso em caso de impossibilidade de
uso das outras drogas para nao induzir resisténcia. A
Ciprofloxacina é especialmente util em pielonefrite de moderada
severidade, pois sua penetragdo tecidual é superior a da
Norfloxacina (HEILBERG; SCHOR,2003).
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CONCLUSAO

O presente estudo foi realizado a partir dos dados de
resultados dos exames de urocultura realizados no Laboratério
Universitario de Analises Clinicas e Toxicolégicas do Centro
Universitario de Patos no periodo de agosto de 2008 a abril de
2009, envolvendo um total de 1.245 amostras. Com base nos
resultados obtidos, podem-se alistar varias conclusbes a seguir:

¢ AITU éuma patologia mais diretamente relacionada as
mulheres, pois dos 1245 exames de urocultura, 13,89% (113),
dos 16,14% (201) de casos positivos foram presente no sexo
feminino;

e A faixa etaria de 20 a 39 anos apresentou maior
numerode ITU;

e Das uroculturas positivas, a prevaléncia foi maior para
as BGN 89% (179), sendo a E. coli 66% (133) a principal
responsavel pela ITU;

¢ Comrelagao de pilria e bacteriuria os resultados foram
de 20,8% (42) das uroculturas positivas com até seis piocitos
por campo, e 79,2% (159) com acima de seis pidcitos por
campo.

e Em relagdo aos antimicrobianos, destaca-se uma
grande resisténcia a Ampicilina 53% (113) e sulfa/Trimetoprima
38% (76), Norfloxacina 28% (56) e Ciprofloxacina 24% (49).

Os resultados encontrados no presente estudo
servirdo de referéncia e alerta aos profissionais de saude,
devido a grande importancia de fatores relacionados a
resisténcia bacteriana. A pesquisa favorece a reflexdo sobre a
maneira correta e a necessidade especifica de cada caso de
ITU, para utilizagdo do antibiético mais apropriado. Arealizagdo
de testes como o antibiograma, para tratamento das ITUs e,
consequentemente, a utilizagdo do antimicrobiano mais
apropriado evitam o uso indiscriminado, que acaba levando a
resisténcia, fato evidente entre as fluoroquinolonas, que tém
apresentado indices cada vez maiores de resisténcia.

RBAC, vol. 43 (2): 110-115, 2011
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Envolvimento das quimiocinas CCL2 e CCL5
na patogénese do cancer de mama

Involvement of CCL2 and CCL5 chemokines
in breast cancer pathogenesis

Alissana Ester lakmiu Camargo', Thiago Cezar Fuijita®, Kalil William Lima’, Mateus Nobrega Aoki’ &
Maria Angelica Ehara Watanabe®

(RESUMO - No Brasil, o cancer de mama é o que mais causa mortes entre as mulheres com um risco de 51 casos a cada\
100 mil mulheres. Ametéastase, principal causa de morte pelo cancer de mama, é dirigida a uma variedade de 6rgaos vitais,
como 0ssos, pulmdes, cérebro e figado. Ocorre quando células tumorais geneticamente instaveis adaptam-se ao
microambiente do tecido que esta distante do tumor primario. A natureza heterogénea da metastase no cancer de mama
dificulta ndo apenas a cura, mas também a estimativa dos fatores de risco. Adisseminagéo das células tumorais é realizada
através da circulagdo sanguinea sistémica atingindo outros érgaos. Tem sido verificado que essas células utilizam-se da
expressao dos receptores de quimiocinas, para encontrar 6rgdos alvo que produzem um particular conjunto de
quimiocinas. Mais recentemente, foi estabelecido que as células do cancer aproveitam-se da sinalizagdo através dos
receptores para quimiocinas para a iniciagao e progressao do tumor primario e da metastase. Embora grande numero de
moléculas tenha sido implicada na metastase do cancer de mama, o mecanismo exato que determina a direcédo da
migracao parece incerto. Tem sido demonstrado que CCL2 e CCL5 estao expressos em grande quantidade pelas células
tumorais do cancer de mama e s&o a causa da malignidade e metastase neste 6rgéo. Aexpressao dessas duas quimiocinas
pelas células do tumor de mama acompanha eventos de transformagao maligna, e esta associada com o curso avangado e
progressao da doenga. Desse modo, varios estudos sugerem que a determinagao e o prognostico das quimiocinas CCL2 e
CCLS5 sera de grande para uma melhor identificagéo do risco de progresséo e determinagao das implicagbes terapéuticas
em pacientes com cancer de mama.

\Palavras-chave: Cancerde mama, metastase, quimiocina, CCL2 e CCL5. }

( SUMMARY - In Brazil, breast cancer is the major cause death among women with a risk of 51 cases to 100 thousand\
women. The metastasis, the main cause of death by breast cancer, is directed to a variety of vital organs such as bones,
lungs, brain and liver. Occurs when genetically unstable tumor cells adapt to the microenvironment of the tissue that is distant
from the primary tumor. The heterogeneous nature of metastasis in breast cancer is difficult not only for the definition of cure
for this disease, but also to estimate their risk factors. The spread of tumor cells is achieved through the systemic
bloodstream to reach other organs. It has been verified that these cells are used the expression of chemokine receptors to
find on target organs that produce a particular set of chemokines. It was established that the cancer cells use the signaling
through the receptors for chemokines in the initiation and progression of primary tumor and metastasis. Although large
number of molecules has been implicated in metastasis of breast cancer, the exact mechanism that determines the direction
of migration seems uncertain. In a review conducted recently, the authors argue that CCL2 and CCL5 are expressed in large
amounts by tumor cells of breast cancer and are the cause of malignancy and metastasis in this organ. The expression of
these chemokines by the tumor cells of breast accompanying events of malignant transformation, and is associated with the
advanced course and progression of disease. Thus several studies suggest that the determination and validation of the
prognostic value of the chemokines CCL2 and CCL5 will be of great value for better identification of risk of progression and
determine the therapeutic implications in patients with breast cancer

\Keywords: Breast cancer, metastasis, chemokine, CCL2 and CCL5. }

INTRODUGAO

No Brasil, o cadncer de mama é o que mais causa
mortes entre as mulheres, sendo que o nimero de novos
casos de cancer de mama estimado para o ano de 2008
foi de 49.400, com um risco de 51 casos a cada 100 mil
mulheres (Brasil™).

O cancer de mama é uma doenga
clinicamente heterogénea. Aproximadamente 10 a 15%
dos pacientes com cancer de mama tém uma doenca

agressiva e desenvolve metastase a distancia dentro de trés
anos depois da deteccao inicial do tumor primario. No entanto, a
manifestagédo dos sitios de metastase a distancia depois de 10
anos ou mais nao € incomum. Portanto pacientes com cancer de
mama correm o risco de manifestacao de metastase por toda
vida. Anatureza

heterogénea da metastase no cancer de mama é
dificultosa ndo apenas para a definicdo da cura para essa
doencga, mas também para estimar os fatores de riscos para
metastase (Weigelt™).
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A metastase, principal causa de morte pelo cancer
de mama, é dirigida a uma variedade de 6rgaos vitais, como
ossos, pulmdes, cérebro e figado (Lu & Kang®). A metastase
ocorre quando células tumorais geneticamente instaveis
adaptam-se ao microambiente do tecido que esta distante do
tumor primario. Esse processo envolve uma selegdo de
caracteristicas que sao vantajosas para células do céncer e
concomitantemente recrutam caracteres do estroma tumoral
que acomoda a invasao para as células metastaticas. (Gupta &
Massagué™).

A disseminagdo sistémica de células tumorais é
considerada um processo organizado, tendo em vista que
certas malignidades tém tendéncias a metastizar para 6rgaos
distantes especificos, sugerindo um papel crucial do
microambiente do 6rgéo para a localizagéo e desenvolvimento
de células metastaticas (Tait").

Lu e Kang® propuseram um modelo integrado de
organotropismo na metastase do cancer de mama. Células
progenitoras do céncer de mama s&o derivadas da
transformagédo oncogénica de células progenitoras mamarias
normais. As células do tumor primario devem desenvolver
programas genéticos para o organotropismo na metastase ou
permanecer no tecido primario ou adquirir habilidade
metastatica para tornar-se uma célula progenitora do cancer de
mama. A disseminagdo das células tumorais do cancer de
mama é realizada através da circulagcdo sanguinea sistémica
atingindo outros 6rgdos. As células tumorais utilizam-se da
expressao dos receptores de quimiocinas para encontrar
orgdos alvo que produzem um particular conjunto de
quimiocinas. Adicionalmente, a especificidade do 6rgéo alvo é
definida pela ligagédo das células tumorais as células endoteliais
via um conjunto de moléculas de adeséo.

As quimiocinas sdo uma familia de citocinas proé-
inflamatdrias, e seus receptores regulam uma variedade de
respostas imunes nas infec¢des, inflamagédo e no reparo
tecidual. Além de controlarem o trafego das células imunes, as
quimiocinas também regulam a migracdo de muitos tipos
celulares na embriogénese. Mais recentemente, foi
estabelecido que as células do cancer aproveitam-se da
sinalizagéo através dos receptores para quimiocinas para a
iniciacao e progressao do tumor primario e da metastase. Em
particular, a quimiocina CXCL12 e seu receptor CXCR4 séo téo
importantes para o tumor primario e a metastase no cancer de
mama, assim como para outros tumores malignos nos pulmdes,
cérebro e prostata (Lucker & Lucker®).

Embora, grande numero de moléculas tenha sido
implicada na metastase do cancer de mama, o mecanismo
exato que determina a dire¢cdo da migracao parece incerto. Para
Zlotnik’, pode-se explorar mais precisamente as implicagbes
que a expressao dos receptores de quimiocinas podem
apresentar em pacientes com cancer e a medida da expressao
dos receptores de quimiocinas em amostras de tumores que
tem o potencial de se tornar um biomarcador de relativa
agressividade tumoral.

Valdivia-Silva®* submeteram células da linhagem
MCF-7 a um microambiente inflamatério usando as citocinas IL-
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1, TNF-a, IL-6 e IFN-y e demonstraram uma aumentada
expressdao de cinco receptores de quimiocinas (CXCR4,
CXCR2, CCR9, CCR5 e CX3CRH1), dependendo da citocina
inflamatdria usada na cultura, e observou aumentada migragéo
aos respectivos ligantes para os receptores associados ao
tumor.

A elevada expressdo de CXCR4, VEGF e MMP-9
apresentou uma correlagdo significativa com fatores
clinicopatoldgicos e o estado dos linfonodos em uma série de
canceres de mama de pacientes que passaram por cirurgia em
trabalho realizado por Hao®. Ademais, as expressdes
concomitantes de duas dessas moléculas tiveram maior
correlagdo com metastase nos linfonodos do que cada uma
delas isoladamente, e a expressao combinada de todos os trés
marcadores mostraram-se fortemente relacionada com
metastase nos linfonodos.

Em reviséo realizada por Soria e Bem-Baruch®, os
autores afirmam que CCL2 e CCL5 estao expressos em grande
quantidade pelas células tumorais do cancer de mama e séo a
causa da malignidade e metastase neste 6rgdo. A expressao
dessas duas quimiocinas pelas células do tumor de mama
acompanha eventos de transformagdo maligna, e esta
associada com o curso avancado e progressao da doenga.
CCL2 e CCL5 também estéo expressas no

microambiente do tumor primario e em sitios
metastaticos, desempenhando grande papel na promogao do
estabelecimento do tumor e propagacdo da célula tumoral,
levando a metastase. O presente trabalho tem como objetivo
apresentar uma revisao sobre o envolvimento das quimiocinas
CCL2 e CCL5 na patogénese do cancerde mama. .

Quimiocinas

As quimiocinas foram estabelecidas como citocinas
quimioatraentes em 1992 apdés o Encontro Internacional de
Imunologia em Budapest (Lindley*). As quimiocinas constituem
uma grande familia de mediadores inflamatérios e
imunologicos, e apresentam similaridade com as citocinas, bem
como diferengas claras. Assim, como as citocinas, as
quimiocinas sao proteinas secretérias produzidas por
leucécitos e células teciduais constitutivamente ou apods
inducao, e exercem seus efeitos localmente de forma autdcrina
ou paracrina. Entretanto, as quimiocinas sdo muito menores
que as citocinas e desempenham sua atividade via receptores
com sete a-hélices transmembrana acoplados a proteina G, os
quais s&o tipicos para atragéo de leucdcitos (Baggiolini®).

Quimiocinas s&o constituidas de 70 a 130
aminoacidos com quatro residuos de cisteina conservados
(Baggiolini"®). Como proteinas secretorias, sdo sintetizadas
com uma sequéncia guia de 20-25 aminoacidos, a qual é
retirada antes de sua liberagao. Duas familias principais, CXC e
CC, também conhecidas como e quimiocinas, sdo distinguidas
de acordo com a posi¢cdo dos dois primeiros residuos de
cisteina, os quais sao separados por um aminoacido variavel
(CXC) ou sao adjacentes (CC). As cisteinas formam duas

pontes dissulfeto (Cys1—-Cys3 e Cys2 —»Cys4), o que confere as
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quimiocinas sua estrutura tri-dimensional. As pontes dissulfeto
mantém as regides amino terminais juntas, o que é essencial
para sua atividade biolégica (Baggiolini®).

Uma nomenclatura sistematica para as quimiocinas
e para seus receptores se tornou necessaria com a descoberta
de muitas moléculas novas. Esta classificagdo (Zlotnik &
Yoshie®™) baseia-se no principio estabelecido para os
receptores na Conferéncia Gordon em Citocinas Quimiotaticas
de 1966. Os receptores sédo definidos como CXC, CC, XC e
CX3C, seguidos pela letra R (receptor) e um numero. As
quimiocinas séo definidas seguindo o mesmo padrao, baseado
em sua estrutura, seguidas pela letra L (ligante) e pelo niumero
de seu gene. Enquanto que a nomenclatura sistematica tem
sido adotada para os receptores, a maioria das quimiocinas
ainda é distinguida por seus nomes tradicionais (Baggiolini®).

Em solugdes concentradas, diversas quimiocinas se
associam para formarem dimeros (Clore”, Baldwin®). A
estrutura geral dos dimeros é diferente para quimiocinas CXC e
CC. Originalmente, acreditava-se que interagiam com seus
receptores através de mecanismos distintos, entretanto,
descobriu-se que a tendéncia de formarem dimeros varia, e que
algumas quimiocinas séo sempre monoméricas, como a MCP-3
(Kim®).

Cancer de mama ¢é caracterizado por um padrao
metastatico distinto, envolvendo linfonodos, medula éssea,
figado e pulmdo. A migragdo das células tumorais e
metastaticas tem muita semelhanga com o trafego de
leucocitos, que é regulado por quimiocinas e seus receptores
(Muller*).

As quimiocinas podem influenciar indiretamente na
angiogénese por modulagao do recrutamento de leucécitos. No
cancer de mama, células epiteliais cancerosas produzem
fatores soltveis que induzem infiltragcao de células da linhagem
monocitica que produzem um repertério de quimiocinas CXC
(CXCL1,2,3,5,7e8) (Balkwill", Bottazzi").

A permeabilidade vascular tem sido mostrada ser
um preditor independente do estagio de patologia em muitos
canceres solidos. Neovascularizagdo € essencial para o
crescimento de tumores acima de 1-2 mm. A angiogénese
ocorre pelainfluéncia do perturbado e importante balango entre
fatores angiogénicos e angiostaticos (Ali°). A angiogénese esta
correlatada a elevada incidéncia de metastase e um periodo de
sobrevivéncia menor (Kato”; Weidner **).

A expressao dos receptores de quimiocinas pode
definir subtipos de linfocitos T. Além disso, linfocitos T periféricos
maduros expressam diferentes receptores de quimiocinas
dependendo do seu fenétipo funcional. Por exemplo, células T
helper 1 (Th1), que sintetizam interleucina-2 e interferon gama,
e mediam a ativagao de fagocitos, expressam CXCR3, CCR2 e
CCR5. Linfocitos T helper 2 (Th2), que produzem interleucina-4,
interleucina-5 e sdo mediadores da produgdo de anticorpos
pelos linfocitos B, expressam CCR3, CCR4 e CCR2. Estas
diferengas determinam, em parte, o tipo de resposta imune que
ird se desenvolver em um sitio de inflamagéo (Sallusto”,
Wallace").

Os macrofagos associados a tumores sao
importantes no desenvolvimento do cancer. Niveis elevados de
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macréfagos nos tumores estéo frequentemente relacionados
com progndstico ruim (Lin®).

As quimiocinas constituem, portanto, uma
superfamilia de citocinas pro-inflamatérias que estéo
implicadas na progressé@o tumoral, modulando n&o apenas a
resposta imunolégica tumor-especifica, mas também
angiogénese ou ainda invasdo e a proliferacdo de células
tumorais (Baggiolini’, Rossi*, Muller®).

CCL2e CCL5emcancerde mama

A quimiocina normalmente expressa e secretada por
célula T, cuja regulacéo é feita sob ativacdo denominada de
RANTES (Regulated upon activation, normal T cell expressed
and Secreted) é atualmente conhecida como CCL5 (ligante da
quimiocina da familia CC). Esta quimiocina € bem conhecida
devido a sua atividade no contexto imunolégico onde induzem a
mobilizagdo dos leucdcitos. A quimiocina CCL2 (também
denominada de MCP1) e CCL5 sao atuantes principalmente
nos processos inflamatérios estimulando a migragdo primaria
de mondcitos e linfécitos para os locais de lesdo tecidual ou
inflamag&o (Zlotnik®). Esta quimiocina pode estar expressa
constitutivamente em células ndo estimuladas.

As quimiocinas inflamatérias primariamente CCL2
(MCP-1) e também CCL5 (RANTES) promovem a migracao de
mondcitos aos tumores (Ben-Baruch').

A CCL2 esta presente tanto em células epiteliais
cancerosas quanto em células do estroma, tais como
macréfagos (Ueno®, Saji*’) o qual estd associado com o
aumento do recrutamento de macréfagos associados ao tumor
e neovascularizagdo no cancer de mama (Chavey®, Saji®,
Balkwill®). A CCL2 esta relacionado a atividade do endotélio
portanto, é razoavel especular o eixo CCL2/CCR2 pode afetar
0s componentes vasulares e estromais do tumor para fornecer
beneficios ao paciente (Ali°).

Ueno et al.*® evidenciaram a expressdo de CCL2
correlacionada com VEGF, TNF-alfa e CXCL8 nas amostras de
cancer de mama. Ja Azenshtein et al.® mostraram que CCL2 e
CCL5 aumentam a secregcao de CXCL8 em mondcitos, mas ndo
em células tumorais de mama.

A quimiocina CCL5 tem sido relacionada com a
progressao de uma série de canceres, podendo estar induzindo
metastase no cancer de mama (Vaday™).

Especificamente na mama, tem sido sugerido que
CCL5 e CCL2 auxiliam na malignidade. Em pacientes com
cancer de mama, parametros tais como doenga avangada,
recidiva precoce e prognostico ruim sdo significativamente
correlacionados com a elevada incidéncia e expressdo dos
niveis de cada uma das duas quimiocinas nas células tumorais,
tanto em bidpsias mamarias, como também no soro (Gali).
Além disso, resultados recentes indicam que, em pacientes com
cancer de mama no estadiamento Il, a CCL5 é um confiavel e
altamente significativo preditor da progressdo da doenga,
especialmente quando combinada com a diminuicdo ou
auséncia de um receptor a de estrogénio (Yaal-Hahoshen®), o
qual é utilizada na clinica como um marcador para prognostico
ruim em cancer de mama (Gali*').
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A evolugdo de canceres de mama humanos é
intimamente regulado por niveis de estrégenos (Dickson™). Em
roedores, o estrogénio tem demonstrado diminuir
significantemente os niveis de quimiocinas CCL2 e CCL3 em
tecido mamario murino, e essa regulagdo é parcialmente
anulada pelo co-tratamento com 4-hidroxitamoxifeno
(antagonista estrogénico)* (Fanti®).

Kanda et al.”’ realizaram a transfeccdo do receptor
de estrogénio beta (ER-beta) em células SKBR3 e
evidenciaram também a diminui¢cao da regulagao da atividade
promotora de CCL2 na presenca de estrogénios.

Robinson* demonstrou que animais inoculados com
linhagens tumorais de mama apresentam uma produgéo de
CCL5 elevada e os leucdcitos infiltrados apresentam receptores
CCR5. A administragao de antagonista para este receptor
nestes animais proporcionou regressdo significativa no
tamanho dos tumores, indicando uma participacao direta da
ativagdo da CCR5 com crescimento de tumores de mama.

Soria e Bem-Baruch” estudaram o envolvimento
das quimiocinas CCL2 e CCL5 em cancer de mama. Sabendo-
se que células precursoras mesenquimais e osteoblastos do
microambiente tumoral expressam CCL2 e CCL5, essas
quimiocinas estdo envolvidas no processo metastatico em
cancer de mama, as quais atuam diretamente sobre as células
tumorais, promovendo o fendtipo maligno, atuando nas
propriedades relacionadas ao aumento de migragao e invasao
destas células. Portanto, esses autores sugerem que CCL2 e
CCL5 como mediadores inflamatérios com atividade pro-
maligna e devem ser considerados como alvo terapéutico em
potencial.

Pinilla® mostrou, pela primeira vez, que as células
tronco mesenquimais, derivadas do tecido adiposo humano,
podem estimular as células do cancer de mama pela secregéo
da quimiocina CCL5 e, desse modo, promover a migragao e
invasdo das células do cancer. No entanto, Yaal-Hahoshen®
demonstraram que, em pacientes diagnosticados no
estadiamento | do cancer de mama, o CCL5 ndo tem um valor
preditivo para progressdo da doenga. Ao contrario, em
pacientes no estadiamento Il, a expressdo de CCL5 em células
tumorais da mama deve ser considerada como um marcador
potencial preditivo da progressdo da doenca e a analise
combinada com a auséncia de receptor de estrogénio a (ER-a)
melhora o valor prognéstico de cada uma dessas proteinas,
especialmente em pacientes diagnosticados no estadiamento ||
da doenca. Além disso, esses autores sugerem que um
resultado favoravel para os pacientes do estadiamento Il deve
ser predito em individuos que sdo negativos para a expressao
de CCL5, porém positivos para ER-a ou receptor de
progesterona (PR).

Trabalho realizado por Eissa®, sobre os niveis de IL-
18 e CCL5 no soro de pacientes portadores de cancer de mama,
demonstrou aumento significativo no nivel de IL-18 no soro de
pacientes com cancer de mama quando comparado ao grupo
controle. Este aumento também foi observado com elevada
diferenga entre o grupo de pacientes com metastase e sem
metastase. O nivel de CCL5 encontrado nesse estudo foi
significativamente maior em pacientes com cancer sem

RBAC, vol. 43 (2): 116-120, 2011

metastase em relagéo ao grupo controle e muito mais elevado
em casos de pacientes com metastases quando comparado ao
grupo controle. No entanto, ndo houve diferenca significativa no
nivel de CCL5 na comparacgao entre pacientes com metastase e
nao metastase no cancer de mama, nao podendo, dessa forma,
ser assegurada a sua fungdo no grau da progressdo e
metéstase do cancer de mama.

Diante de varios estudos sobre a contribuicdo de
CCL5 como fator critico na progressdo do cancer de mama,
Jayasinghe et al.** usaram RNA de interferéncia para modular
CCL5 no tumor 4T1 e um transgene CCL5 para induzir a
expressao em 168 tumores. Através das analises, seis clones
de 4T1 com diminuida expressao de CCL5 e trés clones de 168
com expressdo aumentada de CCL5 foram avaliados em
alteragbes na taxa de crescimento, expressdao de MHC e
habilidade de metastase. Foi verificado que a modulagéo da
expressdao de CCL5 nado influenciou significativamente na
progressao da doenca.

Gali et al.”’ demonstraram que a co-expressdo de
CCL5 e CCL2 no mesmo tumor foi associado com estagios mais
avancados da doencga, sugerindo que tumores mamarios se
“beneficiam” a partir de interacdes entre as duas quimiocinas.
Foi verificado também que a CCL2 promoveu significativamente
a liberagdo de CCL5 em um processo ativo que dependia de
fontes de célcio intracelulares e extracelulares.

CONCLUSAO

Um novo paradigma considera a inflamacéo crénica,
dirigida em parte por quimiocinas e citocinas no local do tumor,
um facilitador da progresséao tumoral, em vez de um promotor de
imunidade antitumoral. Diversas moléculas, dentre as quais se
destacam as quimiocinas e seus respectivos receptores, vém
sendo estudas para uma melhor compreensdo da patogénese
do cancer. Recentes estudos demonstraram que a quimiocina
CCL5 possui valor significativo para a predicao da progresséo
do cancer de mama. Achados atuais também levantam a
possibilidade de que a analise conjunta de CCL5 e CCL2 possa
aprimorar o valor progndstico para essa patologia. Desse modo,
varios estudos sugerem que a determinagéo e a validacdo do
valor prognostico das quimiocinas CCL2 e CCL5 sera de grande
valor para uma melhor identificagdo do risco de progresséo e
determinacao das implicagdes terapéuticas em pacientes com
cancer de mama.
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Influéncia da alimentacao sobre o hemograma*

Influence of feeding in hemogram

Lia Yuki Tomoeda’, Everson Augusto Krum®, Giovani Marino Favero’, Railson Henneberg’

causar nos parametros analisados pelo hemograma.

("RESUMO - Os exames laboratoriais s&0 susceptiveis a variaveis pré—analiticas, analiticas e pés-analiticas. O hemograma\
€ um dos exames pedidos com maior freqiiéncia na clinica médica, porém, ainda é controversa a necessidade do jejum para
sua realizagdo. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento dos diversos parametros hematoldgicos
avaliados no hemograma em dois periodos distintos, jejum e pds-prandial. Para tanto foram realizadas contagens em
aparelho hematolégico marca Coulter T-890 para avaliagdo das possiveis variagdes no eritrograma, leucograma e
contagem de plaquetas. Demonstrou-se que no periodo pés-prandial existe um aumento da contagem de leucdcitos,
provavelmente devido a uma re-orientagéo destas células do pool marginal para o pool circulante. No grupo feminino,
observou-se diminuicdo na contagem de hemacias, na concentracdo de hemoglobina e no hematdcrito, o que néo foi
estatisticamente significante para o grupo masculino. A contagem de plaquetas ndo apresentou diferengas entre os dois
periodos estudados. As variagdes encontradas entre os dois periodos ndo foram suficientes para a mudanga da
interpretagao clinica do exame, porém, é de suma importancia o conhecimento da influéncia que a ingestao alimentar pode

kPalavras-chave: hemograma, alimentagao, contagem de células. )

S Keywords: hemogram, food ingestion, cells count.

( SUMMARY - A number of factors may affect hematologic measurements. Hemogram is one of the most requested c/inica?
assays in medicine, but overnight fasting is still controversy. The aim of this work is to verify the influence of overnight fasting
versus post prandial in the hematological parameters. We have made cell counts with automated hematology analyzer to
observe abnormalities in hemogram. After post prandial period we have found increased in white blood cell (WBC), probably
due to a shift of leukocytes from the marginal pool to circulating pool. About gender, female have decreased red biood cells
(RBC) count, hemoglobin and hematocrit. There is no significantly difference in platelet count between fasting and after
lunch. The fluctuations in cells counts for fasting and post-prandial are not fundamental to change the diagnostic
interpretation, but is mandatory the knowledge about the influence of food ingestion may cause in hemogram parameters.

J

INTRODUGAO

O hemograma é um dos exames laboratoriais
mais solicitados na clinica, devido a grande quantidade
de informagbes que fornece, pela facilidade de sua
realizagdo e custo relativamente baixo. Atualmente as
determinagdes que compde 0 hemograma sao realizadas
em minutos, em instrumentos semi-automatizados ou
automatizados, com modificagdes das técnicas manuais
ou tecnologias completamente novas'.

Como a maioria dos testes laboratoriais, o
hemograma avalia as condig¢des fisiolégicas em que se
encontra certo individuo em um determinado momento.
Quando os valores encontrados estdo acima ou abaixo
dos valores de referéncia, o resultado € considerado
anormal, possibilitando ou n&o confirmar uma condigéo
patolégica. Na pratica, porém, existem condi¢gdes onde os
resultados de testes laboratoriais ndo se enquadram nos
limites definidos como referéncia normal, e nem por isto o
paciente apresenta uma condicao patoldgica. As razbes
para que isto ocorra, podem ser divididas em trés grupos:
fatores pré-analiticos, fatores metodologicos e fatores
pés-analiticos.

Conforme alguns autores’, variaveis pré-
analiticas podem ser agrupadas em trés categorias:
fisiologica, coleta de amostras e fatores interferentes.
Dentre os principais fatores pré-analiticos que interferem
significativamente no resultado final estdo incluidos as

condigdes do individuo, o processo de coleta da amostra e sua
manipulagdo”, o exercicio anterior a realizacdo do exame, o
jejum prolongado, a dieta, o uso de alcool, o tabagismo, drogas,
postura, aplicagao incorreta de torniquete.

Com relacdo aos efeitos bioldgicos (in vivo) apos
uma refeigdo estdo incluidos aumento no potassio e
triglicerideos plasmaticos. Duas a quatro horas ap6s consumir
uma refeicdo rica em gorduras, muitos individuos tém um
aumento significativo em fosfato alcalino, ou seja,
primariamente um aumento da isoenzima intestinal. Uma dieta
de carne altamente protéica resulta no aumento de uréia
plasmatica, amoénia e uratos, entretanto n&o significa um
aumento da creatinina sérica’. Sabe-se, por exemplo, que a
alimentagao, o exercicio, a apreensao, o medo, a taquicardia,
produzem uma leucocitose de maior ou menor intensidade,
dependendo de diversos fatores’. Outros trabalhos descrevem
a existéncia de leucocitose fisiolégica em condigdes de esforgo
muscular ou nos periodos pds-prandiais®’.

Estando um individuo em condi¢bes basais, ou seja,
em repouso fisico e psiquico, em jejum de 8 horas e em
ambiente de neutralidade térmica, o niUmero de leucdcitos esta
em torno de 7.000 elementos/mm’ de sangue. Essa cifra se
mantém constante gragas a mecanismos de regulagao tipo
feedback negativo, que controlam tanto o fluxo de entrada como
o de saida dos leucdcitos do sangue’.

Devido ao hemograma ser uma analise téo presente
na rotina laboratorial, todas as influéncias que este exame pode
sofrer devem ser conhecidas, para que a sua interpretagéo seja
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a mais correta possivel. Portanto, o estudo da influéncia da
ingestdo alimentar sobre os parametros do hemograma ¢é de
suma importancia, o que justifica a realizagdo do presente
trabalho.

MATERIAIS E METODOS

Foram avaliados 31 individuos, sendo 19 do grupo
feminino (61,2%) e 12 do grupo masculino (38,8%), maiores de
18 anos de idade, residentes na cidade de Curitiba e regido,
atendidos no Laboratério Sugisawa de Curitiba-PR. As analises
foram realizadas em periodo de jejum (minimo 8 horas) e 2
horas apds 0 almogo. Para o presente estudo as refeigdes foram
preparadas especialmente para a pesquisa, com padronizagao
do valor nutricional da refeigdo, com valor calérico em torno de
1400 calorias, composta de carboidratos (55 a 60%), proteinas
(em torno de 15%) e lipideos (25 a 30%). Os participantes da
pesquisa foram incluidos apds entrevista, autorizagao fornecida
através termo de consentimento livre e esclarecido, para entao
ocorrer a obtencdo de dados referentes a idade, sexo,
tabagismo, periodo menstrual, uso de medicamentos. O
material bioldgico (sangue) coletado em K3 EDTA foi submetido
a contagem automatizada em aparelho hematologico marca
Coulter T 890, onde foram obtidos dados de contagem de
eritrocitos, dosagem de hemoglobina, determinagdo do
hematécrito, VCM, HCM, CHCM contagem de leucécitos e
contagem de plaquetas. Os dados foram reportados como
média (mais/menos) e desvio-padréo (EP) (tabelas 1). Aanalise
estatistica foi feita pelo teste t, considerando-se um valor de p >
0,05 como indicativo de diferenca estatistica significante.

RESULTADOS

A tabela 1 mostra os resultados de todos os grupos
formados neste trabalho. Estdo demonstradas as médias de
todos os parametros do hemograma dos grupos feminino e
masculino, tanto em jejum como pds-prandial. Em destaque,
estdo os pardmetros que estatisticamente apresentaram
diferengas significativas (p>0,05).

Tabela 1 — Valores de Média, EP dos Parametros do Hemograma

Conforme mostrado nas figuras 1 e 2, a contagem de
leucocitos apresentou diferengas estatisticas significantes
(p>0,05) comparando-se o periodo de jejum e o periodo pods-
prandial, tanto no grupo feminino quanto no masculino. Tanto o
eritrograma quanto a contagem de plaquetas do grupo
masculino ndo apresentou variagdo significativa nos dois
periodos (tabela 1).

O grupo feminino divergiu quanto a analise do
eritrograma, quando comparado com o grupo masculino. Houve
variagdes na contagem de eritrocitos, dosagem de hemoglobina
e determinagédo do hematodcrito entre os dois periodos de
estudo. A tabela 1 mostra as médias e o desvio-padrédo destes
parametros, sendo estas diferengas significativas (figuras 3,4).
Quanto aos indices eritrocitométricos e a contagem de
plaquetas, estes parametros nao apresentaram variagbes de
destaque entre o periodo de jejum e o pos-prandial (tabela 1).

DISCUSSAO

Todos os esforgos devem ser feitos para minimizar os
efeitos das varidveis pré-analiticas em ensaios diagndsticos. O
conhecimento dos efeitos do exercicio fisico, da ansiedade, do
fumo, de medicamentos e outros produtos interferentes, é
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Figura 1 — Contagem de leucécitos — Grupo feminino

PARAMETRO FEM/JEJUM FEM/POS-PRANDIAL MASC/JEJUM MASC/POS- PRANDIAL
Eritrécitos (10/mm”) 461 +0,121% 4,46 +0,091%* 5,03 £0,0772 4,96 +0,0987
HGB (g/dL) 13,7+ 0,170% 13,3+0,171* 15,8 + 0,209 15,6 + 0,292
HCT (%) 41,8 +0,716* 40,7 +0,527* 46,5 + 0,698 46,0 + 0,870
VCM (fL) 91,1+ 1,089 91,4 + 1,060 92,540,796 92,8 + 0,951
HCM (pg) 30,1 0,616 30,1 +0,5206 31,4 +0,2706 31,4+0,3153
CHCM (g/dL) 32,940,407 32,8 40,2616 33,940,1131 33,9 +0,1365

Leucécitos (/mm®)

7.121 £ 494 4%

7.921 £423,0*

6.883 + 447 4%

7.583 £ 537,1*

Plaquetas (/mm?)

232368 £ 11134

227.631 £9379

231.166 £ 11128

239.083 £10483
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Figura 2 — Contagem de leucécitos — Grupo masculino
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Figura 4 — Concentragdao de hemoglobina(g/dL) —
A linha horizontal representa a média dos valores obtidos.

fundamental para evitar que os resultados do hemograma
tenham valores discrepantes®. Dentre os principais fatores que
podemos destacar incluem a imprecisao analitica, mudancgas
no estado do individuo, fatores endégenos que influenciam o
controle bioldgico, estresses exdgenos originados do ambiente
externo e as atividades assumidas pelo individuo entre as
coletas das amostras’. Sendo o hemograma um dos exames
clinicos mais pedidos, o laboratério deve possuir procedimentos
rigidos para assegurar ao maximo a fidelidade dos resultados
encontrados, bem como, estabelecer todas as variaveis que

RBAC, vol. 43 (2): 121-124, 2011

possam influenciar este ou aquele parametro analisado neste
exame. Portanto, o laboratério clinico deve ter controle sobre
todos os aspectos técnicos e fatores relacionados ao paciente
para minimizar estas variaveis sobre o resultado final do exame.
Para a maioria dos exames realizados na rotina laboratorial, a
solicitagdo de jejum por parte do paciente € muitas vezes
decorrente da percepgdo que a ingestdo alimentar acarreta
possivel alteragdo ao analito e/ou dosagem a ser determinada.
Quanto ao hemograma, ainda é motivo de controvérsia a
exigéncia ou ndo de jejum, podendo prejudicar a interpretagéo
das diversas informagbes fornecidas.Na interpretagéo de
resultados alterados, acima ou abaixo dos valores de
referéncia, deve se tomar cuidado quanto a etiologia patologica,
fisiolégica ou relacionada a outros fatores, como por exemplo, a
influéncia que a alimentagéo possa ter sobre o resultado final
daquele determinado exame, sendo assim, o estudo deste fator
pré-analitico (alimentagao) torna-se obrigatério para a melhoria
dainterpretagéo dos resultados do hemograma.

Em nosso estudo verificou-se um aumento do numero
de leucdcitos no periodo pos-prandial quando comparados com
o periodo em jejum, tanto para os pacientes do sexo masculino
quanto sexo feminino. Esta elevagdo de leucdcitos foi
observada anteriormente®®, com relato da presenca de
leucocitose fisiologica em condi¢des como esforgo muscular
(exercicio) ou nos periodos pos-prandiais.

Para tentar explicar a etiologia da leucocitose, é
sugerido que o aumento seria consequéncia de reorientacao da
populagdo de leucdcitos, com passagem de células do
compartimento sanglineo marginal para o compartimento
sanglineo circulante. Considerando que os leucdcitos
constituem a primeira linha de defesa do organismo, desta
forma, em poucos minutos ou em poucas horas aumentam em
nimero no sangue periférico, de forma reacional, frente a
grande variedade de estimulos. A maioria dos estimulos
fisiologicos, tais como atividade fisica, estresse emocional,
exposicao aos extremos de temperatura, que induzem
leucocitose neutrofilica parece exercer sua agao pela liberagao
da epinefrina®. Alguns estudos indicam que podem ocorrer
variagdes pequenas durante o dia, mesmo com atividade fisica
comum, porém estas alteracdes no numero de leucdcitos
seriam insuficientes para elevar a niveis semelhantes aos
encontrados em patologias que apresentam leucocitose’.

Os leucocitos existentes no sangue venoso, que sao 0s
habitualmente contados na leitura do hemograma, representam
apenas a populagéo circulante destas células e ndo indicam,
necessariamente, o que ocorre com a populagao dos leucécitos
marginais. A primeira forma de leucocitose decorre da migracéo
de células da populagdo marginal para a populagdo em
circulagéo. Isto é observado apds a administragéo de adrenalina
e apods exercicios extenuantes. Constitui uma “pseudo —
neutrofilia”, pois ndo ha realmente uma modificagdo do nimero
total de neutréfilos®. Este fenémeno explicaria o aumento do
numero de leucdcitos, visto em todos os grupos estudados
(masculino, feminino), porém, sem na maioria dos casos,
suficiente para elevar as contagens acima dos valores de
referéncia. Em nosso estudo, dos 31 individuos estudados,
apenas cinco tiveram elevacdo da contagem de leucdécitos
acima de 10.000/mm3 (16%) no periodo pds-prandial, portanto
na maioria das vezes, o aumento no numero de leucdcitos ndo é
suficiente para alterar a interpretagéo do leucograma.

Em relacéo a série vermelha, um aspecto que deve ser
levado em conta quando da interpretagcdo do eritrograma € a
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possivel variagdo do volume plasmatico, pois existem
circunstancias diversas que podem causar falsos aumentos ou
diminuigdbes por hemoconcentracdo ou hemodiluigcao,
respectivamente. Entre as situagbes que podem provocar a
queda do volume plasmatico estdo a desidratagao, transtornos
intestinais e acidose diabética enquanto que o aumento do
volume plasmatico pode ocorrer na gravidez, em algumas
anemias carenciais, na insuficiéncia renal e no ortostatismo,
por exemplo®. Em nosso estudo, as contagens de hemacias,
dosagens de hemoglobina e valor do hematdcrito, tiveram
diferengas estatisticas significativas, quando da comparagéo do
jejum com o periodo poés-prandial no grupo feminino (tabela 1 e
graficos 3,4). Esta diferenca poderia ser explicada em parte pelo
processo de hemodiluicdo, onde ha aumento do volume
plasmatico. Porém, nao esta claro, que durante o dia, pela
posigcao ortostatica, atividade fisica ou outra condigdo a que
possamos estar sendo submetidos, possam igualmente causar
certo grau de diluicdo nas contagens sanglineas,
principalmente porque o grupo masculino ndo apresentou o
mesmo comportamento (Tabela 1). Por isto € necessario mais
estudos sobre esta variagdo ou aumentar o numero de
individuos estudados, onde em nosso estudo, esse numero foi
de 19 pessoas (grupo feminino). N&o houve variagéo
significativa na contagem de plaquetas nos dois periodos
estudados em todos os grupos (feminino e masculino), o que
demonstra que esta contagem pode ser realizada sem a
obrigatoriedade de respeito a um horario especifico. A principal
diferenga encontrada em nosso estudo foi o aumento de
leucocitos no periodo péds-prandial, porém, esta elevagdo néao
foi suficiente a ponto de elevagbes que possam gerar erros
diagnosticos em relagcdo a uma leucocitose patoldgica. Em
apenas 16 % dos casos, o numero de leucdcitos foi superior a
10.000/mm3. Quanto a diminuicdo na dosagem de
hemoglobina, demonstrada no grupo feminino no periodo pos-
prandial, em nenhum dos casos houve mudanca suficiente para
diminuir a concentragdo de hemoglobina abaixo de 12 g/dL, o
que é preconizado pela OMS como diagndstico de anemia em
mulheres.

Apesar das diferengas estatisticas encontradas nas
contagens de leucdcitos e no eritrograma dos grupos feminino,
as elevagbes ou diminuicdes encontradas, respectivamente,
nao foram suficientes para mudar uma possivel leitura clinica do
hemograma. Importante destacar a necessidade de mais
estudos sobre o assunto, pois encontramos dados
controversos, como a variagdo no eritrograma do grupo
feminino, que nao foi observada no grupo masculino, talvez pelo
pequeno numero de individuos estudados.
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CONCLUSAO

Pelos resultados encontrados em nosso estudo,
apesar das variacdes existentes, principalmente na contagem
de leucécitos, demonstra-se que na pratica clinica, existem
varias razdes para que o hemograma possa ser feito a qualquer
hora, antes ou depois da alimentacdo. Dentre estas razbes
podemos destacar: (a) mesmo nos casos de leucocitose com
alimentacao, a variagédo é pequena e diversa de individuo para
individuo (b) em grande numero de casos, o exame
hematoldgico é pedido com a finalidade de auxilio diagndstico
em casos em que o doente esta febril. Desse modo, a urgéncia
do exame e a tensdo nervosa dos familiares, nao permitem que
se espere o dia seguinte para a colheita do material em jejum, (c)
as modificagcdes existentes normalmente no hemograma,
relacionadas com a alimentagdo sao pequenas quando
comparadas com as produzidas pelos processos toxicos ou
infecciosos, (d) em se tratando de processos do aparelho
hematoldgico propriamente dito, como por exemplo, as
leucemias, anemias hemoliticas, anemias constitucionais, ndo
¢é o fato de colher 0 exame em jejum ou n&o que ira alterar o
diagnostico ou produzir resultados diferentes. Nosso estudo
demonstra que a alimentagao nao é fator suficiente para alterar
a avaliagdo clinica do hemograma, principalmente em
condigbes como neoplasias hematolégicas respostas a quadros
infecciosos, porém o clinico deve estar ciente da influéncia que
a ingesta alimentar possui sobre os dados hematoldgicos
avaliados no hemograma.
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Diagnoéstico laboratorial da dengue:
Situacao atual e perspectivas*
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(RESUMO - O diagnéstico da infecgéo pelo virus da dengue é baseado, em grande parte dos casos, apenas exame clinico\

do paciente, ja que somente alguns poucos grandes centros possuem laboratérios clinicos que disponibilizam testes
diagndsticos para confirmar sintomas clinicos de infecgao. Atualmente, o diagnéstico laboratorial da dengue pode ser feito
por diferentes tipos de testes. Entre eles estdo os métodos de pesquisa sorolégica, de isolamento viral, de detecgéo de
antigenos virais e do genoma viral. O desenvolvimento continuado de testes diagnosticos baratos, sensiveis, especificos e
de facil execugéo, que sejam capazes de proporcionar diagndstico precoce da infec¢ao pelos virus da dengue, é ainda uma
necessidade. Existem também outros obstaculos que nado sdo especificamente relacionados ao desenvolvimento
tecnoldgico dos métodos diagndsticos. Por exemplo, a infra-estrutura dos laboratérios, o treinamento do pessoal técnico e a
capacidade de pesquisa ainda sao limitados em muitas partes do Brasil e do mundo, onde a dengue é endémica.
Laboratérios clinicos, principalmente os que atendem as regides de maior incidéncia da dengue, devem se interar de todos
os métodos diagnosticos disponiveis para a rotina atualmente e definir qual se adapta melhor as suas condi¢ées de trabalho
e populagao atendida, com o intuito de salvar vidas.

\ Palavras-chave: Dengue, Diagnosis, Clinical laboratory. )

SUMMARY - The diagnosis of the infection caused by the dengue virus relies in most cases on the clinical examination of the
patient, since only a few major centers have clinical laboratories providing diagnostic tests to confirm the clinical symptons of
infection. Currently, routine laboratory diagnosis can be done by different kinds of testing. Among them the methods of
serological research, virus isolation, detection of viral antigens and of viral genome are included. The continued development
of diagnostic tests that are cheap, sensitive, specific, easy to perform, and that are capable of giving early diagnosis of the
dengue virus infection is still a need. There are also other obstacles not specifically related to the technological development of
diagnostic methods. For instance, the laboratories' infrastructure, the workers training and the research capacity are stifl
limited in many parts of Brazil and the world, where dengue is endemic. Clinical laboratories, specially those situated in
regions with high incidence of dengue, should be aware of all the diagnostic methods available four routine nowadays, and
choose the best one that fulfills their working conditions and populations served, in orderto save lives.

kKeywords: Dengue, Diagnosis, Clinical laboratory. )

INTRODUGAO No Brasil, no ano de 2010, somente até o dia 03 de
julho foram notificados 942.153 casos no pais. No mesmo do

ano anterior foram notificados 593.669 casos, o que representa

A dengue é mundialmente a doenca mais
importante causada por um arbovirus, e apresenta
especial importancia nas regides tropicais e sub-tropicais
do planeta. E causada por um dos quatro sorotipos do
virus da dengue (DENV), classificados como DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Os DENV sao RNA virus,
pertencentes ao género Flavivirus da familia Flaviviridae,
e seus principais vetores de transmissdo s&o os
artrépodes do género Aedes, principalmente o Aedes
aegypti. As manifestagdes clinicas da infecgao variam
desde infecgbes assintomaticas, passando pela dengue
classica, chegando até a sindromes severas
caracterizadas por hemorragia e choque hipovolémico
(sindrome da dengue hemorragica). A cada ano, estima-
se que infecgbes pelos virus da dengue sejam
responsaveis por mais de 100 milhdes de casos da
dengue classica e mais de 500 mil casos de dengue
hemorragica, em todo o mundo. Entretanto, a real
prevaléncia ndo € bem conhecida, uma vez que a
notificagdo em paises menos desenvolvidos ainda é
considerada insatisfatoria (HALSTEAD, 2007).

um aumento de 58,7%. Os estados com maior nimero de casos
foram o Acre (3.619,5 casos por 100 mil habitantes), Mato
Grosso do Sul (2.521,1 casos por 100 mil habitantes), Goias
(1.353,1 casos por 100 mil habitantes) Ronddnia (1.256,4 casos
por 100 mil habitantes), Roraima (1.146,9 casos por 100.000
habitantes) e Mato Grosso (1.095,5 casos por 100 mil
habitantes). Esses oito estados concentram 75% dos casos no
Brasil. Em relacdo a Febre Hemorragica da Dengue (FHD)
foram notificados oficialmente pelas Secretarias Estaduais de
Saude 2.271 casos, com 367 Obitos (alguns ainda em
investigagéo) (www.portal.saude.gov.br). A Figura 1 mostra o
numero de casos de dengue por semana epidemiolégica nas
regides brasileiras no ano de 2009 e 1° semestre de 2010.

Com o objetivo de prevenir e controlar a progressao
dessa doenga mundialmente, um comité formado por membros
da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) propés
direcionamentos praticos que incluiam o estabelecimento de
um sistema de vigilancia para casos de dengue (OMS, 1998), na
tentativa de se conseguir o diagnostico preciso e precoce, e a
pronta notificagcdo dos casos as autoridades locais de saude
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Figura 1. Numero de casos de dengue por semana
epidemiolégica nas regides brasileiras no ano de 2009 e 1°
semestre de 2010. (Fonte: www.portal.saude.gov.br)

publica. Para atender a esse objetivo, € de suma importancia
que o diagnostico da dengue seja rapido e acurado e, para
tanto, todos os laboratérios clinicos devem tomar conhecimento
dos

métodos mais apropriados para tal fim e que sejam adequados
a suas realidades, assim como a das populagbes a que
atendem.

Nos tempos atuais, na maioria dos paises em que a
prevaléncia das infecgbes pelos DENV é mais importante,
grande parte dos diagndsticos de dengue ainda sao feitos com
base no julgamento clinico, uma vez que nem todas as
localidades contam com a existéncia de laboratérios para a
confirmagéo dos casos ou, o que é ainda mais preocupante, ndo
contam com laboratérios clinicos que estejam aptos a realizar
esse tipo de teste confirmatério. Tomando consciéncia desse
fato, o objetivo desse trabalho é realizar um levantamento das
metodologias disponiveis atualmente para esse fim, com o
intuito de auxiliar as equipes de analistas clinicos a reconhecer
os métodos mais adequados as suas condi¢des e, dessa forma,
poder torna-los presentes em sua rotina de trabalho.

Manifestagoes clinicas e laboratoriais

As caracteristicas clinicas da infeccéo pelos DENV
variam da auséncia de sintomas, passando por um quadro de
febre semelhante ao da gripe (dengue classica) até quadros
mais severos, com tendéncias hemorragicas (dengue
hemorragica). Essa variabilidade clinica é ainda pouco
entendida e parece estar relacionada a idade e genética do
individuo, mas principalmente ao seu estado nutricional e
imunoldgico (NG et a/.,2007).

O periodo de incubagéo apds a infecgdo pela picada
do vetor infectado € em média de quatro dias. Adoenga pode se
manifestar com febre e manchas maculopapulares na pele,
sendo que nessa situagéo, a diferenciagédo clinica de outras
doencas virais pode nao ser possivel, porém a recuperagao &
rapida. Em casos mais severos, a temperatura corporal sobe
rapidamente (podendo atingir mais de 39°C) e pode persistir por
até cinco ou seis dias. Também pode haver o aparecimento de
outros sintomas como dor de cabeca, dor retrorbitaria, artralgia,
mialgia, manchas avermelhadas pela pele, hepatomegalia e
dores abdominais. Nesses casos, os parametros laboratoriais
geralmente s&o normais, exceto pela contagem de plaquetas,
que pode estar ligeiramente diminuida (por volta de
100.000/mm®), e pelos niveis das enzimas hepaticas séricas
(alanina aminotransferase em
particular), que podem estar moderadamente elevados,
raramente ultrapassando a concentragdo de 100Ul/mL
(KAUTNER et al., 1997). A recuperagao acontece geralmente
entre sete adezdias.
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No quadro mais severo da infecgéo pelo virus da
dengue, a dengue hemorragica, os primeiros sintomas sao
muito semelhantes aos da dengue classica descritos
anteriormente. As manifestagdes hemorragicas aparecem

usualmente ao redor do terceiro dia de infecgéo e consistem de
petéquias esparsas no tronco, membros e axilas. Essas séo
normalmente associadas a uma prova do lago positiva, sendo
que era algumas vezes a prova do laco ja resulta em resultado
positivo ainda antes do aparecimento das petéquias, o que torna
esse teste muito importante na deteccdo precoce dessa
sindrome hemorragica (KABRA et al., 1999). Também podem
ocorrer sangramentos no local da venopungdo, no trato
gastrintestinal, nariz e gengivas. Apos dois a sete dias, quando a
febre comeca a ceder, sinais de insuficiéncia circulatéria podem
aparecer, o paciente se mostra fatigado e com suor frio nas
extremidades. Com tratamento apropriado, essa fase pode se
resolver em um a dois dias. Se ndo, o paciente pode evoluir para
choque, como resultado do extravasamento de plasma para o
compartimento extravascular e de coagulacao intravascular
disseminada (NG et al.,2007). A investigacao laboratorial da
dengue hemorragica revela trombocitopenia que pode chegar a
menos de 20.000 plaquetas/mm°®, hemoconcentracdo com
hematdécritos aumentados em até 20% ou mais,
hipoalbuminemia e elevacdo moderada na dosagem de
aminotransferases e uréia séricas. Os tempos de
tromboplastina parcial (TTP) e de trombina (TT) podem estar
aumentados. As dosagens de fibrinogénio e de proteinas do
Complemento normalmente apresentam-se diminuidas e
correlacionam-se com a severidade da doenca (CHEN et al,,
2007).

O DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA DENGUE:
APLICACOES E IMPLICAGCOES

O diagnostico laboratorial acurado e eficiente da
infeccdo pelos DENV é muito importante para os cuidados
clinicos do paciente, para a vigilancia epidemioldgica, para o
estudo da patogénese da infecgdo, para a pesquisa de
formulagdes vacinais, e, além disso, contribui também para a
detecgdo precoce de focos de epidemia, fornecendo
informacdes Uteis as autoridades sanitarias em tempo habil
para que sejam feitas a localizagdo e a contengcao da
disseminagéo da transmisséo do virus. O uso de ferramentas
diagnosticas laboratoriais adequadas para a detecgdo da
infecgéo pelo virus da dengue é critica para a determinacgao de
caracteristicas importantes, como o nimero de casos fatais,
a(s) cepa(s) viral(is) envolvidas em determinado foco da doenca
e as estimativas da incidéncia total de casos durante uma
epidemia.

Atualmente, o diagndstico laboratorial da dengue pode
ser feito seguindo diferentes linhas de pesquisa, entre elas:
isolamento do virus, detecgdo do genoma viral, detecgéo de
antigenos virais e estudos soroldgicos. A sorologia é, hoje em
dia, a ferramenta mais amplamente aplicada na rotina
laboratorial (GUZMAN & KOURI, 2004). Obviamente, dados
clinicos, geograficos e epidemioldgicos sobre o individuo séo
também de suma importéncia ao se avaliar o resultado da
pesquisa laboratorial.

Pesquisa sorologica

Ainfecgéo pelo DENV em individuo susceptivel (n&o-
imune) produz uma resposta primaria caracterizada pelo
desenvolvimento lento de titulos baixos de anticorpos (Acs). O
primeiro isotipo de Acs a ser detectado é o IgM anti-dengue. O
segundo isotipo, IgG anti-dengue, aparece em titulos baixos por
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volta do final da primeira semana da doenga instalada, os quais
aumentam lentamente (CHUNGUE, 1995). Ja no caso de uma
infeccdo secundaria (ou seja, a infecgdo pelo DENV em um
individuo previamente imunizado por outro sorotipo de DENV
ou um outro flavivirus, uma vez que, segundo VAZQUEZ (2007)
os Acs para esses virus apresentam importante reagao
cruzada), os titulos de Acs aumentam rapidamente e esses Acs
sdo capazes de reagir amplamente com diferentes flavivirus.
Altos titulos de IgG sdo detectaveis mesmo na fase aguda da
doencga, e continuam a aumentar durante a duas semanas
seguintes, aproximadamente. A cinética dos titulos de IgM
antidengue na infecgao secundaria pelo DENV é mais variavel,
aparecendo tardiamente durante a fase febril da doenca,
freqlientemente precedido pelo 1gG. Algumas reagdes falso-
negativas para IgM antidengue s&o observadas em infecgbes
secundarias. A deteccdo da IgM antidengue nao é util para a
sorotipagem do virus, devido a reatividade cruzada
apresentada (GUZMAN & KOURI, 2004).

Segundo CHADWICK et al. (2006), clinicamente, a
soroconversao diagndstica é definida como um aumento (ou
queda) de pelo menos 4x no titulo de Acs anti-dengue dosados
em duas amostras de soro por inibicdo da hemaglutinacao
(Hl), reacao de fixagao do complemento (RFC), técnica de
reducgédo de placas por neutralizacdao (em inglés, PRNT) ou
ensaios de imunoadsorgao enzimatica (em inglés, ELISA).
Devido ao compartiihamento de antigenos que produzem
reacdo cruzada por todos os flavivirus, o diagnostico
laboratorial especifico ndo é possivel através destas técnicas,
com excegao da PRNT, que dentre as técnicas supracitadas é a
que apresenta a maior especificidade para a determinagao de
Acs anti-dengue.

Com o objetivo de determinar a presenca e a
quantidade de Acs neutralizantes antidengue, vérios protocolos
foram desenvolvidos. Culturas de células VERO e BHK-21 sado
freqUientemente usadas. Nos dias de hoje, poucos laboratérios
realizam a técnica de PRNT em suas rotinas.

A inibicdo da hemaglutinagédo (HI) é a técnica
sorolégica mais aceita, entretanto, como despende muito
tempo, o ELISA se tornou a técnica mais freqiientemente usada
para estudos sorolégicos (CHADWICK et al., 2006).

Atécnica de detecgao de IgG anti-dengue pelo ELISAé
amplamente utilizada para classificagdo dos casos com base no
tipo de infecgdo, primaria ou secundaria. Alguns protocolos
utilizam dilui¢cdes seriadas do soro para a titulagdo dos Acs IgG

antidengue. Em outros, uma razao IgM/IgG maior que 1,78 é
considerada indicativa de infecgdo primaria, enquanto a razéo
inferior a esse valor seria indicativa de infeccdo secundaria
(GUZMAN & KOURI, 2004).

Ja foi demonstrada, por alguns investigadores, a
utilidade da detecgédo de IgA antidengue como indicador de
infeccdo recente (TALARMIN et al., 1998). Talarmin et al.
determinaram a presenca de Acs IgM e IgA no soro de 178
pacientes com dengue classica. Acs IgA foram detectados
desde o sexto dia apds a instalagdo da febre até o vigésimo
quinto dia. Em média, Acs IgM foram detectados no dia 3,8 e Acs
IgA no dia 4,6. GROEN e colaboradores (1999) também
sugeriram o valor diagnéstico da deteccédo de IgA no soro
utilizando ensaios de imunofluorescéncia, embora um
percentual mais alto de detec¢ao de IgA tenha sido observado
em amostras de soro nafase aguda de infecgdes secundarias.

A deteccdo de Acs anti-lgM utilizando ELISA
representa um dos mais importantes avangos e se tornou uma
ferramenta bastante valiosa no diagndstico laboratorial de rotina
para a dengue. Mais especificamente, a técnica de captura de
IgM por ELISA (em inglés, MAC-ELISA), que é baseada na
detecgéo especifica de IgM anti-dengue no soro através de sua
captura utilizado Ac anti-lgM humana previamente adsorvida a
fase sdlida, tem apresentado em torno de somente 10% de
reacOes falso-negativas e 1,7% de reagOes falso-positivas
(GUZMAN & KOURI, 2004; NAWA et al., 2001).

No ano de 2007, KUMARASAMY e colaboradores
avaliaram uma técnica de MAC-ELISA para a proteina NS1
(PLATELIA™ DENGUE NS1AG testkit, BIO-RAD, Franga) dos

DENV, na tentativa de demonstrar sua aplicagdo potencial no
diagndstico laboratorial precoce da infeccdo por esse virus.
Esse grupo obteve uma sensibilidade geral de 93,4% e uma
especificidade de 100%, num total de 354 amostras, sendo 213
delas provenientes de infecgdo aguda. A técnica foi comparada
com o isolamento viral em culturas de células e com a técnica de
RT-PCR, obtendo étimos resultados, além da técnica de ELISA
para a deteccao de IgG anti-NS1 (Panbio Dengue IgG Capture
ELISA, Australia) (KUMARASAMY etal, 2007).

Laboratdrios clinicos de todo o mundo podem fazer
uso de diversos “kits” diagndsticos ja disponibilizados no
mercado por diferentes fornecedores, como os que estédo
exemplificados na Tabela 1.

Tabela 1. Diversos “kits” comerciais disponiveis no mercado para a detecgado de Acs anti-dengue.

“Kits” comerciais Isotipo de Ig detectado Formato
PanBio Dengue Duo IgM / 1gG ELISA
PanBio Dengue rapid test IgM / 1gG Teste imunocromatografico
MRL Diagnostic Dengue IgM ELISA
Blot IgM™, Diagnostic Biotechnology Ltd. IgM Immunoblot
Venture Technologies Dengue IgM and IgG Dot Blot IgM / 1gG Immunoblot
Integrated Diagnostics IgM Teste imunocromatografico
Dengue Duo Rapid Strip Test, PanBio IgM / 1gG Teste imunocromatografico
UMELISA Dengue IgM IgM Ultramicro-ELISA
PanBio Dengue IgG Capture ELISA 1gG anti-NS1 ELISA
PLATELIA™ Dengue NS1 Ag, BIO-RAD IgM anti-NS1 MAC-ELISA

Fonte: MODIFICADO de GUZMAN & KOURI, 2004.
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Isolamento viral

Aviremia do DENV é curta, usualmente observada de
dois ou trés dias antes do estabelecimento da febre até no
maximo cinco dias depois. Em trabalho prévio, nosso grupo
pbéde determinar que amostras bioldgicas destinadas ao
isolamento viral devem ser coletadas até, no maximo, quatro a
cinco dias apos o estabelecimento da doenga (DE PAULA &
FONSECA, 2002).

Os DENV sédo termolabeis, portanto deve-se tomar
cuidado na manipulagcdo das amostras destinadas ao
isolamento viral, tanto com relagao ao proprio manuseio quanto
com relacdo ao tempo de entrega e processamento da amostra
no laboratério. Aamostra pode ser estocada por periodos curtos
a 4°C, porém, para estocagem mais longa, a amostra deve ser
submetida a temperatura de -70°C (KUMARIA &
CHAKRAVARTI, 2005).

A inoculagdo das amostras em mosquitos é o
sistema mais sensivel para o isolamento dos DENV, podendo
ser usados tanto larvas quanto mosquitos adultos. Em geral,
preferem-se os mosquitos Toxorhynchites, pois estes séo
maiores que os Aedes e nao sao hematofagos. Porém, machos
adultos de A.aegypti e A.albopictus também s&o utilizados. A
pratica de inoculagédo viral em mosquitos requer bastante
pericia técnica, e por isso, na maioria das vezes, é preferivel
realizar-se o isolamento em culturas de células para a rotina
diagndstica laboratorial. As linhagens celulares utilizadas s&o
também provenientes de mosquitos e mostraram-se bastante
eficazes no isolamento viral. A linhagem de células C6/36,
derivada do A.albopictus, é a linhagem de escolha para a rotina
do isolamento do DENV, embora a linhagem AP61, derivada do
A. pseudoscutellaris, também tenha sido utilizada com sucesso
(GUZMAN & KOURI, 2004).

O método mais antigo e menos sensivel de isolamento
do DENV ¢ através da inoculagao intra-cerebral em filhotes
de camundongos, que atualmente s6 € usado quando nenhum
outro método esta disponivel. Embora muitos animais
desenvolvam sintomas de encefalite, a maioria no apresenta
nenhum sinal de doenca apods o procedimento (GUZMAN &
KOURI, 2004).

Aidentificacdo da cepa viral isolada é geralmente feita
através de técnicas de imunofiuorescéncia (IF) utilizando Acs
monoclonais antidengue sorotipo-especificos sobre as células
em cultura. Em geral, as amostras sao primeiramente testadas
por IF utilizando um Ac policlonal como triagem e os positivos
sdo confirmados com Acs monoclonais especificos para cada
um dos quatro sorotipos dos DENV. Algumas cepas n&do séo
facilmente identificadas devido a baixas concentragdes virais.
Alguns pesquisadores recomendam uma ou mais passagens
por sistema de cultura de célula para aumentar a concentragéao
viral (KORAKA et al, 2002).

De acordo com KAO et al. (2001), a citometria de
fluxo também tem sido apontada, recentemente, como um
método util para a identificagcdo de DENV-1, permitindo a

Tabela 2. Classificagao em subtipos genotipicos.

detecgao do virus dez horas antes da IF onde sao utilizados Acs
monoclonais anti-NS1.

Detecgao de antigenos virais

Nos ultimos anos, alguns sistemas de detecgédo de
antigenos (Ags) virais bastante sensiveis vem sendo
padronizados no formato de ELISA. Em 1995, CHUNGUE
(1995) aplicou um ELISA fluorogénico amplificado com
estreptavidina e biotina na deteccéo e identificacdo de Ags de
DENV-3 no soro de pacientes.O0 método mostrou uma
sensibilidade de 90% e uma especificidade de 98% quando
comparado ao isolamento viral em cultura de células C6/36.

Ja KITTIGUL et al.,, em 1997, demonstraram que os
Ags do DENV podem ser detectados um maior freqiiéncia em
células mononucleares do sangue periférico quando
comparadas ao soro (53,8% e 18,9%, respectivamente),
utilizando também um sistema ELISA estreptavidina-biotina.

Um “kit” comercial baseado em dois sistemas de
ELISA, um para detecgdo de Ags (“kit” azul) e outro para
identificagéo viral (“kit” vermelho), ja esta disponivel no
mercado. De acordo com o fabricante, o “kit” azul alcanga
sensibilidade de 84% e especificidade de 89%, enquanto o “kit”
vermelho alcanga sensibilidade de 91% e especificidade de
93% (Globio Blue and Red Kit for antigen detection, Globio
Corp., Beverly, MA, USA).

Técnicas imuno-histoquimicas, utilizando marcadores
peroxidase ou fosfatase alcalina, também se mostraram uteis
para a detecgdo de Ags do DENV em amostras de tecido
incluidas em parafina e fixadas em formalina, embora essa
tecnologia ndo seja amplamente utilizada para diagnéstico em
paises endémicos (KAUTNER etal., 1997).

Deteccao do genoma viral

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) se tornou
uma importante ferramenta para o diagnéstico da dengue e de
vérias outras doengas virais, assim como para a vigilancia
epidemioldgica, para estudos de eficacia de novos candidatos
vacinais e drogas antivirais. No caso do DENV (e de todos os
RNA virus), a amplificagao do DNA é precedida por uma reagéo
de ftranscrigdo reversa, para a produgdo de um DNA
complementar (cDNA) ao RNA gendmico viral. Varios
protocolos de PCR ja foram padronizados, muitos deles
envolvendo uma combinagdo de “primers” (ou iniciadores)
especificos para os quatro sorotipos do DENV ao mesmo
tempo. Esses “primers” podem se anelar em diferentes regides
do cDNA viral, como por exemplo, nas regides de NS1, E, prM e
NS5. Alguns protocolos chegam a permitir a detecgao de menos
de 50-100 copias virais por mm’ (BARKHAM et al., 2006)

Quando aplicado corretamente, a PCR apresenta
vantagens consideraveis como ferramenta para diagnoéstico da
dengue. O uso da PCR permite a deteccdo de DENV em

Sorotipo DENV

Subtipos

| French Polynesia / Fiji / Singapore / Indonésia / Nauru / New Caledonia / Tonga ; Il Jamaica / French Guyana / New

DENV-1 Caledonia / Brasil / México / Aruba / Cuba / Peru / Nicaragua / Thailand / Senegal / Malaysia / Puerto Rico ; Il
Philippines / Thailand
| Puerto Rico / Tahiti / Tonga / Colombia / Mexico / Venezuela / Trinidad ; Il Taiwan / Philippines / New Guinea / Thailand
DENV-2 ; 11l Vietnam / Thailand / Jamaica ; IV Indonesia / Seichelles / Burkina Fasos / Sri Lanka ; V Ivory Coast / Burkina Faso /
Senegal
| Philippines / Malaysia / Indonesia / Tahiti / Fiji ; Il Thailand ; Ill Sri Lanka / Samoa / India / Mozambique ; IV Puerto Rico
DENV-3 / Tahiti
DENV-4 | Thailand / philippines / Sri Lanka ; Il Tahiti / Puerto Rico / Brasil / New Caledonia / El Salvador / México / Dominica /

Indonesia

Fonte: MODIFICADO de GUZMAN & KOURI, 2004.
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amostras estocadas por longos periodos (ALVAREZ et al,
1996), permite a vigilancia entomoldgica, ou seja, o controle das
espécies de mosquitos vetores que estdo participando da
transmisséo do virus (KOW et al., 2001), permite a identificacéo
do(s) sorotipo(s) responsavel(eis) por um dado foco de infecgéo
(McBRIDE et al., 1998) e permite estudar a variabilidade
genética das cepas com o objetivo de identificar a origem de
epidemias e revelar marcadores de viruléncia, quando
conciliado com sequienciamento de nucleotideos. Isso permite
classificar os sorotipos do DENV em subtipos de acordo com
gendtipos, como os que sdo exemplificados por GUZMAN &
KOURI, em 2004 (Tabela 2).

Por fim, novos protocolos e metodologias de PCR tém
aparecido e permitem a rapida detecgao e quantificagdo do RNA
viral na amostra. Esses protocolos se baseiam amplamente na
metodologia de RT-PCR, ou seja, o PCR precedido de uma
transcrigao reversa em uma unica reagao, como ja foi descrito
por nosso grupo em trabalho publicado em 2002 (DE PAULA &
FONSECA, 2002), e por outros autores, como BARKHAM et al.
(2006), CHUTINIMITKUL et al. (2005), KUMARIA et al. (2005),
PRADO et al. (2005) e LEMMER et al. (2004).

Amostras biolégicas para o diagnéstico laboratorial da
dengue

Para as metodologias soroldgicas, o soro é a amostra
de escolha, entretanto, outros tipos de amostras como sangue
total coletado em papel de filtro, urina e saliva ja tenham sido
utilizados na detecgéo de IgM anti-dengue, desde que coletadas
no periodo apropriado (apos cinco dias do estabelecimento da
febre) (GUZMAN & KOURI, 2004). OLIVEIRA et al., em 1999,
também demonstraram a detecgéo de Acs IgM antidengue em
saliva de 65,8% de 38 pacientes infectados com dengue, com
uma maior positividade (> 80%) para as amostras coletadas
apos 5 dias dainstalagao da febre.

No caso das metodologias de isolamento viral, o soro é
mais uma vez a amostra de escolha para a rotina diagnéstica,
porém o DENV também pode ser detectado no plasma,
leucocitos e em tecidos obtidos através de biopsias (ou
autopsias) como figado, rins, linfonodos, pulmdes e timo. As
amostras devem ser encaminhadas ao laboratério e
processadas o mais rapidamente possivel, devido a
caracteristica termolabil do DENV.

Para as metodologias de detecg¢ado de antigenos virais,
soro e plasma tém sido utilizados e, como ja foi citado
anteriormente, KITTIGUL et al. também demonstraram a
possibilidade de se detectar esses antigenos em células
mononucleares do sangue periférico.

O RNA gendmico viral também ja foi demonstrado, por
PCR, em soro, plasma, células infectadas em cultura, larvas
infectadas e mosquitos adultos coletados em campo e em
tecidos frescos ou fixados por formalina incluidos em parafina.
MIZUNO et al. descreveram um caso em 2007 em que
conseguiram detectar, com sucesso, o genoma de DENV-1 na
urina e saliva de um paciente infectado no Japao, mas ndo em
amostras de plasma do mesmo, através da metodologia do RT-
PCR.PRADO et al. (2005) também conseguiram detectar o
genoma viral em amostras de sangue total coletado em papel de
filtro por até 9 semanas apoés a coleta, com as amostras sendo
armazenadas tanto a temperatura ambiente quanto a4°C e a -
70°C.

Nosso grupo de pesquisa, em 2002, testou amostras
de sangue total, soro e creme leucocitario de 75 pacientes IgM-
positivos para a detecgdo do genoma viral do DENV utilizando a
metodologia da RT-PCR, onde foi demonstrado uma maior
positividade de deteccdo nas amostras de soro (de 17 amostras
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positivas, 14 eram de soro) (DE PAULAe FONSECA, 2002).
CONCLUSAO

Os métodos de ELISA de captura de IgM, de
isolamento viral em linhagens celulares provenientes de
mosquitos, de PCR e os anticorpos monoclonais DENV-
especificos representam os maiores avangos nos métodos
laboratoriais para o diagndstico da dengue (GUZMAN & KOURI,
2004). Entretanto, alguns empecilhos ainda s&o observados no
desenvolvimento de novas solugdes no diagnostico laboratorial
dadengue.

O isolamento viral em cultura de células é um processo
demorado que mimetiza a replicagdo do virus nas células de seu
hospedeiro e, por isso, pode ndo ser o mais desejavel na rotina
de identificagdo de infecgbes agudas. As técnicas de PCR
requerem equipamento laboratorial especifico e instalagdes
fisicas apropriadas, além de demandar uma extensa avaliagéo
dos protocolos adaptados as condigbes do campo as quais o
laboratério atende, uma vez que podem existir diferengas
comprovadas entre cepas circulantes em locais diferentes. A
deteccéo do anticorpo IgM requer tempo de coleta apropriado e
seus resultados podem ser confundidos por reagbes falso
positivas (uma vez que o IgM anti-DENV apresenta extensa
reagdo cruzada) e por uma presenga prolongada desses
anticorpos em alguns individuos. Assim, alguns kits comerciais
ainda precisam ser avaliados criticamente quanto aos seus
resultados, custos e viabilidade de reagentes.

O desenvolvimento continuado de testes diagnésticos
baratos, sensiveis, especificos e de facil execucado, que sejam
capazes de proporcionar diagnéstico precoce da infecgéo pelos
virus dengue, é ainda uma necessidade. Os seguintes aspectos
s80 0s que requerem maior atengao:

eDesenvolvimento de testes para o diagnédstico
precoce dainjecéo.

¢ Desenvolvimento de testes soroldgicos capazes
de diferenciar a infeccdo pelo DENV da infecgdo por outros
flavivirus, e ainda mais especificamente, de diferenciar entre os
sorotipos do DENV.

¢ Desenvolvimento de protocolos faceis e baratos
para a caracterizacdo genOmica e de carga viral, incluindo
protocolos para serem utilizados em campo.

¢ Modificagdo de protocolos ja existente visando
simplificar o transporte e a manipulagdo de espécimes
bioldgicos.

eUso de antigenos recombinantes como
componentes de testes diagnosticos e como ferramentas para a
avaliagdo desses mesmos testes.

e Desenvolvimento de ferramentas laboratoriais
que possam sugerir um prognostico, permitindo um melhor
acompanhamento clinico dos casos.

Além desses itens especificos, também é necessario
direcionar atengao para a otimizagao de mecanismos que visam
conferir uma maior viabilidade dos reagentes (antigenos,
anticorpos monoclonais, culturas de células, controles séricos
positivos e negativos, etc.), assim como para a otimizagao de
métodos de padronizacdo de protocolos diagndsticos em
regidbes endémicas, de controle de qualidade e de
compartilhamento de informacdes e experiéncias entre areas
endémicas, incluindo o desenvolvimento de projetos de
pesquisa em colaboragao entre laboratorios.

Existem ainda alguns problemas e necessidades que
ndo sdo especificamente relacionados ao desenvolvimento
tecnolégico de métodos diagnosticos. Por exemplo, a
infraestrutura dos laboratérios, o treinamento do pessoal
técnico e a capacidade de pesquisa ainda sao limitados em
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muitas partes do Brasil e do mundo, onde a dengue é endémica.
Esses fatores influenciam negativamente a vigilancia
epidemioldgica, o acompanhamento clinico dos casos e o
desenvolvimento de novas abordagens ao controle da dengue.
Mostra-se urgente a mobilizagdo de fundos governamentais
para o aperfeigoamento da capacidade de atendimento dos
servigcos de saude publica, da infra-estrutura de laboratérios,
hospitais, postos de atendimento basico, entre outros, além da
capacitagao pessoal, gerando desta forma um melhor controle e
prevengao desta doenca.

O problema da dengue é um problema presente em
nossa realidade, e por isso, laboratorios clinicos devem se
interar de todos os métodos diagndsticos disponiveis para a
rotina e definir qual se adapta melhor as suas condicdes de
trabalho e da populacdo atendida, fornecendo desta forma
subsidio para que os profissionais de saude possam intervir
tanto de forma curativa quanto preventiva, salvando vidas.
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Imunocitoquimica e Imunohistoquimica para o
Diagnostico Laboratorial da Leishmaniose Tegumentar
Immunocytochemistry and Immunohistochemistry for Laboratorial

Diagnosis of Cutaneous Leishmaniasis
S. N. Lunedo’, V. Thomaz Soccol'?, E. A.Castro’; J. E. Queiroz Telles’

[RESUMO - O aumento significativo do numero de casos notificados da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e a\
expansao geografica da endemia tém motivado o desenvolvimento de novas tecnologias para auxiliar no diagnéstico das
leishmanioses, visando minimizar as restricdes apresentadas pelos testes diagndsticos disponiveis nos servigos de saude.
O presente trabalho empregou imunocitoquimica e imunohistoquimica (ICQ/IHQ) como métodos diagndsticos laboratoriais
para LTA. Amostras de culturas de Leishmania in vitro e cortes histolégicos de lesdes em animais infectados
experimentalmente foram submetidos a ICQ/IHQ, utilizando anticorpos policlonais desenvolvidos para este estudo e o
complexo avidina-biotina modificado (Ultra Streptavidin®). Em comparagdo com outras técnicas empregadas para o
diagnostico da LTA, nos casos avaliados, a IHQ apresentou resultados semelhantes aos da histopatologia com coloragéo
HE, com sensibilidade de 33,3% para formas amastigotas. Quando considerada a presenca de antigenos de Leishmania
no padréo celular, a IHQ apresentou uma sensibilidade de 83,3%, significativamente maior que na histopatologia e
compativel com métodos padréo ouro de cultura e PCR. As metodologias de ICQ/IHQ desenvolvidas neste trabalho foram
capazes de demonstrar em biépsias de lesdes, a presenca de formas amastigotas e antigenos de Leishmania, oferecendo
contribuigao adicional ao diagndstico da LTA, sendo de facil aplicagdo e podendo ser utilizada no sistema publico de saude.
Palavras Chave: Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). Diagndstico Laboratorial. Imunocitoquimica e

Qmunohistoquimica (ICQ/IHQ).

( SUMMARY - The significant increase in cutaneous leishmaniasis (CL) notified cases and the geographic expansion of this
endemy has motivated the development of new techniques to help in leishmaniasis diagnosis, seeking the minimization of
the restrictions imposed by the diagnostic tests available at the health services. The current study applied
immunocytochemistry and immunohystochemistry methods (ICC/IHC) for laboratory diagnosis of CL. Imprints and
histological sections from tissue infected with Leishmania were submitted to ICC/IHC methods using polyclonal antibodies
developed for this study and a modified avidin-biotin complex (Ultra Streptavidin®). The samples also were submitted for
routinely stained hematoxylin and eosin (H&E) specimens and gold standard methods (culture and PCR). Compared with
other useful techniques for the CL diagnosis, ICC/IHC showed the same sensitivity results (33%) as H&E stain for
amastigotes recognition. When the presence of Leishmania antigens was evaluated, ICC/IHC presented 83,3% sensitivity,
i.e., higher than that detected by histopathology and equivalent with gold standard methods (culture and PCR). The ICC/IHC
techniques developed in the current study were able to recognize amastigote forms and also Leishmania antigens in lesion
biopsies, offering an additional help to CL diagnosis and it can be easily applied in the public health system.
Keywords: Cutaneous Leishmaniasis (CL). Laboratorial diagnosis. Immunocytochemistry and immunohistochemistry

\ (1CCHC)

INTRODUGAO

Os métodos laboratoriais disponiveis para o
diagnostico da LTA, baseados na pesquisa direta do
parasito nas lesdes, incluem o exame de esfregacos
corados, exame histopatoldgico, cultura e inoculagéo em
animais. Para o diagndstico soroldgico, aplicavel em
estudos epidemioldgicos, utilizam-se os métodos de
ELISA (enzimaimunoensaio) e IFI (imunofluorescéncia
indireta)””. Nos métodos para pesquisa do DNA do
parasito, a técnica de PCR (polimerase chain reaction)
tem sido a mais utilizada, pois, além do diagndstico, tem
permitido a caracterizagdo de diferengas moleculares e
bioquimicas do agente etiolégico®”. Para a avaliagéo da
resposta celular, o método de escolha é o teste de
Montenegro®, apesar de nao possibilitar a distingao entre
doenca ativa e infecgao passada.

Todas as metodologias utilizadas apresentam
limitagbes em sua aplicacdo, seja no aspecto técnico ou no
elevado custo financeiro.

Imunocitoquimica e imunohistoquimica (ICQ/IHQ) sao
definidas como metodologias que utilizam anticorpos
conjugados com marcadores para localizar e identificar
estruturas teciduais, que funcionam como antigenos, in situ "

Considerando prioritariamente o diagndstico da
doenga, a utilizagdo de anticorpos policlonais atende aos
requisitos técnicos para sua aplicagdo em ICQ/IHQ, pois além
de elevarem a sensibilidade diagnéstica em doencgas infecto
parasitarias sdo mais acessiveis, técnica e economicamente,
que os anticorpos monoclonais®. Estas caracteristicas tém
permitido a aplicagdo dos anticorpos policlonais em ICQ/IHQ
para a identificagdo de amastigotas integras e antigenos de
Leishmania em diferentes tecidos humanos e animais™.
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Nesta perspectiva, o desenvolvimento de insumos e
metodologias, de facil aplicagao e interpretagédo, que colaborem
para o diagnéstico da LTA, permitirda a identificagdo de areas
prioritarias para agbes de prevengéao, tratamento e controle.

MATERIAL E METODOS
Histopatologia — Hematoxilina - eosina

As biopsias das lesdes cutaneas de casos suspeitos
foram fixadas em formol tamponado a 10% e processadas por
técnicas histoldgicas de rotina®. As laminas foram coradas com
hematoxilina (Merck, Germany) e solugéo de eosina (SIGMA,
Germany) conforme protocolo®. As preparagdes coradas foram
analisadas em microscopia 6tica em aumentos de 400 e 1000X.

Cultura in vitro

Para isolamento do parasito, a partir de lesbes
cutaneas de casos suspeitos, foram feitas bidpsias das lesdes
ou aspiragao do fluido tecidual. O material obtido foi macerado
em condigdes assépticas com soro fisiolégico (0,85%) e
antibiético (penicilina 25.000 Ul/mL). Os materiais foram
aliquotados em volumes de 0,5 mL, transferidos para o meio de
Tobie — Evans e mantidos a 24 °C em estufa. Na fase
exponencial de crescimento (5° ao 7° dia), o material de cultura
foi examinado em busca de formas promastigotas, com até
quatro repiques sucessivos até o isolamento. Caso negativo,
nova pesquisa de promastigotas foi realizada em 15 dias. Nas
amostras com resultado negativo o material foi descartado.

Reagao em cadeia da polimerase (PCR)

As amostras de biépsias das lesdes, congeladasa -
20°C, foram maceradas em solugao tampao (Tris - HCI 100 mM,
NaCl 150 mM e EDTA 10 mM, pH 7,4). O macerado foi
transferido para tubo de células, homogeneizado com tampéo e
centrifugado (300x g) para obtencédo do sedimento. A extracéo
do DNA do sedimento observou a seguinte seqiéncia: lise
celular, remogéao de proteinas e RNA e concentragdo do DNA.
Na amplificacdo do DNA por PCR, foram utilizados os
iniciadores b1 (GTGGGCGTATCTGCTGATGAC) e b2
(CAAAAAGCGAGGGACTGCGGA) para L.
(V.) braziliensis™ em diferentes temperaturas de anelamento. A
amplificagdo foi realizada em termociclador (PCR Express-
Hybaid), com 10 ng de DNA em volume final de reagéo de 25 yL
com 20 pLde 6leo mineral®.

Anticorpos policlonais

Para a obtengéo de soros hiperimunes, coelhos da
raga Nova Zelandia albinos foram inoculados com trés doses
subcutaneas (0, 30 e 45 dias) de proteinas (1,0 mg) de
antigenos insoluveis de L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis
com adjuvante de Freud completo (12 dose) e incompleto (22 e
3?2 doses). Foram coletadas amostras sanguineas dos animais
inoculados e dos controles (0, 15, 30, 45 e 55 dias) para
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observar a cinética de producdo de anticorpos por ELISA.
Sangrias de produgao foram efetuadas aos 60 e 65 dias apds a
primeira inoculagdo e os soros hiperimunes obtidos foram
congelados a -20°C até a purificagéo. As fragdes IgG dos soros
hiperimunes (HPI) (Ag soluvel e Ag insoluvel de L. (V.)
braziliensis e L. (L.) amazonensis) foram extraidas utilizando-se
o protocolo modificado da Amersham Biosciences — Antibody
Purification Handbook, 2002, empregando a metodologia de
Mckinney & Parkinson, 1987. Apds dialise (tampao PBS 0,05 M,
pH 7,4, a 4°C ) e filtragdo (0.4-0.8 ym) as fragbes foram
submetidas a processo de purificacdo cromatografico em
coluna, utilizando-se resina de G — sepharose (Sephadex® G-
50).

Imunocitoquimica e Imunohistoquimica

As laminas com distensdes e aposi¢cdes de amostras,
fixadas em etanol a 95% e os cortes histolégicos mantidos em
formol tamponado a 10% foram submetidos aos processos de
ICQ e IHQ, utilizando-se os anticorpos policlonais obtidos nas
etapas de purificagdo e o complexo avidina-biotina modificado
(Ultra Streptavidin®), fabricado por Signet Laboratories Inc. As
amostras foram incubadas com reagentes bloqueadores
(peroxido de hidrogénio 3% v/v em metanol, soro normal anti-
horseradish peroxidase — HRP e soro normal antifosfatase
alcalina). Em seguida, foi adicionado o anticorpo policlonal na
diluicdo de 1/100 em PBS pH 7,4 com 0,1% de azida sdédica.
Apos incubagdo e lavagem, foi adicionado o anticorpo de
ligagéo biotinilado anticoelho (Ultra Streptavidin®), com nova
lavagem e adicdo do reagente de marcagdo peroxidase —
estreptavidina (Ultra Streptavidin®) em tampao PBS 0,01M.
Apo6s nova lavagem com tampdo PBS pH 7,4, o sistema é
visualizado pela adigdo do substrato cromogénico (DAB — 3,3'
Diaminobenzidina). As laminas foram novamente lavadas e
contracoradas com hematoxilina. A analise foi realizada em
microscopia otica, comaumentos de 400 e 1000x.

Analise estatistica

A sensibilidade de cada método foi calculada
considerando o numero de testes com resultado positivo
dividido pelo numero de testes positivos dos métodos de
referéncia (cultura e PCR). Para a comprovacédo do objetivo
desse trabalho, foi utilizada a analise de variancia — “teste F”
(ANOVA), os testes ndo-paramétricos “Qui-Quadrado”,
“Comparagao entre duas Proporgdes” e “Teste de
Comparagdes Mudltiplas” (Teste de Tukey), pelo software
“Primer of Biostatistics”®. O nivel de significancia (probabilidade
de significancia) adotado foi menor que 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Na avaliagdo das amostras PCR positivas para LTA
(Figura 1), as preparagdes ICQ/IHQ apresentaram uma melhor
visualizagdo das formas amastigotas em relagéo a coloragéo
HE (Figura 2). Para os casos avaliados, a histopatologia com HE
apresentou sensibilidade de 33% para a deteccdo de
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Figura 1 — Perfil dos produtos amplificados na reagdo em cadeia da
polimerase de bidpsias de pacientes com diagndstico clinico de
leishmaniose.

Nota: Amostras de lesdes (linhas 2 a 11); L. (V.) braziliensis (linha12); L.(L.)
amazonensis (linha 13); controle negativo (linha14) e padroes de
referéncia (marcador molecular 100 PB DNA Ladder -Invitrogen) (linha 1).

Figura 2 - Imunohistoquimica e histopatolégico, com coloragcdo de
hematoxilina-eosina, de material de biépsia para detecgdo de formas
amastigotas de Leishmania. Aumento de 400x (a) e 1000x (b).

(a) Preparagédo IHQ

Tabela 1 - Comparacgao entre metodologias para a identificagao
de amastigotas e antigenos de Leishmania em materiais de
biopsias de lesoes.

Metodologia

HE Presenca |IHQ Presenca |IHQ Presenca
Casos (n= 26) de de de PCR |Cultura
amastigotas | amastigotas | amastigotas

Sensibilidade (%) 33 33 83,3 100 100

HE = Histopatologia com coloragao de hematoxilina — eosina, aumento de
1000x; IHQ = Imunohistoquimica, aumento de 1000x; PCR = Reagdo em
cadeia da Polimerase.

amastigotas, 0 mesmo resultado observado nas preparagdes
ICQ/IHQ (Tabela 1). No padréo celular (Figura 3), quando é
considerada a presenca de antigenos de Leishmania, a
ICQ/IHQ apresentou sensibilidade de 83,3% nas amostras
avaliadas, muito superior ao obtido para histopatologia com HE
e compativel com os resultados de cultura e PCR (Tabela 1).

DISCUSSAO
Os métodos de diagnédstico disponiveis para LTA

apresentam, em diversos aspectos, restricbes que limitam sua
eficacia e possibilidades de aplicagdo nos servicos de saude
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(b) Coloragao HE

Figura 3 —Imunohistoquimica de biopsia de lesado ativa de LTA,
com reagao positiva para antigenos de Leishmania em
citoplasma de células gigantes (padrao celular). Aumento de
1000x.

publica’®. Na pesquisa direta do parasito nas lesdes, a
porcentagem de positividade € inversamente proporcional a
duragéo da infecgao, sendo que, em lesdes recentes, as formas
amastigotas podem ser encontradas com maior facilidade™. Os
sistemas de diagnostico imunoldgico que utilizam métodos de
enzimaimunoensaio (ELISA), imunofluorescéncia indireta (IFl),
pesquisa de DNA e cultura necessitam de uma estrutura técnica
laboratorial que nem sempre ¢é disponibilizada nos servigos de
saude publica nos municipios do interior, ficando restritos aos
centros de referéncia. Outro problema com os ensaios
soroldgicos para diagnéstico da LTA é a ocorréncia de reagdes
cruzadas com outras patologias, incluindo leishmaniose
visceral e doenga de Chagas'®. Os métodos para avaliagéo da
resposta celular (teste de Montenegro) apresentam limitagdes
em sua padronizagdo, além da dificuldade no retorno do
paciente para a realizac&o da leitura da reagdo, apds 72 horas™.
Neste contexto, é justificado o desenvolvimento de um método
ICQ/IHQ para complementar o conjunto de metodologias
disponiveis, visando melhorar o diagndstico e o coeficiente de
deteccdodalLTA.
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Nas metodologias de ICQ e IHQ podem ocorrer
reagOes inespecificas de fundo (backgroud), devidas a
atividades enzimaticas endogenas, fixagdo deficiente,
degradacdo da amostra, presenca de anticorpos naturais e
proteinas contaminantes™. Amaioria dos interferentes pode ter
sua atividade atenuada ou eliminada nas etapas de execugao
da metodologia. A interferéncia devida as proteinas
contaminantes, presentes nos soros hiperimunes, pode ser
minimizada por um processo eficiente de purificagao dos soros.
Neste trabalho, o processo de purificagéo consistiu na extragao
de imunoglobulinas, segundo metodologia de Mckinney &
Parkinson (1987), seguido de purificagdo cromatografica em
coluna comresina de G —sepharose (Sephadex® G-50).

Na avaliagéo dos diferentes métodos utilizados para o
diagnostico laboratorial da LTA, a metodologia de IHQ
apresenta algumas possibilidades adicionais em relagédo a
metodologia tradicional de histopatologia com coloracdo por
hematoxilina-eosina (HE). Uma vantagem relevante da IHQ é a
facilidade de observagdo das amastigotas em um campo de
microscopia que apresente poucos parasitos em meio a reagao
inflamatoria, restos celulares e microrganismos contaminantes.
Esta visualizagdo ampliada € decorrente da presenga bem
definida do substrato cromogénico (DAB) no sitio de interagao
antigeno-anticorpo, em contraste com o corante de fundo,
permitindo um delineamento das estruturas das amastigotas,
dando aparéncia maior (3-5 pm) do que na coloragéo por HE (2-
4 um)™. Outra possibilidade da ICQ/IHQ é indicar a presencga de
reacéo positiva para antigenos de Leishmania, que ocorre em
tecidos com parasitos parcialmente degradados ou em fase de
processamento de antigenos, independente da visualizagdo
das formas amastigotas integras™. Esta possibilidade de
caracterizagdo de antigenos, independente da presenca de
amastigotas integras, elevou a sensibilidade da metodologia
neste estudo para 83,3 %, compativel com a sensibilidade de
92,5% encontrada por Schubach et al. (2001).

CONCLUSOES

Em comparagdo com a histopatologia (HE) a
metodologia de ICQ/IHQ oferece parametros adicionais para o
diagndstico da Leishmaniose Tegumentar Americana. O
método proporciona melhor visualizagdo das amastigotas e
indica a presenga de antigenos de Leishmania em tecidos com
parasitos parcialmente degradados, resultando em maior
sensibilidade (83,3 %) para os casos avaliados.
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Frequéncia de imunofenétipos aberrantes em leucemias
agudas: analise de 213 casos diagnosticados na
Fundacao Hemope

Frequency of aberrant immunophenotypes in acute leukemia: analysis
of 213 cases diagnosed in Fundagao Hemope

Joel Henrique Teles dos Santos'? Diogo Castelo Branco Alves Torres', Maria Amélia Batista Neves'
Ana Elita de Brito', Rosane Costa Porto de Araujo’, Cintia Gonsalves de Faria Machado'

(RESUMO - As leucemias agudas (LAs) sao doencas clonais do tecido hematopoético caracterizadas por proliferagéo\
andémala de progenitores das diferentes linhagens. O diagnostico das LAs se baseia em achados citomorfolégicos,
citoquimicos e imunofenotipicos em células da Medula Ossea (MO) e/ou Sangue Periférico (SP). Cerca de 30 a 50% das
LMAs e LLAs, bem caracterizadas pelo imunofenétipo, exibem expressao de antigenos aberrantes e esta situagao deve ser
distinguida das leucemias bifenotipicas, que tém atualmente critérios de diagndstico bem definidos. A deteccdo dos
antigenos aberrantes nao parece terimplicagdo prognéstica, mas € uma importante ferramenta para a detec¢do de doenga
residual minima (DRM). O objetivo deste trabalho foi relatar a freqiiéncia de Fendtipos Aberrantes (FA) em LAs nos
pacientes diagnosticados na Fundacdo Hemope, correlacionar este achado com a idade e identificar os antigenos
aberrantes predominantes. O estudo contou com 213 pacientes de ambos o0s sexos e sem restricéo de faixa etaria ou raga.
Aimunofenotipagem utilizou amostras de SP e/ou MO, sendo a analise realizada por citometria de fluxo multiparamétrica.
Para as LMAs, LLAs B e LLAs T as freqliéncias de FA encontradas foram de 47%, 40% e 52%, respectivamente. Os
antigenos aberrantes predominantes foram CD7 e CD56 para as LMAs e CD13 e CD33 para as LLAs. A freqiiéncia de
antigenos aberrantes (45%) e a predominancia de antigenos linfocitarios T e NK na LMAs e de antigenos mieldides nas
LLAs, condizem com a literatura. Por outro lado, o predominio de FA entre os adultos parece sugerir mais uma caracteristica
da amostra, onde esta faixa etaria predominou, que uma caracteristica biolégica das leucemias analisadas. Finalmente,
este estudo, definindo melhor o perfil imunofenotipico de nossos pacientes, possibilita 0 uso deste conhecimento na
avaliagdo de DRM.

\Palavras-Chave: Leucemias Agudas, Imunofenétipos Aberrantes, Citometria de Fluxo. )

( SUMMARY - Acute leukemias (AL) are clonal diseases of the hematopoietic tissue characterized by anomalous proliferation \
of precursors of different lineage. The diagnosis of AL is based on morphological, citochemical and immunophenotypical
findings in cells of Bone Marrow (BM) and/or Peripheral Blood (PB). About 30 to 50% of AML and ALL, well-characterized by
immunophenotype, display aberrant expression of antigens and this situation should be distinguished from biphenotipic
leukemias, which are currently well-defined criteria for diagnosis. The detection of aberrant antigen does not seem to have
prognostic implication, but it is an important tool for the detection of minimal residual disease (MRD). The objective of this
study was to report the frequency of aberrant phenotypes (AP) at AL in patients diagnosticated by Fundag¢do Hemope,
correlate this finding with age and identify the predominant aberrant antigens. The study included 213 patients of both
genders and without restriction of age or race. The immunophenotyping used samples of PB and/or BM, being the analysis
by multiparametric flow cytometry. For AML, B-ALL and T-ALL the frequencies of FA found were 47%, 40% and 52%
respectively. The predominant aberrant antigens for AML were CD7 and CD56 and for ALL were CD33 and CD13. The
frequency of aberrant antigens (45%) and the predominance of lymphocyte T and NK antigens in AML and myeloid antigens
in ALL, matches with the literature. Moreover, the prevalence of AP among adults, who are the predominant age group,
seems to be more suggestive of a characteristic of the sample, than a biological feature of leukemias that were analyzed.
Finally, this study, defines better the immunophenotypical profile of our patients and allows the use of this knowledge in the
evaluation of MRD.

\ Keywords: Acute Leukemia, Aberrant Immunophenotypes, Flow Cytometry. J

INTRODUGAO A presenca de antigenos especificos caracteriza as
diferentes linhagens e assim, as leucemias agudas humanas
As leucemias agudas (LAs) sdo doengas clonais | s&o amplamente definidas como tendo diferenciagdo mieldide

do tecido hematopoético caracterizadas por proliferagéo
andmala de progenitores de diferentes linhagens. Sao
doencas bastante heterogéneas e com curso clinico
variavel .

O diagnodstico das LAs se baseia em achados
clinicos, citomorfolégicos, citoquimicos e
imunofenotipicos em células da Medula Ossea (MO) e/ou
Sangue Periférico (SP)*.

ou linféide de acordo com a expressao de antigenos de
superficie e/ou citoplasmatico associados com as expressodes
antigénicas normais mieldides ou linféides B/T°.

De acordo com relatos anteriores, aproximadamente
46% dos casos das leucemias linfoblasticas agudas (LLAs) e
48% dos casos das leucemias mieldides agudas (LMAs) tém
expressao aberrante de pelo menos um antigeno associado a
uma outra linhagem celular, sendo mais comuns as expressdes
do CD7, CD56 e CD20, na LMA e Cd33, na LLA*.
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A definicdo de fenodtipos aberrantes esta
freqlientemente associada as leucemias identificadas com: 1)
co-expressdo de marcadores que raramente ou nunca sao
encontrados simultaneamente na diferenciagao hematopoética
normal, 2) com a superexpressao de um marcador especifico de
linhagem celular, ou 3) com a auséncia de um marcador, que
configura assincronia maturativa da célula **.

Por outro lado, para distinguir casos de leucemias
bifenotipicas daqueles casos de LLA e LMA que possuem
expressao aberrante de antigenos, o Grupo Europeu de
Caracterizagdo Imunoldgica das Leucemias Agudas (EGIL)
estabeleceu um sistema de escore em que antigenos
detectados pela imunofenotipagem, por citometria de fluxo,
eram pontuados em 0,5, 1 e 2 pontos dependendo da sua
especificidade (tabela 1) para as linhagens mieldide, linféide B e
linféide T. Casos tendo escore maior que 2 tanto para os
antigenos mieldides como antigenos de linhagem celularBou T
s&o designados como leucemias agudas bifenotipicas .

O mecanismo pelo qual ocorre a expressao de FA no
desenvolvimento das LAs ainda permanece obscuro, no
entanto, ja € possivel estabelecer associacdes entre estas
expressdes incomuns e outras caracteristicas biologicas da
doenga, como as associagdes com translocagdes
cromossémicas. Além disso, os imunofendtipos aberrantes sao
reconhecidamente instrumentos de grande importéancia na
detecgéo de doenga residual minima (DRM) #*.

Com a intengdo de avaliar a freqiéncia de FA em
diversas faixas etarias nos diferentes subtipos de leucemias,
foram analisados os imunofenétipos de 213 pacientes
portadores de leucemias agudas diagnosticados na Fundacéo
Hemope, auxiliando na definicdo de um perfil da doenca em
nossaregiao e na deteccdo de DRM.

Tabela 1: Sistema de pontuagdo EGIL para definicio de
leucemias mistas ou bifenotipicas.

PONTUAGAO | LINFOIDE B | LINFOIDE T MIELOIDE
0,5 TdT CD1a CD117
CD24 CD7 CD64
TdT CD15
CD14
1 CD19 CD2 CD13
CD10 CD5 CD33
CD20 CD8 CDw65
CcD10
2 CD79a CD3 (cyt/m) anti-MPO
IgM (cyt) anti-TCR a/
CD22 (cyt) anti-TCR y/d

Fonte: EGIL, 1995

MATERIAL E METODOS

AMOSTRAS: O estudo contou com amostras de SP e MO, sem
restricdo de idade, sexo ou etnia. A analise de todos os
pacientes foi feita no momento do diagnostico estando estes
isentos de tratamento quimioterapico e radioterapico.

CITOMORFOLOGIA E CITOQUIMICA: A analise inicial para
validagcéo de leucemia aguda foi feita com base nos critérios
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estabelecidos pela OMS e também foram empregadas as
técnicas citoquimicas do Sudan-Black ou mieloperoxidase,
esterases inespecificas (ANAE e butirato) e PAS.
IMUNOFENOTIPAGEM: O estudo dos antigenos celulares foi
feito em SP ou MO, utilizando um amplo painel de Anticorpos
Monoclonais (AcMos) para identificar linhagens mieldide e
linféide, e teve como instrumento o citdbmetro de fluxo do tipo
FACS-Calibur, da Becton-Dickinson (S. Jose, CA).

O processamento das amostras para a
imunofenotipagem obedeceu as seguintes etapas:
O sangue total foi submetido a centrifugagao com Ficoll-Hypaque
(Sigma, St. Louis, MO; densidade 1077), onde as células foram
separadas por gradiente de densidade. A camada de células
mononucleares foi retirada e posteriormente lavada em RPMI
(RPMI-medium 1640/Sigma, St. Louis, Missouri, USA)
suplementado com soro bovino fetal a 10%. O “pellet” celular foi
ressuspendido, sendo a suspensdo ajustada para uma
quantidade de 2000 células por mm®. O painel de AcMos foi
aplicado e as amostras foram incubadas em local protegido de luz
durante 20 minutos. A avaliagdo no citdmetro utilizou o software
CellQuest (Becton-Dickinson Immunocytometry Systems, San
Jose, CA). As células de interesse foram delimitadas através da
analise do grafico de dispersao frontal e lateral de luz (FSC x
SSC), sendo adquirido um total de 10.000 células por amostra. A
analise dos dados foi feita através do percentual de células
positivas para determinado marcador celular, considerando-se
expressao positiva um percentual igual ou maior a 20% de células
marcadas na populacdo. Para avaliagdo do antigeno
mieloperoxidase (MPO) o “cut-off’ foi de 10%.

RESULTADOS

A imunofenotipagem dos 213 casos mostrou
expressdo aberrante de antigenos em 96 casos,
correspondendo a 45% das amostras (figura 1).

Quanto a linhagem celular 118 (55,5%) eram LMAs e
95 (44,5%) LLAs, dentre estas, 70 eram de linhagem B e 25 de
linhagemT.

Entre as LMAs, 55 casos (47%) exibiram FA, e
considerando a faixa etaria esta expressao predominou na
idade adulta, 18 a 65 anos (figura 2).

Para as LLAs B os FA foram encontrados em 28 casos
(40%), predominando entre os adultos, conforme a figura 3.

As LLAs T foram as menos freqlientes entre as
leucemias analisadas, com apenas 25 casos, porém a presenga
de FA neste grupo foi maior, sendo evidenciada em 13 pacientes
(52%). Quando relacionado com a idade, verifica-se que a faixa
etaria com maior presencga de FA foi também a do adulto, com
frequéncia de 69% (figura 4).

Ao analisar quais antigenos aberrantes foram mais
expressos verificou-se que nas LMAs predominaram os
antigeno CD7 E CD56. Comrelagéo as LLAs, observou-se tanto
nas de linhagem B quanto nas T maior expressdo do CD33
seguidode Cd13.

B Leucemias Agudas sem Expressao
Aberrante de Antigenos

B Leucemias Agudas sem Expressado
Aberrante de Antigenos

Figura 1: Percentagem de FA nos pacientes com LAs
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Figura 2: A) Distribuigao de FA entre as LMAs
B) Relacao entre FA nas LMAs e faixa etaria

B LMA sem Expressdo Aberrante de Antigenos
B LMA com Expressdo Aberrante de Antigenos

4

28
40%

M Criangas (0-18a)
M Adultos (18-65a)
Idosos (>65a)

M LLA-B sem Expressdo Aberrante de Antigenos
M LLA-B com Expressdo Aberrante de Antigenos

Figura 3: A) Distribuigdo de FA entre as LLAs B
B) Relagao entre FA nas LLAs B e faixa etaria

13
52%

M Criangas (0-18a)
M Adultos (18-65a)
Idosos (>65a)

M LLA-T sem Expressdo Aberrante de Antigenos

M LLA-T com Expressdo Aberrante de Antigenos

Figura 4: A) Distribuicdo de FA entre as LLAs T
B) Relagéo entre FA nas LLAs T e faixa etaria

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A freqiéncia de antigenos aberrantes nas LAs
diagnosticadas na Fundagdo Hemope, foi de 45% e
correspondeu  aquela relatada na literatura onde essa
expressdo variaentre 30a50%">".

A maior freqiiéncia de LMA é observada no adulto
aumentando progressivamente com a idade, e a literatura ndo
aponta predominio de expressado aberrante de antigenos por
diferentes faixas etéarias neste tipo de leucemia™. Assim a maior
frequéncia de FA entre os adultos no presente estudo parece
representar apenas o predominio desta faixa etaria e ndo um
fendmeno biolégico.

A LLA-B predomina na faixa etaria de 0-18, onde
segundo a literatura ocorre a maior freqiiéncia de FA”, porém no
adulto a observagcdo de antigenos aberrantes também é
frequente sendo acompanhada muitas vezes por alteracdes
genotipicas como a presenca do cromossomo Philadelphia’.

No presente estudo observou-se uma inversdo na
incidéncia da LLA-B quanto a faixa etaria, onde 50% dos
pacientes eram adultos e desta forma atribuimos a esta
caracteristica da amostra o predominio de FAneste grupo.

A LLA-T corresponde de 20 a 25% dos casos de
leucemias agudas no adulto’. Neste estudo, o predominio de
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pacientes adultos pode ter contribuido para a maior freqiiéncia
de FA nesta faixa etaria, uma vez que nao harelatos na literatura
de predominancia de FAna LLA-T em nenhum grupo etario™.

A maior freqiiéncia de expressao aberrante de CD7 e
CD56 nas LMAs e de CD33 e CD13 entre as LLAs , é também
relatada em outros trabalhos'*"**®.

Finalmente, a presenca de antigenos aberrantes
mieldides em leucemias linféides e antigenos aberrantes
linféides em leucemias mieldides apesar de aparentemente nao
significar nenhuma caracteristica bioldgica especifica e nem
influenciar o curso clinico, mostra-se uma ferramenta util e
importante na deteccdo da DRM, a ser aplicada no nosso
servigo.
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Difusao de Microrganismos, Inibicao do Crescimento e
Atividade Biocida do “Cianoacrilato Super Bonder®”

Microorganisms Diffusion, Growth Inhibition and Biocide Activity of the
“Super Bonder® Cyanoacrylate”

Lucas do Amaral Santos', Leonardo de Souza Vasconcellos®, Andy Petroianu®

(RESUMO - Os objetivos do presente trabalho foram avaliar se o Super Bonder® apresenta algum risco de veiculag&o de\
microorganismos em humanos e se possui alguma atividade bactericida ou bacteriostatica para cocos gram-positivo. Foi
testada a esterilidade de dez tubos do adesivo nos meios de cultivo BHI, agar sangue, agar Sabouraud com cloranfenicol e
Mycosel. A provavel agéo bactericida ou bacteriostatica do adesivo Super Bonder®, in vitro, foi verificada utilizando cepas de
Staphylococcus aureus e staphylococcus epidermidir, semeadas em meio de cultura agar sangue e agar Mueller-Hinton.
Nao foi observado crescimento de microrganismos nos meios de cultura contendo somente gotas de Super Bonder®. No
agarsangue, observou-se auséncia de beta-hemolise e de crescimento bacteriano nas areas de sobreposigéo do adesivo.
Em agarMueller-Hinton, houve rarefagao de colénias ao redor das gotas do cianoacrilato. Os dados deste trabalho mostram
que a cola de cianoacrilato Super Bonder® parece ser livre de contaminag&o por microrganismos e apresenta possivel

atividade bacteriostatica in vitro.

Palavras-Chave: Super Bonder®; Cianoacrilato; Esterilidade, Difusdo de microorganismos, Inibicdo do crescimento,

\Atividade bactericida, Atividade bacteriostatica.

J

/

KBacteriostatic activity

SUMMARY - The purposes of the present study were to verify the human'’s risk of the Super Bonder® microorganisms’\
diffusion and the probably biocide or bacteriostatic adhesive's activity for gram-positive cocci. The sterility of ten tubes of the
adhesive was tested in BHI culture tube and blood-agar, agar-Sabouraud with cloranfenicol and Mycosel culture plates. The
biocide or bacteriostatic activity of the Super Bonder® adhesive, in vitro, was verified using cultures of Staphylococcus
aureus and staphylococcus epidermidis, seeded on blood-agar and agar-Miieller-Hinton culture plates. No microorganisms'
growth was observed in the culture plates containing only drops of the Super Bonder®. In agar-Miieller-Hinton, zones with
reduced number of colonies were noticed around the cyanoacrylate's drops. In blood-agar, absence of haemolysis-beta and
bacterial growth were observed in the covered areas of the adhesive. According to the results of this investigation, the Super
Bonder® cyanoacrylate is free of microorganisms' diffusion and probably inhibits in vitro the bacterial growth.

Keywords: Super Bonder®; Cyanoacrylate; Sterility; Microorganisms' diffusion, Growth inhibition, Bactericide activity,
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INTRODUGAO

A utilizacdo de adesivos teciduais em
concomitancia ou substituigdo as suturas com fios
convencionais abriu nova forma de abordagem de feridas
cirdrgicas ou traumaticas®®. Com a utilizagéo das colas
bioldgicas, os anestésicos locais para os procedimentos
de sintese ndo sdo mais necessarios, reduzindoadore a
ansiedade do paciente”®. As colas biologicas também
aboliram a retirada dos pontos, reduziram o emprego de
materiais cirurgicos e, consequentemente, diminuiram os
custos desses procedimentos™®.

Aadocgao de adesivos para a sintese de tecidos,
passou a ser estudada mais intensamente a partir da
década de 1940°. Inicialmente, utilizaram-se as colas de
origem bioldgica e, a partir de 1962, os polimeros
sintéticos, principalmente os compostos de metil, butil,
isobutil e etil-cianoacrilato’.

A cola comercial Super Bonder® (Henkel Loctite
Adesivos Ltda., Brasil) é constituida basicamente de éster

de cianoacrilato (etil-cianocrilato), que se polimeriza
rapidamente durante o processo de ades&o por mecanismos
aniénicos**. Como adesivo, ela apresenta vasta aplicagdo em
metais, porcelana, plasticos, madeira, couro e papelao, dentre
outros’. Embora ainda n&o seja preconizada a sua utilizagdo em
tecidos biologicos, € crescente o numero de trabalhos na
literatura que aborda o uso tépico desse adesivo em seres
humanosG,ﬂ,15,22,24,25,29,30.

Muitos trabalhos recomendam a utilizagdo do Super
Bonder® na reparagédo de perfuracdes de cornea”®'™", por
acreditar que nao seja téxico e por apresentar custos inferiores
guando comparado com técnicas de sutura convencionais, que
chegam a custar de cinco a dez vezes mais®. Por outro lado,
alguns pesquisadores sugerem um efeito toxico desse adesivo
em uso humano™**. GARRIDO et al."’, alertaram que o uso
exagerado desse adesivo, em perfuragdes de coérnea maiores
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que 3 mm, ha maior risco a toxicidade, com presenca de
reagOes inflamatdrias intensas, vascularizagdo e necrose da
cérneaaoredor da areatratada’.

Além de sua controversa toxicidade" ', outro fator que
deve ser bem avaliado antes de sua indicagao na correcao de
feridas humanas consiste na possivel veiculagdo de
microorganismos para o tecido ja lesado”"". Isso, porque o
Super Bonder®, na forma como é comercializado, ndo apresenta
em sua embalagem indica¢des de esterilizacéo ou técnicas que
autorizam seu uso em tecidos humanos™"'. Do mesmo modo,
nao ha relatos de autorizagao da ANVISA ou de qualquer érgao
regulador nacional ou regional quanto a sua adogdo para
finalidades médicas.

Mesmo diante dessas lacunas, o Super Bonder® vem
sendo frequentemente utilizado por varios profissionais de
diversas areas da salde: na oftalmologia®"*""*#*%* na
otorrinolaringologia®*****, nas cirurgias plastica®'®, geral** e
cardiovascular’®™, na ortopedia"®®* e na neurocirurgia™",
dentre outras. Na odontologia', especialmente na reparagao de
préteses dentarias, este adesivo também vem mostrando bons
resultados, ndo sendo evidenciados sinal de inflamagao ou
toxicidade local’. Seu eficiente e rapido poder adesivo aliado a
simplicidade de manuseio, o baixo custo e sua ampla
disponibilidade também contribuiram para sua maior adog&o™.

Alguns autores relataram efeito bactericida in vitro dos
adesivos a base de cianoacrilato, principalmente quanto aos
microrganismos gram-positivo’'>"*"""*  Estudos in vitro
encontraram efeito inibitério, tanto do isobutil-cianoacrilato
quanto do alquil-2-cianoacrilato, contra microrganismos gram-
positivos”. Entretanto, poucos trabalhos avaliaram essa
possivel fungéo nos adesivos a base de etil-cianoacrilato'*.

A emergente utilizagéo do adesivo Super Bonder® nas
diversas areas da saude e da caréncia de trabalhos na literatura
que confirmem a seguranga de seu uso em seres humanos,
motivaram este estudo.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar se o Super
Bonder® apresenta algum risco de veiculagdo de
microrganismos em humanos, ou seja, se € estéril, bem como
se possui alguma atividade bactericida ou bacteriostética para
gram-positivo.

1,17

MATERIAL E METODOS

Foram adquiridas dez bisnagas de Super Bonder®
novas e fechadas de fabrica, todas dentro do prazo de validade,
de acordo com a embalagem.

Para o teste de auséncia de veiculagdo de
microorganismos, foram aplicadas cinco gotas de cada bisnaga
em quatro diferentes meios de cultura: meio de cultivo liquido
BHI (Brain Heart Infusion - Biobras®), agar sangue (Biobras®),
agar Sabouraud com cloranfenicol (Diagnostics Pasteur®) e
Mycosel (Merck®). Apds a inoculagéo, os meios BHI e agar
sangue foram incubados a 37°C durante sete dias e
examinados diariamente para verificagdo de crescimento
microbiano. Os meios agar Sabouraud e Mycosel foram
incubados a 25°C, durante 30 dias. No BHI, avaliou-se a
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transparéncia e a coloragéo pelo Gram. Nos demais, observou-
se possivel crescimento de coldnias. Para cada tipo de meio
utilizado no teste estudou-se um segundo similar, como
controle, sem a presenca do adesivo de cianoacrilato.

Para verificar a provavel acdo bactericida ou
bacteriostatica do adesivo Super Bonder® investigaram-se, in
vitro, dois tipos comuns de bactérias Gram-positivas:
Staphylococcus aureus e Strepcococcus epidermids. Para cada
uma das dez bisnagas do adesivo testado, confeccionaram-se
duas placas: uma contendo agar Mueller-Hinton e outra com
agarsangue.

Em cada metade das placas de agar Mueller-Hinton
foram semeadas com alga de platina, pela técnica de
esgotamento, colénias das duas bactérias estudadas.
Posteriormente, foram pingadas duas gotas do Super Bonder®
sobre cada area semeada. A presenga de crescimento
bacteriano e a formacao de halos de inibigcdo ao redor de cada
gota do adesivo foram avaliadas apds 24, 48 e 72 horas de
incubacao a 37°C. Na porgao mediana de cada placa, regiao
preservada de semeadura, pingou-se uma gota do adesivo
como controle.

Nas placas contendo agar sangue semeou-se
Staphilococcus aureus na superficie e em micro escavagdes
com a alga de platina. Posteriormente, a cola de cianoacrilato foi
gotejada sobre essas semeaduras e microescavagbes, de
modo a cobri-las totalmente. O crescimento bacteriano foi
avaliado apds 24,48 e 72 horas de incubagéo a 37° C. Decorrido
esse prazo, os adesivos foram removidos e foi coletada amostra
de material logo abaixo da area de aplicacdo do adesivo para
analise microbioldgica por meio da coloragao pelo Gram.

RESULTADOS

Em todos os meios, ocorreu polimerizagdo do adesivo
logo apds a sua aplicacdo. Nao se observou crescimento de
microrganismos nos meios BHI e 4garsangue em presenca da
cola de cianoacrilato, durante os sete dias de acompanhamento
(Fig. 1A). Nos meios seletivos para fungos, também n&o se
observou crescimento, decorridos os 30 dias de estudo. Nos
controles, também nao houve crescimento bacteriano ou
fungico.

Nas placas de agar Mueller-Hinton, houve crescimento
bacteriano de ambas as cepas testadas, sendo observada
rarefagéo de col6nias ao redor das gotas do adesivo, ou seja, a
formac&o de pequenos halos adjacentes ao Super Bonder® (Fig.
1B).

Nas placas com agar sangue, houve crescimento das
semeaduras de S. aureus na auséncia do adesivo, evidenciada
pela presencga de beta-hemolise. Ja nas areas das semeaduras
e das microescavagdes recobertas pelo cianoacrilato, esse
crescimento mostrou-se limitado (Fig. 1C). Nos materiais
retirados logo abaixo do local de aplicagdo do adesivo foram
identificados alguns cocos gram positivo.
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Figura 1 — A) Auséncia de microbiota apés 72 horas de experimento, em
agar-sangue.

B) Na area destacada ha rarefacdo de colonias de Streptococcus
epidermids em torno da gota de Super Bonder®, em agar-Miieller-Hinton.
C) Auséncia de beta-hemoélise e de crescimento de Staphilococcus aureus
nas areas de sobreposicédo do cianoacrilato, em agar sangue.

DISCUSSAO

Este trabalho faz parte de uma linha de pesquisa sobre
cicatrizag&o e utilizagéo de adesivos biolégicos e sintéticos™ .
Dentre os adesivos teciduais mais utilizados na clinica cirurgica,
a cola de fibrina, a base de gelatina, resorcina e formaldeido
(GRF-Colagel®) e os adesivos a base de cianoacrilato
(Hystoacril Blue®) possuem como vantagem as propriedades
hemostaticas e vedantes, além da comprovagado de sua nao
toxicidade®>'®. Por outro lado, o custo elevado e sua pouca
disponibilidade tornam sua utilizagdo menos freqiiente™. Como
conseqléncia, é cada vez mais frequente a busca por novos
adesivos sintéticos para uso em humanos®’.

Ao contrario do uso in vivo, ja estabelecido para varias
colas bioldgicas, as recomendagdes técnicas do adesivo Super
Bonder® ndo indicam a sua utilizagdo em humanos®*. Além de
sua controversa toxicidade, essa limitacdo decorre de nao
passar por processo de esterilizagdo durante sua
fabricagéo"'®”.

No presente trabalho, quatro tipos distintos de meios
de cultura foram estudados. O meio liquido BHI foi adotado com
a finalidade de pesquisar crescimento de microrganismos em
geral. O meio de cultura agar sangue teve como objetivo a
busca por bactérias Gram-positivo. Ja o0s meios agar
Sabouraud com cloranfenicol e o0 Mycosel foram necessarios
para pesquisa especifica de fungos e, por isso, cultivados em
estufa a 25°C, cuja temperatura é pouco adequada para
crescimento bacteriano. Tendo em vista que os fungos
apresentam crescimento mais retardado do que as bactérias,
aguardou-se um periodo maior para sua avaliagao™.

Embora ndo seja apresentado como um produto
“estéril”, os dez tubos de Super Bonder® testados no presente
trabalho ndo mostraram veiculagdo de microrganismo nos
meios pesquisados, corroborando alguns achados da
literatura”*. UEDA et al., (2004), avaliando a esterilidade do
Super Bonder® apds sete dias de incubag&o em placas de agar
sangue, agar chocolate e agar Sabouraud, concluiram que esse
adesivo poderia ser utilizado de forma segura em humanos®.
Em outras areas cirurgicas, muitos autores que haviam
incorporado esse adesivo em suas rotinas, também né&o
observaram risco de infecgdo™?.

Quanto as propriedades bactericida e bacteriostatica
dos adesivos a base de etil-cianoacrilato, poucos sdo os
trabalhos na literatura”"*. Alguns autores estudaram, in vitro, a
possibilidade de o Super Bonder® apresentar ac&o biocida para
0os seguintes microrganismos: Staphylococcus xylosis,
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Staphylococcus aureus e Pseudomonas aerugina. Poréem,
nao foram demonstrados efeitos bacteriostatico ou
bactericida desse adesivo nessas bactérias, alertando para a
necessidade da manutengcdo de antibioticoterapia
apropriada®.

No presente trabalho, apenas dois tipos de bactérias
gram-positivo foram avaliadas: S aureus e S epidermids;
devido a facilidade de sua obtencdo, bem como por serem
agentes constituintes da microbiota infectante humana'*.
Por limitagbes técnicas, nao foi possivel avaliar a esterilidade
do Super Bonder® em meios de cultura especiais para
pesquisa de outros patdgenos, tais como anaerdbios,
protozoarios e micobactérias.

A aparente rarefagédo de colbnias ao redor das gotas
de cianoacrilato nas placas de agar Mueller-Hinton poderia
ser compreendida como provavel agido bactericida ou
bacteriostatica do Super Bonder® para as duas cepas
testadas. Entretanto, esse achado deve ser interpretado com
cautela, tendo em vista que ndo houve a formagao de um halo
de inibicdo verdadeiro, com auséncia completa de bactérias,
como aqueles encontrados em testes rotineiros de
antibiograma®. Contrapondo alguns trabalhos na literaturam,
seria prudente concluir que os dados apresentados podem
indicar uma possivel interferéncia do Super Bonder® no
crescimento dos cocos gram positivo estudados.

O provavel efeito bactericida ou bacteriostatico do
adesivo também foi pesquisado quanto a presencga de beta-
hemdlise apods cultivo de S aureus em agar sangue, seja na
forma superficial (por semeadura), seja profunda (nas
microescavagdes). A auséncia de crescimento bacteriano,
superficial ou em areas mais profundas do agar, aliada a nao
formagado de beta-hemdlise, foram dados importantes que
poderiam corroborar apenas o efeito bacteriostatico do Super
Bonder®. Isso, porque a identificagio de alguns cocos Gram
positivo nas areas sobrepostas a cola, logo apos sua retirada,
contrapde-se a possivel agédo bactericida do cianoacrilato.
Outra justificativa seria a provavel permanéncia dos
microorganismos em forma latente ao serem envolvidos pelo
cianoacrilato polimerizado’. Caso essa hipotese realmente
ocorra, também reforgaria a agdo bacteriostatica desse
adesivo. Entretanto, julgamos prudente que novos trabalhos
sejam necessarios para a pesquisa da agao bactericida do
Super Bonder®.

CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente trabalho,
concluiu-se que a cola comercial de cianoacrilato Super
Bonder® parece ser livre de contaminagdo por bactérias e
fungos, pelos meios de cultura avaliados. Uma possivel agao
bacteriostatica do adesivo de cianoacrilato pode ser
corroborada pela dificuldade de crescimento in vitro das
bactérias Gram positivo testadas. Entretanto, para confirmar
sua provavel agdo bactericida, novos trabalhos serdo
necessarios.

RBAC, vol. 43 (2): 138-141, 2011



REFERENCIAS

1. AZEVEDO, C.L.; MARQUES, M.M.; BOMBANA, A.C. Cytotoxic effects of cyanoacrylates

used as retrograde filling materials: an in vitro analysis. Pesqui. Odontol. Bras., 17 (2), 13-8,
2003.

2. CARVALHO FILHO, I.B.; CALDAS JUNIOR, A.F.; VIDAL, H.G. Uso do etil-cianoacrilato
(Super Bonder) na cicatrizagéo de feridas de linguas de ratos. Rev. do CROMG; 3(1):10-3, 1997.
3. COOPER, C.W.; FALB, R.D. Surgical adhesives. Ann. New York Acad. Sci., 146(2), 214-24,
1968.

4. COOVER JUNIOR, H.W,; JOYNER, F.B.; SHEARER JUNIOR, N.H.; WICKER JUNIOR, T.H.
Chemistry and performance of cyanoacrylate adhesive. Spe. J., 5(3), 413-7, 1959.

5. CUETO, H.I. A little bit of history: the first direct bonding in orthodontia. Am. J. Orthod.
Dentofacial Orthop., 98 (3), 276-7, 1990.

6. DIAZ BARREIRO, P.G.; SERVIN RAMIREZ, J.F.; DIAZ LOPEZ, D.E. Experience with 10
cases of cutaneous suture with ethyl-cyanoacrylate adhesive. Ginecol. Obstet. Mex., 63(1), 10-
4,1995.

7. EIFERMAN, R.A; SNYDER, J.W. Antibacterial effect of cyanoacrylate glue. Arch.
Ophthalmol., 101 (6), 958-60, 1983.

8. FELBERG, S.; LAKE, J.C.; LIMA, FA.; ATIQUE, D.; NAUFAL, S.C.; DANTAS, PE.C;

NISHIWAKI-DANTAS, M.C. Adesivo de cianoacrilato no tratamento de afinamentos e
perfuragdes corneais: técnica e resultados. Arg. Bras. Oftalmol., 66 (3), 345-9, 2003.
9. FERRIGNO, C.R.A;; STOPIGLIA,A.J.; BECHARA, G.H.; FUTEMA, F. Comparacao entre os

efeitos da mistura gelatina-resorcina-formaldeido e do N-butil-cianoacrilato em angiorrafias de
veia jugular externa de coelhos (Oryctolagus cuniculus). Acta. Cir. Bras., 18 (3),1-7,2003.
10.GARRIDO, C.; TELES, D., KOJI, W., FREITAS, D. Cola terapéutica de cianoacrilato nas
perfuragdes corneanas. Arq. Bras. Oftalmol., 62 (6), 683-6, 1999.

11.GONZALES, E.; ORTA, J., NIEMSHIK, L.; GALERA, R.; ONAY, R.; ROJAS, O. Ethyl-2-
cyanoacrylate fixation of the cranial bone flap after craniotomy. Surg. Neurol., 53 (3), 288-9,
2000.

12.JANDINSKI, J.; SONIS, S. In vitro effects of isobutyl cyanoacrylate on four types of bacteria.
J.Dent.Res., 50, 1557-8, 1971.

13.KAPLAN, G.; BORCHARDT, K.A. The antibacterial properties of methyl 2-cyanoacrylate in
the nonsuture closure of experimentally infected wounds: preliminary report. Plast. Reconstr.
Surg., 38 (6), 507-11, 1966.

14.KAPLAN, M.; BAYSAL, K. In vitro toxicity test of ethyl 2-cyanoacrylate, a tissue adhesive used
in cardiovascular surgery, by fibroblast cell culture method. Heart Surg. Forum, 8 (3), 169-72,
2005.

15.LANDERGREN, T,; RISLING, M.; BRAGE, A.; PERSSON, J.K. Long-term results of
peripheral nerve repair: a comparison of nerve anastomosis with ethyl-cyanoacrylate and
epineural sutures. Scand. J. Plast. Reconstr. Surg. Hand. Surg., 40 (2), 65-72, 2006.

16.MAIA, C.C.; CRUZ FILHO, M.; ABRAHAO, S.; BAPTISTA SILVA, J.C.C.; GOMES, P.O.;
SOUFEN, M.A.; NOVO, N.F.; JULIANO, Y. Efeito do etil-cianoacrilato na parede venosa de caes.
Acta. Cir. Bras., 17(1), 55-61, 2002.

RBAC, vol. 43 (2): 138-141, 2011

17.MANZANO, R.P.A.; NAUFAL, S.C.; HIDA, R.Y.; GUARNIERI, L.O.; NISHIWAKI-DANTAS,
M.C. Antibacterial analysis in vitro of ethyl-cyanoacrylate against ocular pathogens. Cornea, 25
(3).350-1, 2006.

18.MORANDINI, W.; ORTIZ, V. Adesivos biolégicos em cirurgia. Acta. Cir. Bras., 7(2), 80-5,
1992.

19.MOSCHOS, M.; DROUTSAS, D.; BOUSSALIS, P.; TSIOULIAS G. CLINICAL experience with
cyanoacrylate tissue adhesive. Doc. Ophthalmol., 93 (3), 237-45, 1996.

20.MURRAY, R.P. Microbiologia médica. Rio de Janeiro, R.J.: Guanabara-Koogan, 2000.
21.PETROIANU, A;; SILVA, A.A.; VASCONCELLOS, L.S. Comparagéo entre cola biolégica e
sutura em cicatrizagéo da pele. Rev. Col. Br. Cir., 28 (4), 249-253, 2001.

22.RONIS, M.L. HARWICK, J,D.; FUNG, R.; DELLAVECCHIA, M. Review of cyanoacrylate
tissue glues with emphasis on their otorhinolaryngological applications. Laryngoscope, 94 (2),
210-3,1984.

23.SAMMARTINO, R.T.; TORRISI, V.; DISCA, C.; VASILE, S. Use of tissue adhesives in oral
surgery. Stomatol. Mediterr., 10 (4), 287-90, 1990.

24.SANTOS, G.M.; LACAZ NETTO, R.; SANTOS, L.M.; OKAMOTO, T.; ROCHA, R.F. Uso do
Super-Bonder no reparo das feridas cirurgicas. Rev. Gatucha Odontoi., 38 (6), 435-9, 1990.
25.SASKA, S.; ROSLINDO, E.B.; BOLINI, P.D.A.; MINARELLI-GASPAR, A.M. Uso do adesivo a
base de etil-cianoacrilato na reparagdo 6ssea. Rev. Br. Ortop., 38 (8), 461-7.

26.SOUZA, T.F.C; SILVA, A.L. Estudo experimental das entero-anastomose com o metil-2-
cianoacrilato, em cobaias. Acta. Cir. Bras.,3 (1), 80-8, 1988.

27.TEBALA, G.D.; CERIATI, F.; CERIATI, E.; VECCHIOLI,A.; NORI, S. The use of cyanoacrylate
tissue adhesive in high-risk intestinal anastomoses. J. Surg., 25 (12), 1069-72, 1995
28.TORIUMI, D.M.; RASLAN, W.F.; FRIEDMAN, M.; TARDY, M.E. Histotoxicity of cyanoacrylate
tissue adhesives: a comparative study. Arch. Otolaryngol. Head Neck Surg., 116 (5), 546-50,
1990.

29.UEDA, E.L.; HOFLING-LIMA, A.L.; SOUSA, L.B.; TONGU, M.S.; YU, M.C.Z.; LIMA, A.A.S.
Avaliacdo de um cianoacrilato quanto a esterifidade e atividade biocida. Arq. Bras. Oftalmol., 67
(3),397-400, 2004.

30.UEDA. E.L.; OTTAIANO, J.A.A. Comparagéo dos gastos com material para reparagao de
perfuragdes de cérnea com cola de cianoacrilato e sutura de cornea. Arq. Bras. Oftalmol, 67 (1),
97-101,2004.

ENDEREGO PARA CORRESPONDENCIA:
Prof. Andy Petroianu

Av. Afonso Pena, n° 1626, Apto 1901

CEP 30130-005, Belo Horizonte, Minas Gerais
FONE/FAX: (31) 3274-7744

E-MAIL: petroian@medicina.ufmg.br

141



Estudo Epidemiolégico da Pitiriase Versicolor na Cidade
de Joao Pessoa, PB, de 1999 a 2008*

Epidemiological studies of Pityriasis Versicolor in the city of Joao
Pessoa, PB, from 1999 to 2008

Lizandro Leite Brito1; Edeltrudes Oliveira Lima2; Egberto Santos Carmo3; Fatima F. P. Carvalho4; Priscilla B.
S. de Albuquerque5; Mariana M. P. de Figueirédo5

(R

estudo exploratério e descritivo foi

ESUMO - APitiriase Versicolor (PV) € uma micose superficial causada por leveduras do género Malassezia. Caracteriza-

se por manchas de tonalidades diversas, arredondadas, que podem formar placas, com descamacao furfuracea. O

diagndstico de PV é clinico, associado ao exame micoldgico direto e cultura. Buscou-se avaliar a epidemiologia da PV na

cidade de Jodo Pessoa, PB, correlacionando sexo, faixa etaria, raga, localizagdes das lesbes e exame direto e cultura. O

realizado no Laboratério de Micologia do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas/CCS da Universidade Federal da Paraiba de 1999 a 2008. Em 196 pacientes com suspeita clinica de PV,
houve predominio no género feminino (62,24 %). Afaixa etaria de 21 a 30 anos de idade foi a mais acometida. Houve registro
de 53,57% pardos, 46,42% brancos, sem registro de negros. A regido anatdmica mais envolvida foi o tronco (71,36%). O
exame direto e cultura foram realizados para confirmar o diagndstico. A PV ocorre em todas as idades, em especial
adolescentes e adultos, sendo o género feminino e individuos da cor parda os mais afetados.

\Palavras-Chave: Pitiriase Versicolor, Malassezia, epidemiologia. )

\

most affected individuals.

\

(SUMMARY- Pityriasis versicolor (PV) is a superficial mycosis caused by yeasts of the genus Malassezia. it is characterized\
by round patches of various shades, which can form plaques with desquamation furfuracea. The diagnosis of PV is clinical
and it is associated with the direct mycological examination and culture. The exploratory and descriptive study was
conducted at the Laboratory of Mycology, Department of Pharmaceutical Sciences /CCS, Universidade Federal da Paraiba
from 1999 to 2008. In 196 patients with clinical suspicion of PV, there was a predominance in females (62.24%). The age
group 21 to 30 years of age was the most affected. There was record of 53.57% brown, 46.42% white, with no record of
blacks. The mostinvolved anatomical region was the trunk (71.36%). The direct examination and culture were performed to
confirm the diagnosis. The PV occurs in all ages, especially adolescents and adults, being the females of brown color the

Keywords: Pityriasis Versicolor, Malassezia, epidemiology.

J

INTRODUGCAO

Os fungos sdo microrganismos vivos resistentes
que decompdem a matéria organica, vivendo no solo, em
animais e no homem, no qual pode causar doengas
através de contato direto’.

As micoses sdo doengas provocadas por
fungos. Podem ser superficiais ou profundas. Acometem
a epiderme e seus anexos, afetando a derme e, mais
raramente, outros 6rgaos internos. Com frequéncia, séo
transmitidas por contato direto’.

A Pitiriase Versicolor (PV) é uma micose
superficial causada por leveduras do género Malassezia.
Trata-se de um fungo lipofilico, dimorfo, oportunista. Na
pele humana vive saprofiticamente®™. Hereditariedade,
Diabetes Mellitus, obesidade, imunossupressores,
desnutricdo, gestacdo e doengas cronicas, incluindo
tuberculose s&o fatores predisponentes da doenga'.

A levedura distribui-se em areas seborréicas do

corpo humano, onde, apdés assumir a forma patogénica,
determina o aparecimento da PV, descrita como maculas de
tonalidades diversas, em geral arredondadas, que formam ou
ndo placas, com descamagédo furfuracea caracteristica. Nas
escamas da lesdo as leveduras do género Malassezia séo
reconhecidas pelo exame micolégico direto™”. As lesées
disseminam facilmente e distribuem-se nos membros
superiores e pescogo .

As leveduras do género Malassezia nao produzem
lipidios, portanto, exigem sua adigdo ao meio de cultura®. A
temperatura 6tima para o seu crescimento & 37°C", com
colénias de textura cremosa, friavel, convexa e de coloragéo
branco-fosco®.

O diagnéstico da PV é baseado no aspecto clinico, no
exame micologico direto e na cultura. No exame direto
observam-se escamas obtidas pela raspagem da leséo e
clarificadas pela solugdo aquosa de hidréxido de potassio a
10%, ou pelo método da fitagomada®.

O diagnostico diferencial inclui entidades que levam a
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despigmentagéo cuténea, como vitiligo e pitiriase alba, bem
como hanseniase indeterminada, principalmente na face.
Outras possibilidades incluem psoriase, dermatite seborréica,
papilomatose reticulada e confluente (Gougerot-Carteaud),
eritrasma e dermatofitose®.

Dentro desse contexto, o objetivo do estudo foi avaliar
a epidemiologia da PV na cidade de Jodo Pessoa, PB,
correlacionando as variaveis sexo, faixa etaria, raca,
localizagdes das lesbes e exame direto e cultura.

MATERIAL E METODOS

O estudo exploratério e descritivo foi realizado no
Laboratério de Micologia do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas/Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal da Paraiba através de dados registrados de 1999 a
2008. A amostra foi composta de 196 pacientes, e a coleta dos
dados obedeceu as variaveis sexo, idade, raga, localizagbes
das lesdes, exame direto e cultura.

RESULTADOS

Foram analisados dados de 196 individuos com
suspeita clinica de Pitiriase Versicolor (PV), sendo 74 (37,75%)
do sexo masculino e 122 (62,24%) do sexo feminino. Em
relacdo as idades, foram distribuidos em seis faixas etarias
(tabela 1).

Observou-se que a populagdo jovem foi a mais
acometida pela PV, como revelam 48 casos na faixa etaria de 11
a 20 anos e os 71 casos na faixa de 21 a 30 anos de idade.

Em relagéo aos 74 individuos do sexo masculino, 36
apresentaram exame direto e cultura para Malassezia spp.
positivos. Quinze individuos tiveram positividade ao exame
direto, sem, no entanto, apresentar crescimento da levedura na
cultura; 23 tiveram resultado do exame direto negativo.

Tabela 1. Distribuicdo da faixa etaria dos 196 individuos com suspeita
clinicade PV.

FAIXA ETARIA N FREQUENCIA (%)
0-10 16 8,16
11-20 48 24,48
21-30 71 36,22
31-40 29 14,79
41-50 17 8,67

> 50 15 7,65

Entre os 122 individuos do sexo feminino, 41 apresentaram
positividade tanto no exame direto, quanto na cultura; 28 foram
positivos apenas no exame direto e 53 tiveram resultado
negativo.

No que diz respeito a cor dos individuos com suspeita
clinica de PV, observou-se que 105 (53,57%) eram pardos, 91
(46,42%) brancos e nao houve registro de negros.
Apresenta-se natabela 2 alocalizagédo, nimero e freqiiénciaem
ordem decrescente de lesdes de PV.
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Tabela 2. Localizagéo das lesdes e sua frequéncia de aparecimento
nos 196 individuos com suspeita clinica de PV.

LOCAL DA LESAO N FREQUENCIA (%)
Tronco anterior 102 4415
Tronco posterior 54 23,37
Membros superiores 31 13,41
Membros inferiores 17 7,35
Face 16 6,92
Pescoco 1 4,76
DISCUSSAO

A incidéncia das micoses superficiais é alta na
populagdo em geral. Exames clinicos e micolégicos sao
realizados de rotina e em conjunto a fim de que sejam
diagnosticados corretamente os agentes causais’.

A PV é uma doenca cosmopolita causada por
Malassezia spp. Sua frequiéncia varia de 5 até 50% em lugares
quentes e umidos. Observa-se desde lactantes até ancidos,
pouco frequente antes dos cinco anos de idade e em maiores de
60 anos, predominando dos 15 aos 30 anos'. No estudo, as
faixas de idade mais acometidas por PV sdo semelhantes a tais
dados, pois afaixa etaria de 11 a 30 anos foi a mais afetada.

No presente estudo, percebe-se uma maior incidéncia
de PV em mulheres, com 62,24% do total. Em estudo em uma
comunidade pesqueira da regido semi-arida do Estado de
Falcon, Venezuela, Quintero® encontrou também maiores
porcentagens de infecgdo no género feminino (65,7% vs.
34,3%). As mulheres estavam discretamente mais afetadas
(56,72%) em estudo epidemioldgico realizado na cidade de
Manaus/AM°. Tais dados, entretanto, sofrem criticas, uma vez
que a maior parte dos pacientes procura o clinico somente por
queixas cosméticas’, o que torna a real influéncia do sexo na PV
de dificil avaliago.

APV ja foi descrita em todas as ragas, porém, parece
ocorrer mais frequentemente na raga negra. Uma possivel
explicacao para este fato seria um maior nimero de glandulas
sebaceas nos individuos negros™. Entretanto, em estudo
populacional venezuelano, a cor negra ndo predominou: ficou
em segundo lugar (12,64%), atras da cor parda (78,05%); a cor
branca apresentou 9,31%°. No presente estudo, observou-se,
como no estudo venezuelano, maior incidéncia de PV em
pardos, correspondendo a 53,57% da amostra estudada.
Entretanto, a falta de pacientes negros com suspeita de PV
chama atencéo.

Pacientes com PV geralmente apresentam multiplas
lesbes no tronco, com regides intercaladas de pele normal. As
lesbes podem também surgir no pescogo e extremidades
superiores proximais. Sua distribuigdo normalmente é paralela
adas glandulas sebaceas, com ocorréncia maior no térax, dorso
e face. A localizagdo na face € mais comum em criangas. A
distribuicdo também ocorre em areas normalmente cobertas por
roupas, enfatizando a teoria de que a oclusdo das glandulas
tenha um papel nessa doencga. As lesbes podem ser hipo ou
hiperpigmentadas, eritematosas ou marrom-escuro,
justificando a denominagéo versicolor®.
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Os troncos anterior (44,15%) e posterior (23,37%)
foram as localizagdes mais freqientes das lesdes de PV. Em
estudo venezuelano, com amostra composta por 902
individuos, as regibes anatbmicas mais afetadas foram face
(57,9%) e térax (27,1%)°. No presente estudo, o acometimento
de face ficou em quarta posigéo, com 8,07% do total. Na cidade
de Santo Domingo, Republica Dominicana, registrou-se franco
dominio de lesées no tronco e membros superiores’. Em estudo
epidemiolégico na cidade de Manaus, em ordem decrescente,
foram observadas as seguintes frequéncias: disseminada
(31,50%), tronco (20,65%), membros superiores (13,75%),
membros inferiores (9,50%), face (8,85%), couro cabeludo
(4,90%), axilas (2,9%), abdémen (1%), regido retroauricular
(0,70%), pés (0,50%) e maos (0,50%)°. Ainda, no estado de
Mato Grosso, ocorreu maior incidéncia em regi&o de tronco’.

O exame micoldgico direto e a cultura séo realizados
para confirmacgéo diagnéstica da PV. Para desenvolver-se, as
leveduras do género Malassezia spp. exigem a presenca de
lipideos no meio. Foram os primeiros microrganismos descritos
com tal caracteristica.

Microscopicamente, as leveduras s&o globosas,
ovoides ou cilindricas, de parede grossa, constituida por varias
camadas; os blastoconidios, de base larga, formam-se por um
mecanismo simpodial, deixando uma cicatriz no sitio polar de
gemulacéo da célula mae‘. As colbnias apresentam textura
glabrosa, relevo as vezes rugoso e coloragdo variavel, com
matiz amarelo-creme e reverso da mesma cor’.

No estudo em questdo, 77 (39,28%) dos 196
individuos tiveram exame direto e cultura positivos; 43 (21,96%)
apresentaram exame direto positivo e cultura negativa e 76
(38,77%) foram negativos ao exame direto. Tais dados mostram
que nem sempre a cultura sera positiva, quando do exame
direto positivo.

CONCLUSOES

A Pitiriase Versicolor é freqliente no meio analisado,
ocorre em todas as idades, em especial adolescentes e adultos.
Em relagéo ao sexo, ambos s&o atingidos, sendo observada
uma maior incidéncia no sexo feminino. Os individuos pardos
foram mais afetados e ndo houve registro de pacientes negros
com suspeita clinica de PV. O tronco foi a regido anatémica mais
atingida, tanto na face anterior, quanto na posterior.
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Perfil Antimicrobiano de Cepas de Escherichia coli
Isolados de Pessoas com Suspeita de Infeccao
do Trato Urinario*

Antimicrobial profile of Escherichia coli strains isolated of peoples with
suspect of urinary tract infections

MALDANER, Nadia lone', CAVALLI,Vanessa’, ROSSI, Eliandra Mirlei’,
SCAPIN, Diane’, SARDIGLA, Cassius Ugarte’

(RESUMO - Ainfecgéo do trato urinario (ITU), situa-se entre as mais frequentes doengas bacterianas, sendo Escherichia\
colium dos principais microrganismos causadores de ITU. Assim, o objetivo desse estudo foi verificar a incidéncia de cepas
de E. coli na urina de individuos com suspeita de infecgao urinaria e avaliar o perfil de suscetibilidade a antimicrobiano
dessas cepas. Foram analisadas 280 uroculturas, sendo 140 hospitalares e 140 de pessoas da comunidade, em trés
cidades do extremo oeste de Santa Catarina, Brasil. As urinas foram semeadas em agar Macconkey, incubadas por 48
horas a 36 + 1°C. Colbnias caracteristicas foram identificadas por coloracdo de Gram e testes bioquimicos. O perfil de
suscetibilidade a antimicrobianos foi realizada através da técnica de Kirby-Bauer conforme recomendagdes do CLSI 2005.
Das 280 uroculturas analisadas, 79 (28,2%) foram positivas para Escherichia coli, destas 32 (40,5%) foram provenientes de
amostras hospitalares e 47 (59,5%) de origem comunitaria. O antimicrobiano de maior eficiéncia foi o imipenem e os
antimicrobianos ampicilina, cefalotina e amicacina apresentaram maior indice de ineficacia para ambos os ambientes de
coleta, demonstrando que o uso continuo e errébneo dos antimicrobianos favorecem o desenvolvimento de cepas
resistentes, porque normalmente esses sdo drogas de primeira escolha e ja ndo sdo mais eficientes nos tratamentos de
ITUs.

\Palavras-Chave: Infecgéo do trato urinario, Escherichia coli, antimicrobianos. j

(SUMMARY- The urinary tract infection (UTI) is among the most frequent of all bacterial diseases and Escherichia coli is one\
ofthe main microorganisms which causes the infection. Thus, the objective of this study was to verify the incidence of strains

of E. coli in the individual's urine when urinary infection is suspected and to evaluate the susceptibility profile of the

antimicrobials of these strains. A total of 280 urine cultures were analyzed. Half the cultures were taken from hospital patients

and half were taken from people in communities located in three cities of the extreme west of Santa Catarina, Brazil. The

urine had been sown in Macconkey agar and incubated for 48 hours at 36+ 1 °C. Characteristic colonies had been identified

by Gram coloration and biochemists tests. The susceptibility profile of the antimicrobials was carried through the technique in

agreement with the Kirby-Bauer recommendations of CLSI 2005. Of the 280 analyzed urine cultures, 79 (28.2%) were

positive for E. coli. Of these, 32 (40.5%) had come from hospital samples and 47 (69.5%) were of community-acquired origin.

The antimicrobial with the most efficiency was imipenem. The ones with the worst efficiency were ampicillin, cephalothin and

amikacin. This was true for cultures taken from both environments. It demonstrated that the continued and erroneous use of

the antimicrobials contributed to the resistance development of strains, because these are normally drugs of first choice and

already are less efficient in the treatment of ITUs.

\Keywords: Urinary tract infection, Escherichia coli, antimicrobials. }

INTRODUGAO sistema urinario, aderir-se e colonizar a mucosa urogenital

por meio de fimbrias ou pilli e adesinas, permitindo que a

Ainfecggdo do trato urinario (ITU) caracteriza-se
por invasao e multiplicagao bacteriana, acometendo os
rins e as vias urinarias’. Em pessoas saudaveis, o trato
urinario acima da uretra é estéril’.

As ITUs estdo entre as doengas infecciosas
mais frequentes dos seres humanos que podem ser de
origem comunitaria ou hospitalar'", responsaveis por
significativa mortalidade®™.

As principais bactérias responsaveis pela
ocorréncia de ITUs sdo as Gram-negativas, usualmente
as enterobactérias sendo Escherichia coli, responsavel
por 75% a 90% dos casos”* Originaria da microbiota
intestinal coloniza a mucosa genital, podendo penetrar no

bactéria seja capaz de resistir a eliminacado pelo fluxo
urinario®™.

Afrequéncia de ITU é maior em mulheres do que em
homens, devido a questdes anatbmicas, como a uretra
feminina ser mais curta, favorecendo assim a colonizagédo
pela microbiota fecal, havendo também a probabilidade de
contaminagao bacteriana da uretra feminina no ato sexual. A
condigdo mais comum na predisposi¢cao dos pacientes a
infecgbes urinarias € um fluxo urinario comprometido
mecanica ou funcionalmente, como obstrucdo da bexiga,
estrangulamento da uretra, hipertrofia prostatica, expanséo
do utero durante a gravidez e nefropatia diabética ou

poliomielite®'®.

Recebido em 17/08/2009
Aprovado em 16/03/2011
*Universidade do Oeste de Santa Catarina - Unoesc, Laboratério de Pesquisa e Diagnéstico em Microbiologia

1,24

Bidloga, Graduagéo em Ciéncias Biologicas pela Universidade do Oeste de Santa Catarina - UNOESC

*Bidloga, Especializagdo em Tecnologia e Controle de Qualidade de Alimentos, Mestre em Microbiologia Agricola e do Ambiente- UFGRS
°Bidlogo, Mestre em Microbiologia Agricola e do Ambiente - UFRGS

RBAC, vol. 43 (2): 145-147, 2011 145



O uso indiscriminado de antibiéticos no tratamento de
ITU induz a uma pressao seletiva sobre as cepas bacterianas,
favorecendo o aparecimento de microrganismos resistentes e
consequentemente dificulta o controle dessa infeccdo'®”. As
bactérias isoladas em infec¢cdes hospitalares sdo mais
resistentes aos antimicrobianos que as comunitarias"’. O teste
de suscetibilidade aos antimicrobianos € uma das provas mais
importantes do laboratério de microbiologia clinica, pois avalia a
suscetibilidade dos microrganismos contra diferentes agentes
antimicrobianos. Os resultados desses testes influenciam
diretamente na escolha da terapéutica antimicrobiana®. O
desenvolvimento da resisténcia bacteriana pode ser diminuido,
evitando o uso indiscriminado de antimicrobianos®.

Por tanto, é importante se tracar um perfil, com o
objetivo de se conhecer os antimicrobianos que apresentam ou
nado uma boa eficacia frente as diversas infecgdes bacterianas.

Ha dificuldade no controle de infecgbes urinarias nao
complicadas, que em geral é iniciado empiricamente, com
consequiente consumo elevado de antibidticos e um
significativo impacto socio-econdmico™.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de cepas de
E. coliisoladas de urina proveniente de pacientes com suspeita
de infecgao urinaria.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos metodoldgicos foram efetuados no
Laboratério de Pesquisa e Diagnostico em Microbiologia da
Universidade do Oeste de Santa Catarina, Campus de Sao
Miguel do Oeste-SC.

Foram realizadas 280 uroculturas, sendo 140
amostras hospitalares e 140 amostras de origem comunitaria,
provenientes de trés cidades da regido extremo oeste de Santa
Catarina, Brasil, no periodo de abril a agosto de 2006.

As amostras foram homogeneizadas lentamente,
posteriormente uma aliquota de 100ul de urina de cada amostra
foi semeada em agar MacConkey e incubadas a 36+1°C por 48
horas. Foram consideradas culturas positivas, aquelas
apresentando contagem de colénias igual ou superior a 10°
UFC/mL. Colbnias caracteristicas foram identificadas por
coloragdo de Gram e provas bioquimicas®”. Os testes de
suscetibilidade aos antimicrobianos foram realizados pelo
método de difusdo de discos, de Kirby-Bauer, segundo as
recomendagbes do Clinical and Laboratory Standards Institute®.

Os antibioticos testados foram: amicacina, ampicilina,
cefalotina, cefoxitina, ceftriaxona, ciprofloxacina, gentamicina,
imipenem, nitrofurantoina e norfloxacina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 280 uroculturas analisadas, 79 (28,2%) foram
positivas para Escherichia coli, destas 32 (40,5%) foram
provenientes de amostras hospitalares e 47 (59,5%) de origem
comunitarias.

A maioria dos pacientes com ITUs foram do sexo
feminino, representando 84,82% (n= 67) das amostras, destas
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58,20% (n= 39) foram de origem comunitaria e 41,80% (n= 28)
de hospitalar e, apenas 15,19% (n=12) das amostras foram do
sexo masculino. As mulheres sdo mais suscetiveis a ITU,
devido a questdes anatdmicas, como a uretra feminina ser mais
curta e facilmente atingivel pelas bactérias da regido perianal,
além da probabilidade de contaminagéo bacteriana da uretra
feminina no ato sexual®"®.

A faixa etéria predominante de pacientes com ITUs
causada por E. coli foi de 21-40 anos com positividade para
40,5% das amostras. Esses resultados sdo semelhantes a
diversos estudos que revelam que os pacientes mais

acometidos com ITU sdo adultos™™.

A suscetibilidade aos antimicrobianos para os
isolados de infecgcbes comunitarias e hospitalares sao
demonstrados natabela 1.

Os antimicrobianos ampicilina, cefalotina e
amicacina foram os que apresentaram maior indice de
resisténcia, principalmente nos isolados de pacientes
internados quando comparados com os comunitarios. Esta
elevada resisténcia a estes antimicrobianos também foi relatada
por outros autores que para amicacina, justificando que o uso
freqliente dos antibidticos € uma das principais causas para o
desenvolvimento de cepas resistentes, uma vez que, esses
antimicrobianos, incluindo a cefalotina, sdo muito utilizados na
terapia empirica de ITU ndo complicada®™""".

Das 79 cepas de E.coli isoladas, 29 (36,7%)
apresentaram resisténcia a mais de um antimicrobiano. Destas
16 (55,2%) foram de origem hospitalar e 13 (44,8%) da
comunidade.

As maiores sensibilidades tanto para as amostras
provenientes do ambiente hospitalar quanto as da comunidade,
foram para os seguintes antimicrobianos: imipenem,
ceftriaxona, norfloxacina, cefoxitina, ciprofloxacina e
gentamicina. Diversos estudos revelam uma eficaz acdo desses
antimicrobianos®®'?. A excelente atividade demonstrada pelo
imipenem pode ser atribuida a rapida penetracdo do
antimicrobiano na célula bacteriana e alta afinidade pelas
proteinas ligadoras de penicilina, mecanismo de agdo deste
antibiético’.

A sensibilidade para as quinolonas (Ciprofloxacina e
norfloxacina) é relatada por outros estudos®. Entretanto
destaca-se que tem sido encontrado cepas de E. coliresistentes
para este antimicrobiano tanto em ambiente hospitalar como na
comunidade, uma vez que, normalmente nos tratamentos
empiricos e de curta duragdo essas drogas sao errbneamente
utilizadas, contribuindo significativamente para aquisicdo de
resisténcia a esses antimicrobianos™".

Tabela 1: Suscetibilidade antimicrobiana de 79 amostras de E.coli

isoladas de pacientes com ITU de origem comunitaria e hospitalar.

SENSIVEL RESISTENTE

ANTIBIOTICO Comunitario Hospitalar Comunitario | Hospitalar
Amicacina 24 (51,1%) 13 (40,6%) 23 (48,9%) | 19 (59,4%)
Ampicilina 15 (31,9%) 5 (15,6%) 32 (68,1%) | 27 (84,4%)
Cefalotina 14 (29,8%) 9 (28,1%) 33 (70,2%) | 23 (71,9%)
Cefoxitina 1(87,2%) 27 (84,4%) 6 (12,8%) (15 6%)
Ceftriaxona 43 (91,5%) 30 (93,7%) 4 (8,5%) 2 (6,3%)
Ciprofloxacina 9 (83,0%) 26 (81,3%) 8 (17%) 6 (18,7%)
Gentamicina 37 (78,7%) 24 (75%) 10 (21,3%) 8 (25%)
Imipinem 46 (97,9%) 32 (100%) 1(2,1%) 0 (0%)
Nitrifurantoina 38 (80,8%) 22 (68,8%) 9(19,2%) | 10 (31,2%)
Norfloxacina 1(87,2%) 29 (90,6%) 6 (12,8%) 3(9,4%)
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Ressalta-se que os uropatdégenos vem
desenvolvendo uma resisténcia crescente tanto no ambiente
hospitalar quanto na comunidade, fato preocupante para o
controledas ITUs".

Os resultados encontrados demonstram que cepas
de E. coli causadoras de infecgao urinaria podem ser resistentes
a diversos antimicrobianos, o que consequentemente dificulta a
eficacia do tratamento de ITUs.

Nosso estudo mostrou que, bactérias isoladas do
ambiente hospitalar sdo mais resistentes aos antimicrobianos
do que bactérias isoladas em pessoas da comunidade,
demonstrando que a pressao seletiva exerce importante papel
no desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos.
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Aspectos clinico-laboratoriais de criangcas com
Doenca Falciforme

Clinical and laboratorial aspects in children with sickle cell disease

Anacleto de Carvalho Neto', Marcelo Land', Marcos Fleury?

-

RESUMO - As doengas falciformes compreendem a interacéo do gene S com diversas hemoglobinopatias, e talassemias.
No Brasil, cerca de 0,1% a 0,3% da populacéo negra é afetada pela doenca e estima-se a existéncia de pelo menos dois
milhdes de portadores da hemoglobina S. Foram estudados 109 pacientes acompanhados clinica e laboratorialmente no
Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira da Universidade Federal do Rio de Janeiro (IPPMG-UFRJ), com
diagndstico de doenca falciforme. A observagéao dos resultados hematoldgicos e bioquimicos confirma de modo evidente as
diferengas entre as diversas doengas que compdem o grupo das Doengas Falciformes. Dentre as principais complicagdes
presentes na doenga falciforme, a mais freqiiente no grupo foi a infecgao bacteriana observada em 94,5% dos pacientes. As
transfusdes foram utilizadas em 72,5% dos pacientes. A deficiéncia de ferro prejudica a sintese das hemoglobinas,
diminuindo a concentragcdo de hemoglobina S no interior dos eritrécitos 0 que causa menos afoigamento. O estado de
ferropenia diminui a hemolise melhorando varias das complicagdes que acompanham estes pacientes.
\Palavras-Chave: Doenga falciforme, transfusodes, ferro sérico, hemolise. )

(SUMMARY - Sickle cell disease (SCD) is due to the interaction of the S gene with another hemoglobinopathies and
thalassemias. In Brazil, 0,1 to 0,3% of the black population is affected by this disease and there will be about 2 millions of
sickle cell trait patients. We studied 109 SCD patients from Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (IPPMG-UFRJ). The biochemical and hematologic values showed the differences
among this group of diseases. One of the most important complication of SCD is the bacterial infection which was observed
in 94,5% of the patients. Blood transfusions were also very frequent and used in 72,5 % of the patients. The iron deficiency
results in an impaired hemoglobin synthesis, decreasing the Hb S concentration leading to less sickling. The iron deficiency
decreases the hemolysis improving the life quality of these patients.
Keywords: Sickle cell disease, blood transfusion, serum iron, hemolysis.
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INTRODUGAO

A hemoglobina S causa um grupo de doengas
denominado de Doencga Falciforme (DF) onde o estado
de homozigose, a anemia falciforme, € a doenga mais
importante do grupo por ser a mais grave e com maior
morbidade e mortalidade.

As doencas falciformes compreendem a
interacdo do gene S com diversas hemoglobinopatias,
assim como a hemoglobinopatia C, outras variantes de
cadeia beta, as talassemias beta e alfa, além de outras.

O gene S ocorre comumente, mas nao
exclusivamente, em individuos de origem africana. Todos
os anos cerca de 300.000 criangas nascem com uma
sindrome falciforme e a prevaléncia de anemia falciforme
em criancas varia de 0,1/1000, em paises n&o
endémicos, a 20/1000 em algumas partes do continente
africano. Na verdade, de 19 a 27% da populacao africana
carregaogene S'. Nos EUA, o trago falciforme ocorre em
9% dos afro-americanos e 1 em cada 600 apresentam
anemia falciforme®. No Brasil, cerca de 0,1% a 0,3% da
populagdo negra é afetada pela doenca e estima-se a
existéncia de pelo menos dois milhdes de portadores da
hemoglobina S (heterozigotos)*. Na regi&o sudeste, a
prevaléncia estimada de heterozigotos ¢ de 2% na
populagéo geral e, entre os negros, de 6% a 10%°. Em um

estudo realizado em Minas Gerais foi descrita a incidéncia de 1
caso de homozigose para cada 2800 nascimentos® , no Rio de
Janeiro esta relagéo foi de 1: 1196 nascimentos’.

Individuos com doenga falciforme apresentam uma
expectativa de vida reduzida. Em 1994, o instituto Nacional de
Saude Americano (NIH) realizou um estudo onde foi estimada
uma expectativa de vida para os doentes de anemia falciforme
de 42 anos para o sexo masculino e 48 para o feminino. A
mortalidade relacionada a doenga falciforme em criangas
contribuiu significativamente para esta sobrevida mais curta.
Ha trinta anos, por exemplo, somente metade das criangas com
anemia falciforme atingia a idade adulta®.

A anemia falciforme é uma importante causa de
morbidade e mortalidade na infancia. A histéria natural da
doenca esta bem descrita em estudos realizados na Jamaica e
nos EUA que demonstram que a identificacdo precoce das
criangas afetadas, um acompanhamento cuidadoso, aliados a
intervengbes relativamente simples reduziram
substancialmente a morbidade e da mortalidade nesta faixa
etaria®.

Avancos e melhorias no acompanhamento clinico e
laboratorial juntamente ao uso de medicamentos mais
avangados permitiram o aumento significativo da expectativa de
vida de criangas com anemia falciforme. Estas medidas incluem
o diagnodstico precoce da doengca através do screening
neonatal, uso de penicilina profilatica para prevenir a sépsis
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pneumocadcica, educagéo dos pais e familiares e os cuidados
médicos gerais. Mais modernamente, outros avancgos
passaram a fazer parte do arsenal de tratamento das doengas
falciformes como o uso da hidroxiuréia, o transplante de células
tronco e a utilizagdo de programas de transfuséo.

O estudo clinico e laboratorial de criangas com anemia
falciforme facilita o tratamento e o aconselhamento dos
pacientes e de suas familias, direciona politicas publicas de
salde e promove as bases para pesquisas cientificas futuras’.

O programa desenvolvido pelo Servigo Nacional de
Saude da Inglaterra (NHS) abrange o screening neonatal e o
acompanhamento de criangas e adolescentes com anemia
falciforme. As criangas comparecem a consultas trimestrais
para avaliagao clinica quando é realizada a instrugao de pais e
familiares sobre os cuidados especificos com o paciente por
meio de palestras e distribuicdo de material impresso.

Os pais sdo sistematicamente questionados sobre a
ocorréncia de qualquer um dos principais sintomas associados
a anemia falciforme como a dactilite, episédios dolorosos ou
infeccbes. Também, recebem treinamento na palpagéo
esplénica objetivando o controle das complicacdes mais
freqlentes e na decisdo de quando procurar um servigo de
emergéncia’.

Um aspecto menos estudado nestes casos € a
extensao dos danos que a hemoglobina S pode causar aos
precursores eritréides e ao processo eritropoético. O
conhecimento do impacto da anemia falciforme na eritropoese
torna-se uma ferramenta bastante importante para o
desenvolvimento de terapias e para o acompanhamento destes
casos’.

Ainfluéncia dos niveis de ferro sérico e de ferritina nos
pacientes falcémicos repercutem diretamente na sintese da
hemoglobina e, consequentemente, na concentracdo de
hemoglobina S no interior das heméacias (CHGM-S)".

O monitoramento de enzimas, como a desidrogenase
latica (DHL), surge como um marcador importante do curso da
doenca, relacionado ao risco de vasculopatia cerebral. Em
criangas falcémicas, a DHL se relaciona significativamente aos
niveis de hemoglobina, aspartato amino transferase (AST) e
creatinina®.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados 109 pacientes acompanhados
clinica e laboratorialmente no Instituto de Puericultura e
Pediatria Martagao Gesteira da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (IPPMG-UFRJ), com diagndstico de doenga falciforme.
O diagndstico de doenca falciforme foi determinado a partir de
eletroforese de hemoglobinas, em pH alcalino e &acido, do
paciente e de seus pais. Os gendtipos encontrados foram os
seguintes: 3 pacientes com associagdo do gene S e beta’
talassemia (SB’); 3 pacientes com associagdo do gene S com a
talassemia beta’ (SR’) ; 9 pacientes heterozigotos para genes S
e C (SC); 1 paciente apresentando a associagéo entre 0s genes
S e D (SD)e 93 pacientes homozigotos parao gene S (SS).

O grupo estudado é composto por 51 (46,7%) meninas
e 58 (53,3%) meninos com idades variando de 3 a 16 anos
(Tabela 1).
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Os dados referentes aos exames hematoldgicos,
bioquimicos e as caracteristicas clinicas foram obtidos por meio
da revisao dos prontuarios meédicos no periodo de novembro de
2007 a dezembro de 2008. Os resultados de hemograma,
eletroforese de hemoglobinas, dosagens de hemoglobinas A2 e
Fetal, contagem de reticuldcitos além das dosagens
bioquimicas foram colhidos, computados e utilizados na
formagéo de um banco de dados com o objetivo de fornecer
informagdes sobre o perfil laboratorial destes pacientes. A
Tabela 2 apresenta alguns dos dados hematolégicos obtidos.

RESULTADOS

A observagdo dos resultados hematoldgicos e
bioquimicos confirma, de modo evidente, as diferencas entre as
diversas doengas que compdéem o grupo das Doencas
Falciformes. Nota-se que a associagdo SB’, apresenta os
melhores valores hematoldgicos apresentando anemia mais
branda (Hb = 9,67 g/dl), a menor média de reticuldcitos (5,8%) e
a menor média de bilirrubina indireta (0,83mg%). Em
contrapartida, outras doengas mais graves cursam com anemia
mais grave e valores bastante aumentados de bilirrubina e
reticuldcitos, como nos grupos SS e SB° . As Doencas
Falciformes também diferem em relagcdo as complicagbes
clinicas, variando entre pacientes oligossintomaticos e casos
bem mais graves.

Dentre as principais complicagbes presentes na
doenca falciforme, a mais frequente no grupo foi a infeccéo
bacteriana observada em 94,5% dos pacientes. As trés
principais causas de infeccdo foram identificadas como sendo:
pneumonia 92,7%, infeccao urinaria 68,8% e osteomielite
60,6%. Somente um paciente evoluiu para um quadro de
infecgao sistémica apresentando hemocultura positiva.

Os episédios dolorosos também representaram uma
intercorréncia bastante frequente ocorrendo em 75,2% dos
pacientes sendo as dores articulares, a dor toracica e a
abdominal as principais queixas.

As transfusdes foram utilizadas em 72,5% dos
pacientes sendo o grupo SS o que apresentou a maior
freqliéncia da utilizagdo deste recurso com média de 9,9
indicagbes / paciente. No grupo SR’ este procedimento também
foi bastante utilizado representando uma média de 8,3
indicacdes/ paciente.

Os pacientes que receberam pelo menos 1 transfuséo
apresentaram média de ferro sérico significativamente superior
ao grupo que nao recebeu transfusdes: 125, 59 ug% e 102,43
Mg% respectivamente, p=0,0452.

Os pacientes foram divididos em trés grupos de acordo
com os valores de referéncia de ferro sérico em Baixo, Médio e
Alto. Grupo Baixo - ferro sérico abaixo de 50 [1g%; Grupo
Normal - ferro sérico entre 50 e 150 ug% e Grupo Alto — ferro
sérico acimade 150 ug%. (Tabela 4)

Tabela 1 — Caracteristicas da populagédo estudada

Genétipo sp” | sp” | sc | sD | ss | Total
N° 3 3 9 1 ] 93 | 109
Masculino 3 2 4 1 48 58
Feminino 0 1 5 0 45 51
Média de idade | 10,67 | 10,70 | 7,78 | 7,0 | 9,8 | 9,65
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Tabela 2 - Médias e desvios-padrao dos parametros hematolégicos de acordo com o genétipo dos pacientes.

o Hm Hb Ht VGM HGM CHGM Hb F Ret
Gendtipo | (105/y1) (g/dl) (%) (L) (Pg) (%) (%) (%)
sg* 4,35 9,67 30,07 69,13 22,53 32,53 3,63 5,8
B (+0,163) (+1,041) (+1,716) (x2,122) (+1,002) (+1,193) (22,173) (5,37)
o 3,40 7,53 24,0 71,23 22,37 31,40 8,27 16,1
Sg (+0,471) | (£0,503) (+1,473) (+5,880) | (+1,818) (20,200) | (+4,661) (5,92)
sc 3,43 8,97 26,57 78,21 26,20 33,52 3,41 11,39
(+0,801) (+1,968) (5,385) (+5,887) (+1,503) (+1,485) (¢3,731) (5,73)
SD 2,05 6,50 18,20 88,70 31,70 35,70 9,90 24,0
ss 2,51 7,37 21,94 88,09 29,62 33,59 7,99 19,47
(+ 0,396) (+0,845) (+2,660) (+8,031) (¢3,214) (+1,762) (+7,830) (27,64)
2,66 7,65 22,57 86,29 28,96 33,52 7,52 18,37
Total (+0,593) | (x1,118) ( 3,42) +9,00) | 3533 | @1,743) | *7742) | (= 7,954)
Tabela 3 - Parametros bioquimicos observados no grupo de pacientes de acordo com os genétipos
Genétino BT BD Bl Fe CTLF IST Ferritina
P (mg%) (mg%) (mg%) (Hg%) (Mg%) (%) (ug/)
sg* 1,27 0,43 0,83 88,6 290,0 30,0 69,7
(x0,451) (x0,153) (x0,379) (x47,54) (x20,0) (x15,52) (+38,63)
Sp° 3,07 0,63 2,43 108,3 276,0 38,3 97,3
(x1,124) (x0,115) (x1,106) (+48,08) (x70,31) (x10,97) (+39,26)
1,70 0,54 1,16 82,5 2972 - 27,22 120,7
= (x0,442) (x0,15) (x0,371) (x34,71) (x27,68) (x10,33) (+31,85)
SD 2,20 6,50 1,1 130,0 315,0 41,0 110,0
ss 2,73 0,66 2,06 123,9 309,3 37,9 152,0
(x1,346) (x0,370) (x1,195) (x79,82) (+44,69) (x12,83) (x109,81)
Total 2,61 0,65 1,95 119,22 306,95 36,85 145,52
ota (x1,313) (x0,351) (=1,167) (£75,917) | (x43,652) | (+12,848) | (+103,587)

BT = Bilirrubina Total; BD = Bilirrubina Direta; Bilirrubina Indireta; Fe = Ferro sérico; CTLF = Capacidade Total de Ligagado ao Ferro; IST

= indice de Saturagio

Tabela 4 — Valores de bilirrubina indireta (BI) e reticulécitos de
acordo com os valores de ferro sérico

Grupo N° Pacientes BI Reticulécitos

Baixo 5 1,10 mg% 9,80%

Normal 81 1,93 mg% 17,80%

Alto 23 2,21 mg% 22,00%
DISCUSSAO

Os resultados obtidos dos exames hematoldgicos e
bioquimicos do grupo de pacientes com Doenca Falciforme
mostram, de forma inequivoca, a variabilidade deste grupo de
doencas. Afrequéncia e a gravidade das manifestagdes clinicas
variam bastante entre as varias doengas do grupo ou mesmo
entre pacientes com a mesma doenga.

150

A morbidade das Doengas Falciformes esta
diretamente relacionada aos fendmenos vaso-oclusivos. A
frequéncia e aintensidade das crises hemoliticas estao
diretamente relacionadas a algumas das principais
complicagées destas doengas'.

O acompanhamento clinico e laboratorial com o
monitoramento de marcadores hematoldgicos e bioquimicos
contribui para o progndstico e a prevencdo de muitas das
complicagdes mais freqiientes™ ™.

Embora deficiéncia de ferro seja uma complicagao
frequente da doenca falciforme causada pela hemdlise
intravascular e, consequente perda de ferro pela urina”’, este
fato ndo é observado neste grupo de pacientes. As médias de
ferro sérico (119,2 ug%) e ferritina (145,5 pg/l) ndo demonstram
valores inferiores aos valores de referéncia. Somente 5 (4,6%)
dos pacientes apresentaram valores de ferro sérico abaixo da
normalidade.

Este fato pode ser explicado pela elevada média de
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transfusdes por paciente (9,19 / paciente). As transfusdes
representam um grande aporte de ferro ao organismo. Cada
500 ml de sangue transfundido equivale a 0,25 g de ferro
administrado por via parenteral.

O fato das transfusdes terem sido um recurso bastante
utilizado reflete diretamente nos niveis de ferro. Do grupo
estudado, 79 (72,5%) pacientes receberam transfusbes
enquanto 30 (27,5%) nao foram submetidos a este
procedimento. Desta forma, existe uma diferenga significativa
dos niveis de ferro sérico entre o grupo transfundido e o nao
transfundido (p =0,0452).

A polimerizacdo da hemoglobina S esta diretamente
relacionada a sua concentragéo intra-eritrocitaria. Quanto maior
o0 CHGM-S mais facilmente ocorre a fenébmeno do afoigamento.
A deficiéncia de ferro prejudica a sintese das hemoglobinas,
diminuindo a concentracdo de hemoglobina S no interior dos
eritrécitos o que causa menos afoicamento. O estado de
ferropenia diminui a hemdlise melhorando varias das
complicagdes que acompanham estes pacientes.

Esta diminuicdo na hemdlise pode ser constatada
quando os valores médios de bilirrubina indireta sao
comparados entre os grupos formados de acordo com os niveis
de ferro sérico. Foi demonstrado que existe uma hemodlise
menor no grupo com ferro sérico baixo em comparacao aos
grupos Normal (p=0,0468) e Alto (p=0,0204).

A menor hemdlise é evidenciada pelo menor
percentual de reticuldcitos quando comparamos 0s grupos:
Baixo X Alto (p= 0,0006), Baixo X Normal (p=0,0148) e Normal
XAlto (p=0,0030).

O fato dos niveis de ferritina ndo apresentarem
diferengas significativas entre os grupos transfundidos e nao
transfundidos pode ser explicado pela menor sensibilidade
deste marcador em pacientes com anemia falciforme. As crises
dolorosas podem causar um aumento dos niveis séricos de
ferritina que pode persistir por 1 a 3 semanas”. Sendo assim, o
diagnostico de anemia ferropriva usando-se a ferritina como
Unico parametro pode ser subestimado nestes casos.

Os episodios dolorosos foram muito frequentes no
grupo estudado (75,2%) o que poderia contribuir na falta de
associagao da ferritina entre os grupos de transfundidos e ndo
transfundidos. Na verdade, a comparagdo das médias de
ferritina mostra que o grupo com crises dolorosas apresenta
ferritina superior ao grupo sem dor (p=0,0526). Este valor revela
uma tendéncia importante o que confirma, de certa forma, os
dados da literatura™".
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Resisténcia a Fluoroquinolonas em Escherichia coli
isoladas em cultura de urina*

Resistance to fluoroquinolones in Escherichia coli isolated from
urine culture

Fagna Amorim de Oliveira'” & Keite da Silva Nogueira™’

-

RESUMO - A infecgdo do trato urinario € uma das infec¢gdes mais comuns na pratica clinica, sendo Escherichia coli o\
principal agente etiologico. As fluoroquinolonas séo agentes antimicrobianos de amplo espectro utilizados na terapia
empirica destas infecgdes, porém a resisténcia a estes farmacos vem aumentando de forma preocupante em todo o mundo.
Neste estudo avaliou-se o perfil de susceptibilidade as fluoroquinolonas em amostras de Escherichia coli isoladas de
culturas de urina, pelo método de disco-difusdo, segundo CLSI 2009. Foram testados ciprofloxacino, levofloxacino,
gatifloxacino e norfloxacino. Das 167 amostras de E. coli, 49 (29,3%) foram consideradas resistentes a pelo menos uma
quinolona testada. Os resultados demonstram a necessidade do conhecimento de padrbes de resisténcia a fim de
aperfeigoar o tratamento.

kPaIavras-Chave: infeccdo urinaria, resisténcia as quinolonas, Escherichia coli.

SUMMARY - Urinary tract infection is the most common infections in pratical clinical. Escherichia coli is also the main
etiologic agent. The fluoroquinolones are broad-spectrum antibacterial agents used in the empirical theraphy of these
infections. Antimicrobial resistance has been increasing in worldwide. This study evaluated the profile susceptibility to
fluoroquinolones in samples of Escherichia coli isolated from urine culture. Used the method was disk diffusion. The
following fluoroquinolones has been tested: ciprofloxacin, levofloxacin, gatifloxacin and norfloxacin. In a total of 167 E. coli
samples, 49 (29,3%) had been considered resistant at least one quinolone tested. Based on these preliminary results, likely
resistance standards are recomended in order to obtain a perfect treatment.

Keywords: urinary infection, quinolones resistance, Escherichia coli.
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INTRODUGAO

Ainfecgao do trato urinario (ITU) € uma resposta
inflamatéria do epitélio, comumente devida a invasao
bacteriana, podendo também ser causada por virus,
fungos e parasitas®. Os patdgenos bacterianos comuns
incluem gram-negativos tais como Escherichia coli,
Klebsiella spp, Proteus spp, Enterobacter spp,
Pseudomonas spp e Serratia spp e gram-positivos tais
como Enterococcus sp, Staphylococcus aureus e
Streptococcus do grupo B,

A ITU sintomatica afeta 30% das mulheres com
idade entre 20 e 40 anos, uma prevaléncia 30 vezes
maior do que em homens®. Normalmente esta associada
a microrganismos da microbiota fecal, que expressem
fatores adicionais de viruléncia propiciando a instalagéo
no trato urinario e posterior infeccao’.

Os antimicrobianos sulfametoxazol-
trimetoprim, ciprofloxacino, cefalosporinas, penicilinas
semi-sintéticas, nitrofurantoina e fosfomicina sdo os mais
utilizados no tratamento das ITUs adquiridas na
comunidade'. Porém, o mesmo tem se tornado dificil
devido ao aumento da resisténcia antimicrobiana aos
beta-lactamicos e a sulfametoxazol-trimetoprim entre os
uropatégenos ao longo dos Uultimos anos. Como

consequéncia, as fluoroquinolonas tém sido utilizadas como
primeira escolha no tratamento empirico de ITUs °. Existindo,
no entanto, evidéncias de que o aumento do uso de
fluoroquinolonas como ciprofloxacino estd associado a
resisténcia a esta classe de antimicrobianos®.

O objetivo principal deste trabalho é alertar para os
riscos do uso empirico das quinolonas para tratamento das
infeccbes do trato urinario, mesmo em pacientes
ambulatoriais, devido ao elevado indice de resisténcia de
Escherichia colia esses antimicrobianos.

MATERIAL E METODOS
Amostras
Isolados de E. coli, obtidos em exames
bacteriolégicos de urina realizados no Laboratério Municipal
de Sao Bento do Sul, durante o periodo compreendido entre
Julho de 2007 e Maio de 2008. A origem dos pacientes era
ambulatorial.

Cultura

As amostras de urina foram semeadas de forma
quantitativa em agar CLED, comercializado pela Newprov

Recebido em 05/06/2009
Aprovado em 13/04/2011
*Universidade Federal do Parana e Laboratério Municipal de S&o Bento do Sul
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(Pinhais-Brasil), e incubadas por 18-24 horas a 37°C. Apos este
periodo avaliou-se o crescimento bacteriano, considerando-se
bacteriuria significativa o valor de Unidades Formadoras de

Colénias (UFC) > 10°/mL. Foi considerada contaminagéo
bacteriana quando o valor de UFC/mL era < 10° ou quando se

observava o crescimento de dois ou mais tipos de col6nias,
sendo neste caso, solicitada nova amostra.

Identificagao

Para a identificagdo bacteriana fez-se uso da
bacterioscopia das colénias e foram realizadas provas
bioquimicas para identificagdo das Enterobactérias com o kit
comercial da Newprov (Pinhais-Brasil).

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foi
realizado por disco difusdo em agar, utilizando os discos de
antibidticos (Laborclin-Pinhais-PR): Ciprofloxacino 05 ug,
Gatifloxacino 05 g, Levofloxacino 05 ug, e Norfloxacino 10 ug,
pelo método Kirby-Bauer conforme recomendacgdes do Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI), 2009.

Foram considerados resistentes as quinolonas todos
os isolados com halo de inibicdo menor ou igual a 15 mm para
ciprofloxacino, menor ou igual a 14 mm para gatifloxacino,
menor ou igual a 13 mm para levofloxacino, menor ou igual a 12
mm para norfloxacino (CLSI, 2009).

RESULTADOS

No periodo compreendido entre julho de 2007 e maio
de 2008 foram analisadas no Laboratério Municipal de Sao
Bento do Sul 1530 amostras de urina para exame
bacteriolégico. Destas, o resultado foi negativo em 1286
amostras (84,05%) e positivo, com contagem superior a 10°
UFC/mL, em 209 amostras (13,66%). A porcentagem de
amostras contaminadas foi de 2,29% (Fig. 1). Entre as amostras
positivas, Escherichia coli foi 0 microrganismo mais isolado,
totalizando 167 amostras (79,9%). Os isolados de E. coli foram
avaliados para sensibilidade as quinolonas, sendo observada
resisténcia em E. coli a pelo menos uma quinolona em 49
amostras (29,34%). Foi observada resisténcia as quatro
quinolonas testadas em 37 amostras, conforme visualizado na
Tabela 1.

Tabela I - Susceptibilidade dos isolados de E. coli as quinolonas

CiP NOR GTF LEV TOTAL
1 R R R R 37
2 R S S S 7
3 R R S S 5
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2,29%

13,66%

B Negativo

84,05% M Positivo

Contaminadas

Figura 1 — Resultados das uroculturas

DISCUSSAO

A porcentagem de amostras negativas foi elevada,
provavelmente devido a grande quantidade de uroculturas que
se realizam como controle pés-tratamento e nas gestantes. A
baixa taxa de contaminacdo das amostras (2,29%) reflete o
correto procedimento de coleta e transporte do material.

A distribuicao percentual dos microrganismos obtidos
neste estudo apresenta similaridade com o registrado por
outros autores, ou seja, E. coli € o microrganismo mais
frequentemente isolado em infecgdes do trato urinario, seguido
de outros pertencentes a familia Enterobacteriaceae’.

Os antimicrobianos ciprofloxacino, gatifloxacino,
levofloxacino e norfloxacino, pertencentes ao grupo das
quinolonas, apresentaram uma alta percentagem de resisténcia
para E. coli, que pode ser atribuida a sua utilizagdo massiva e
indiscriminada na pratica clinica, desde a sua introdugao
comercial. Dada a alta resisténcia destes microrganismos frente
as quinolonas, a sua utilizagdo como antimicrobianos de
primeira escolha no tratamento de ITUs deve serrevista.

Como pode ser visualizado na Figura 2, houve
discordancia nas taxas de sensibilidade das diferentes
quinolonas, o que pode ser explicada pelo mecanismo de
aquisicao da resisténcia em E. coli, uma vez que o nivel de
resisténcia depende da enzima-alvo afetada, e do numero de
mutagdes acumuladas. Além disso, ha uma relagéo entre o nivel
de resisténcia e a poténcia especifica de cada farmaco,
principalmente para as quinolonas mais novas’. As novas
quinolonas como gatifloxacino e levofloxacino possuem maior
poténcia e consegue atuar em duas enzimas simultaneamente,

[ Sensiveis a todas
as Quinolonas

70,66

[ Resistentes a todas
as Quinolonas

@ Resistentes apenas
a Ciprofloxacino

Susceptibilidade (%)

M Resistentes a
Ciprofloxacino e
Norfloxacino

Figura 2- Perfil de susceptibilidade de E. coli as quinolonas

Legenda: (CIP) ciprofloxacino, (NOR) norfloxacino, (GTF)
gatifloxacino, (LEV) levofloxacino, R, resisténcia; S, sensibilidade.
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com isso a bactéria tera que apresentar mutagdes nas duas
enzimas para expressao da resisténcia, uma vez que a atuagao
em qualquer uma das enzimas sera suficiente para inibir a
bactéria®. E conveniente lembrar que esse novo grupo de
quinolonas ¢é utilizado para infecgbes respiratérias e ndo para
infecgdes urinarias, tendo sido testadas apenas com objetivo de
verificar a presenga de multiplos mecanismos de resisténcia.

A resisténcia aos antimicrobianos tem aumentado em
bacilos gram-negativos em todo o mundo. Este € um dos
maiores problemas de saude publica e uma das causas de
morbidade e mortalidade em pacientes hospitalizados. Uma
terapia empirica adequada requer o conhecimento de padrées
de provavel resisténcia bacteriana®.

CONCLUSOES

Diante da grande incidéncia de falha terapéutica e visto
que o tratamento inicial € empirico, impbe-se a cada servigo o
conhecimento da prevaléncia e freqiéncia dos agentes
envolvidos em infecgdes urinarias e também o perfil de
sensibilidade dos microrganismos aos antimicrobianos mais
utilizados na pratica clinica, buscando assim a otimizagdo do
tratamento e a redugédo do aparecimento de novos casos de
resisténcia.

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que o
indice de resisténcia de E. coli isoladas de trato urinario as
quinolonas é elevado na populagdo ambulatorial de Séo Bento
do Sul, ndo devendo, portanto, estes antimicrobianos serem
utilizados como primeira escolha pelos clinicos da regiao na
terapia empirica de infecgéo do trato urinario, sendo indicada a
realizagao de culturas e antibiograma.
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Prevaléncia de Diabete Mellitus e correlacao entre
testes de glicemia em pacientes idosos atendidos no
Ambulatério do Instituto de Geriatria e Gerontologia,

PUCRS*

Prevalence of diabetes mellitus and correlation between
tests of glucose in elderly patients treated at the
Institute of Geriatrics and Gerontology - PUCRS

Kim Suso', Paula Engroff’, Luisa Ely’, Yukio Moriguchi’, Geraldo A. De Carli’, Fernanda B. Morrone®

(RESUMO - Este artigo visa correlacionar os diferentes testes de glicemia em pacientes idosos atendidos no Ambulatério do\
IGG, PUCRS, bem como demonstrar a prevaléncia de Diabete Mellitus nesta populagdo. Entre 355 idosos avaliados no
estudo, 66 (18,59 %) foram diagnosticados diabéticos. Foram avaliadas a glicemia de jejum, a glicemia media estimada
(GME) e o hemoglicoteste (HGT) de 33 pacientes sendo 28 mulheres e 5 homens, com uma idade media de 74 anos. Os
resultados da GME, HGT e glicemia, apresentaram valores acima das metas em 16 (48,0 %), 9 (27,0 %) e 7 (21,0 %)
pacientes, respectivamente. A analise estatistica demonstra uma diferenca significativa nos resultados apresentados por
homens e mulheres, estando as mulheres em uma situagao considerada adequada em relagao aos niveis glicémicos e os
homens apresentando valores muito acima das metas. O estudo estatistico demonstrou existir uma correlagdo muito
significativa (p < 0,0001) entre os valores da glicemia de jejum e da hemoglobina glicada (A1c) das mulheres, embora a
correlagéo entre aA1c e o HGT nao seja significativa (p <0,59). A correlagéo entre os valores da glicemia de jejum e daA1c
demonstrou nao ser significativa (p< 0,75). Entretanto a A1c e o HGT demonstraram-se fortemente correlacionados (p <
0,01).

\ Palavras-Chave: Diabete Mellitus, idosos, glicemia. Y,

(SUMMARY- This paper aims to correlate the different tests of blood glucose in elderly patients treated at the IGG, PUCRS,\
as well as to demonstrate the prevalence of DM in this population. Among 355 individuals evaluated in the study, 66 (18.59
%) were diagnosed with diabetes. We have measured the fasting blood glucose, the estimated average glucose and
hemoglucotest of 33 patients with 28 women and 5 men, with a mean age of 74 years. The results of eAG, HGT, showed
values above the targets in 16 (48.0 %), 9 (27.0 %) and 7 (21.0 %) patients, respectively. The statistical analysis showed a
significant difference in the results presented by men and women, with women in a situation deemed appropriate in regard to
the blood glucose levels and men with values well above the targets. Statistical analysis demonstrated that there was a very
significant correlation (p <0.0001) between the values of fasting blood glucose and A1c women, although the correlation
between A1c and HGT is not significant (p <0.59). The correlation between the values of fasting plasma glucose and A1c
showed not significant (p <0.75). However, the A1c and HGT showed to be strongly correlated (p <0.01).

\Keywords — Diabete Mellitus, elderly, blood glucose. j

INTRODUGAO anos”. Com o progresso da doenga aumenta o risco do
desenvolvimento de complicagdes cronicas caracteristicas,

O Diabetes Meliitus (DM) é uma sindrome de | t5i5 como: retinopatia, angiopatia, doenca renal, neuropatia,
etiologia multipla, decorrente da falta de insulina e/ou da proteindria, hiperlipémia e doenca aterosclerstica®.

mcapacu.jade da |n.suI|nai1 de. exercer seus efeltgs. Os niveis de glicose sanguinea persistentemente
Caracteriza-se por hiperglicemia crénica com dlStUI’bIgS elevados sd0 téxicos a0 organismo por trés mecanismos
do metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas™. diferentes: mediante a promogdo da glicacdo de proteinas,

O DM esta se tornando a epidemia do século e | el hiperosmolaridade e pelo aumento dos niveis de sorbitol
ja afeta cerca de 285 milhdes de pessoas em todo o dentro da célula®.

mundo. Até 2030 a pr?ewsao é de que esse numero Os idosos sdo aqueles que apresentam a maior
chegue a 439 milhdes. No Brasil, a ocorréncia média gama de patologias e recebem o maior numero de

de diabetes na populagdo adulta (acima de 18 anos) € | medicamentos quando comparados a outros grupos de

de 52 %, prevaléncia que aumenta com a idade, | pagientes. Alteragdes nas fungdes cognitivas, redugéo dos
atingindo 20,7 % da populacé&o com idade superior a 60 horménios contra-regulatérios e redugdo do glicogénio
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hepatico s&do alteragbes que ocorrem devido ao
envelhecimento, e que evidenciam que esta populagdo possui
particularidades que demonstram que cuidados e
consideragdes especiais sejam mais enfatizados em estudos
sobre o DM*"®,

Um bom controle glicémico é fundamental para a
melhora na qualidade de vida do diabético, principalmente nos
idosos, pois além do maior risco de desenvolver as
complicagdes crbénicas do DM, devido a altas taxas de glicose
no sangue, a hipoglicemia é uma situagdo muito perigosa,
sendo a glicemia de jejum, o HGT (hemoglicoteste) e a Alc
(hemoglobina glicada) métodos muito utilizados para o controle
glicémico™ "™,

AA1céumaimportante ferramenta para a avaliagéo da
efetividade do tratamento do diabete. Este exame reflete uma
média da glicemia dos 2-3 meses anteriores ao teste. Quanto
maiores os niveis de A1c, como também é conhecida, maiores
os riscos do desenvolvimento das complicagdes crénicas do
diabete™*”.

Com base nos estudos Diabetes Contro/ and
Compilications Trial (DCCT)’ e United Kingdom prospective
Diabetes Study (UKPDS)"*, ficou estabelecido que os niveis de
Alc acima de 7 % estdo associados a um maior risco de
complicagdes crbnicas. Por esta razdo, o conceito de
tratamento define 7% como o limite superior do valor aceitavel
para um paciente com DM bem controlado®.

Em 2008, foi publicado um estudo denominado A1c-
Derived Average Glucose Study Group (ADAG) demonstrando
a linearidade dos valores de A1c e correspondentes niveis de
glicemia em mg/dL, sendo introduzido o conceito de glicose
media estimada (GMEY’.

Devido aos resultados do estudo ADAG, a American
Diabetes Association (ADA), a European Association for the
Study of Diabetes (EASD) e a International Diabetes Federation
(IDF) lancaram, em junho de 2008, uma intensa campanha de
divulgagdo do conceito de glicemia média estimada (GME)
como uma nova forma de expressar os resultados (mg/dL), para
substituir a expressao usual em percentual de A1¢”'. Esta nova
forma de visualizagdo dos valores vem para facilitar a
compreensao dos pacientes e demonstrar, de uma forma mais
usual, como se comporta a taxa de glicose dos diabéticos’.

A grande variedade de métodos e a escassez de
valores de referéncia relativos aos idosos evidenciam a
necessidade de estudos que relacionem as metodologias
utilizadas e que divulguem metas para as diferentes populagdes
acometidas pelo diabete.

A correlacao entre os valores da glicemia de jejum, do
HGT e da A1c serve para demonstrar a variabilidade glicémica,
caracterizada pela amplitude de oscilagbes dos niveis de
glicemia nos diversos horarios do dia. Estas variagbes
constituem um fator de risco isolado e independente dos niveis
médios de glicemia em termos de potencial de risco para a
fungcdo endotelial, favorecendo as complicagdes
cardiovasculares no paciente diabético™'*"°.

Portanto, este artigo visa correlacionar os diferentes
testes de glicemia em pacientes idosos atendidos no
Ambulatério do Instituto de Geriatria e Gerontologia, PUCRS,
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bem como demonstrar a prevaléncia de DM nestes pacientes.
PACIENTES E METODOS

Foi realizado um estudo prospectivo, quantitativo e
descritivo com pacientes idosos diabéticos atendidos no
Ambulatério do Instituto de Geriatria e Gerontologia (IGG) da
PUCRS, durante os meses de abril a novembro de 2009.

Os diabéticos foram selecionados aleatoriamente
seguindo as consultas agendadas durante o periodo do
estudo, através da analise dos prontuarios dos idosos.

Os individuos incluidos no estudo eram diabéticos do
tipo | ou tipo Il de ambos os sexos com idade superior a 60 anos,
conscientes, orientados e em boas condi¢des clinicas. Os
pacientes com fatores que pudessem limitar a qualidade e a
quantidade de potenciais anos de vida, como sequelas
importantes de acidente vascular cerebral (AVC), paralisia,
deméncia ou outra que inviabilize esquemas terapéuticos
complexos, necessarios para um controle glicémico ideal, foram
excluidos do estudo™.

Inicialmente estes pacientes foram entrevistados
utilizando um questionario com dados como idade, género, cor,
escolaridade, tabagismo, presengca de doengas crdnicas
adjacentes e o numero de medicamentos utilizados. Neste
mesmo momento foi mensurado o HGT, utilizando um aparelho
accu-check active® devidamente aferido.

Estas entrevistas foram realizadas durante as
primeiras horas da tarde, entre 13.30 h e 15.30 h, para que
obtivéssemos um valor de glicemia fora do jejum.

As amostras de sangue, coletadas respeitando a
necessidade de jejum de 8 horas, foram processadas no
laboratério de Analises Clinicas do Hospital Sdo Lucas, Porto
Alegre, RS.

Os valores de A1c expressos em porcentagem foram
convertidos em mg/dL através da equacéo: 28,7 XA1c—46,7 =
GME, disponibilizada no site da ADA®.

A classificagdo dos parametros bioquimicos para a
glicemia de jejum e pos-prandial esta baseada nas Diretrizes da
Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), para pacientes idosos
com co-morbidades (2007)?. Os parametros de A1lc estéo
baseados nos valores daADA.

Os dados foram analisados utilizando as ferramentas
de analise do Excel (correlagdo e regressao), assim como o
teste qui-quadrado, para comparagdo entre os grupos, com
significancia para p<0,05.

RESULTADOS

Durante o periodo do estudo o Ambulatério do IGG do
Hospital Sao Lucas atendeu 355 pacientes, entre estes 66
(18,59%) com diagnostico de DM. Entre os diabéticos 33
possuiam os exames e as caracteristicas adequadas para
inclusédo no estudo. As caracteristicas de género, idade media,
doencas crbnicas adjacentes, numero médio de medicamentos
utilizados por paciente e perfil dos medicamentos
hipoglicemiantes, estdo apresentadas na Tabela 1. Nenhum
paciente relatou ser tabagista.
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Os resultados da A1c, HGT e glicose de jejum,
apresentaram valores acima das metas em 16 (48,0%), 9 A
(27,0%) e 7 (21,0%) pacientes, respectivamente. Isto demonstra GME400
que metade dos pacientes considerados com um controle 350
glicémico inadequado quando avaliados pela Aflc, g *
apresentaram valores dentro das metas se avaliados pelo teste 0
de glicemia de jejum. A estatistica demonstra uma diferenca 150 ¢ ¢ % o
significativa nos resultados apresentados por homens e 100 i
mulheres (Tabela 2). 50
O valor de A1c estabelecido como limitrofe foi 7,0%, 0
devido ao fato de todos os participantes do estudo apresentaram 0 50 100 150 200 250 30
boas condig¢des clinicas, pois provavelmente estes seriam os Glicemi
que mais se beneficiariam de um controle glicémico intensivo, 1
sem riscos de hipoglicemia™.
Embora, os valores médios encontrados nos exames B
realizados nas mulheres estivessem dentro dos valores ||gmg 490
considerados normais, os valores dos homens apresentaram-se 350 —
totalmente descontrolados e com uma grande diferenca entre a 300
glicose de jejum e a glicemia média estimada, que apresentou 250 .
valores préoximos do HGT. 200 s
Os valores da glicemia média estimada foram 150 9
correlacionados aos valores da glicemia de jejum e do HGT, 100
também foi calculada a significancia desta relagao (Tabela 3). 50
0
Tabela 1. Caracteristicas gerais e medicamentosas dos pacientes (n=33) 0 50 100 150 200 250 300
. Glicemia
Caracteristicas Homens Mulheres
Numero de pacientes 5(15,16%) 28 (84,84%) c
Idade Media 73,4 (DP=7,6) 74,5 (DP=6,3) GME 400
350
Presenca de patologias adjacentes 5 (100%) 27 (96,42%) 300
. . 250 J
N° médio de medicamentos 6,2 (DP=2,5) 7 (DP=1,9)
Uso de medicamentos 2 0. %0 ¢ "A
150 P A A 4
Insulina 1(20%) 3(10,7%) 100
Hipoglicemiante oral 4 (80%) 24 (85,7%) 58
Hipoglicemiante oral + insulina 0 (0%) 1 (3,6%) 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Tabela 2. Caracteristicas glicémicas dos pacientes (n=33) HGT
Caracteristicas Homens Mulheres p
Glicemia (mg/dl) 167 (DP=68) 122 (DP=34) 0,028* GMEA400 D
HGT (mg/dL) 262 (DP=120) 131 (DP=54) 0,000%* 350 *
300
Alc (%) 10,7 (DP=3,0) 7,0 (DP=1,0) 0,000** 250
GME (mg/dL) 260 (DP=86) 155 (DP=27) 0,000** 200 *
*p<0,05, **p<0,01 150 *
100
Tabela 3. Correlagao dos valores de glicemia, HGT e GME (n=33) 50
Mulheres Homens 0
Glicemia de HeT Glicemia de HeT 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
jejum x jejum x HGT
x GME GME x GME GME
Correlaga 072 0.57 0.20 0.95 Figura 1. Correlacédo entre os valores de glicemia por dispersao (A)
) ’ ’ ’ ’ Glicemia de jejum x GME em mulheres, (B) Glicemia de Jejum x
GME em homens, (C) HGT x GME em mulheres, (D) HGT x GME em
P < 0,0001** 0?39 <0,75 o 0<1H homens.~Foi considefado significativo p<0,05 para teste de
? ’ correlagao e regressao.
**<0,01
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O teste estatistico demonstrou existir uma correlagao
muito significativa (p<0,0001) entre os valores da glicemia de
jejum e da GME das mulheres, com uma correlagao de 0,72, o
que indica que 52% dos valores possuem uma relagédo mutua.
Porém, a correlagéo entre a GME e o HGT foi pequena (0,57),
apresentando uma relagéo de 32% entre os valores, ndo sendo
significativa (p=0,59) (Tabela 3 e Figura 1).

O resultado estatistico dos valores referentes aos
pacientes do sexo masculino apresentou-se diferente do
encontrado nas pacientes do sexo feminino, sendo a correlagao
entre os valores da glicemia de jejum e da GME de 0,20, o que
seria uma relagéo de 4% entre ambas, demonstrando nao ser
significativa (p=0,75). Entretanto a GME e o HGT
demonstraram-se fortemente correlacionados (p<0,01), com
uma relagdo mutua de 91 % e correlagéo de 0,95.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

A prevaléncia de idosos diabéticos no Ambulatério do
IGG-PUCRS (18,59 %) demonstrou-se abaixo da prevaléncia
nacional (20,7 %) divulgada pelo Ministério da Sadde em 20097
O numero médio de medicamentos utilizados pelos idosos do
estudo foi de 6,2 (+2,5) medicamentos por homem e 7,0 (£1,9)
medicamentos por mulher, apresentando-se muito acima dos
2,9 medicamentos/paciente demonstrados por Marin et. al. em
2008".

O baixo numero de pacientes do sexo masculino
atendidos no Ambulatério comparado ao numero de pacientes
do sexo feminino, alerta para a falta de conscientizagéo dos
homens em relagdo a importadncia de um acompanhamento
especializado para evitar as complicagdes provenientes do
envelhecimento e do diabete, comprovada pelo descontrole
glicémico apresentado por 100 % dos homens. As mulheres
apresentaram um melhor controle glicémico, com niveis médios
dentro das metas em todos os exames do estudo.

Por outro lado, os valores do HGT proximos a GME,
ambos considerados acima das metas de um bom controle
glicémico, e o resultado da glicemia de jejum, com valores muito
proximos a estas metas, evidenciam que foram mantidas taxas
muito elevadas de glicemia por longos periodos, deste modo,
desenvolvendo os altos valores de A1c apresentados no
estudo. Isto demonstra as oscilagdes hiperglicémicas
reconhecidas como importante fator de risco para complicagdes
cardiovasculares”.

Aglicemia pés-prandial apresentou-se fora dos valores
de referéncia em 80 % dos pacientes do sexo masculino, e em
21,5 % das pacientes do sexo feminino, o que pode contribuir
para o inadequado controle glicémico, sendo um fator de risco
para doengas microvasculares e macrovasculares. Um fato
importante é que a glicemia pds-prandial foi realizada 2 a 4
horas apos o almogo, tempo suficiente para que os valores da
glicemia estivessem proximos aos pré-prandiais™®'**.

Estas observagdes sinalizam que uma forma mais
abrangente de controle glicémico, tanto por parte dos pacientes,
realizando o HGT diariamente em diferentes momentos para
avaliar a eficiéncia do plano alimentar e evitar prolongamentos
de altos niveis glicémicos, como dos profissionais da saude,
utilizando todas as ferramentas disponiveis para avaliar tanto a
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situagao glicémica momentanea como de longos periodos, seja
realizada, prevenindo complicagbes causadas por niveis
elevados e/ou oscilagdes bruscas da glicemia, proporcionando
uma melhor qualidade de vida.

Concluimos que, embora exista correlagdo entre os
valores dos testes de glicemia, a utilizacdo de mais de um
meétodo é necessaria para obter-se um panorama completo do
perfil glicémico dos pacientes, e que a GME é uma importante
ferramenta para a compreensao do comportamento glicémico.
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Diagnéstico diferencial das anemias
microciticas e hipocrémicas

Differential diagnosis of microcytic and hypochromic anemia

Paulo Cesar Naoum'

(RESUMO - As anemias microciticas e hipocrédmicas sao resultantes de varias condi¢cdes patolégicas. Por serem as mais\
prevalentes na populagdo brasileira, muitas vezes o diagndstico clinico depende dos resultados das andlises laboratoriais.
Em muitos casos ha necessidade da utilizagdo de técnicas especificas para determinar se esta anemia se deve a
deficiéncia de ferro ou aos diferentes tipos de talassemias. O presente trabalho mostra as principais aplicagdes técnicas no
diagndstico diferencial das anemias microciticas e hipocromicas.

Palavras-Chaves: Anemias, deficiéncia de ferro, talassemias.
),

(SUMMARY - Microcytic and hypochromic anemia are the results of several pathologic conditions. They are the most\
prevalent forms of anemia in the Brazilian population, and frequently the clinical diagnosis depends on the laboratorial
analysis. In many cases it is necessary to use specific techniques to determine if this anemia is due to iron defficiency or
different types of thalassemia. This article shows the main technical applications used for differential diagnosis of microcytic
and hypochromic anemia.

kKeywords: Anemia, iron defficience, thalassemia.

J

INTRODUGAO Entre os trés tipos de anemias apresentados na
tabela 1 a anemia microcitica e hipocrbmica € a mais

Anemia é uma constatagao clinica e laboratorial | prevalente no Brasil e com grande diversidade de causas’. Por
resultante de varias condigdes patoldgicas. Define-se | essarazao, o diagnéstico diferencial das anemias microciticas
clinicamente a anemia quando ha diminuicdo da | ¢ hipocromicas que se faz utilizando-se de diversas técnicas

= H H 2 H H e . . . .
concentragéo da hemoglobina circulante”. Aintensidade | |aboratoriais € muito importante para definir causas e condutas
do grau de anemia pode ser dimensionada em discreta clinicas e terapéuticas.

(Hb: <12g/dL até 10g/dL), moderada (Hb: <10g/dL até
8g/dL) e grave (Hb: <8g/dL)’. Esse dimensionamento | Principais Causas que Originam as Anemias
evidentemente deve estar relacionado com valores Microciticas e Hipocrémicas
padronizados para pessoas saudaveis do mesmo sexo,
da mesma faixa etaria e sob as mesmas condigbes A causa mais frequente de anemia microcitica e
ambientais. hipocrémica é a deficiéncia de ferro para compor a sintese da
Sob o ponto de vista da analise laboratorial as | hemoglobina. Por sua vez, as origens da deficiéncia de ferro
anemias s&o classificadas por meio da utilizagdo dos | sao diversas, conforme mostra a tabela 2. Certamente devido
indices hematimétricos de VCM (volume corpuscular | &abrangéncia desse fato causal, é comum no Brasil a conduta
médio) e de HCM (hemoglobina corpuscular média), | médica em suprir terapeuticamente com ferro medicamentoso
conforme mostra a tabela 1. os pacientes com o diagnostico primario de anemia microcitica

Tabela 1 - Caracterizacéao laboratorial das anemias conforme os Tabela 2 - Principais causas desencadeantes da deficiéncia de ferro.
indices hematimétricos de VCM e HCM.

Causas Particularidades
Tipos de anemia vem HCM 1 — Social Pobreza, contaminacdes parasitarias,
saneamento basico deficiente.
Normocitica Normal 2 — Hemorragias Ulcera, diverticulose, nematddeo, etc.
N omi Normal 2.1 — Gastrointestinal | Hemossiderose pulmonar.
o mica 2.2 — Pulmonar Menorragia, mioma, etc.

2.3 — Uterina Hematuria, hemodialise crénica.
Microcftica 2.4 — Renal
Hipocrémica Diminuido Diminuido 3 — Gestacional Transferéncia de ferro para o feto.

4 — Hemossiderinuria | Hemodialise crénica, HPN*.
Macrocftica 5 — Ma absorgéo Gastrite cronica, redugdo de estdbmago.

Aumentado Normal

Normocrémica 6 — Dieta deficiente Lactagao, habitos alimentares restritos.

*HPN = Hemoglobinuria Paroxistica Noturna

Recebido em 14/04/2011
Aprovado em 08/06/2011
'Biomédico, Professor Titular pela UNESP
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e hipocrdmica sem o conhecimento do seu “status” de ferro’.
Muitos desses pacientes ndo apresentam melhora da anemia
apos longo tempo de tratamento e, por essa razdo, o médico
inicia a busca de outras causas que poderiam ter induzido a
anemia microcitica e hipocrébmica. Entre as principais
possibilidades destacam as talassemias alfa menor, beta menor
e interativas (Tal. Beta/Hb S; Tal. Beta/Hb C), as anemias das
doengas crbnicas, a anemia sideroblastica e a anemia por
intoxicagdo com chumbo®. Desse grupo o tipo mais frequente é
o da talassemia alfa menor que apresenta prevaléncia entre 3 a
5% na nossa populagéo, seguida da talassemia beta menor
com 0,5 a 1%"°. A anemia das doengas crénicas geralmente
esta relacionada com motivos oncoldgicos ou endocrinoldgicos,
portanto com direcionamentos clinicos especificos’. A anemia
por intoxicagéo de chumbo esta quase sempre relacionada com
medicina do trabalho e, por fim, a anemia sideroblastica é a
forma menos prevalente de anemia microcitica e hipocrémica®.

Atabela 3 apresenta as principais causas desse grupo
de anemias microciticas e hipocrémicas que nao respondem ao
tratamento com ferro.

Tabela 3 — Principais causas de anemias microciticas e hipocréomicas
que nao respondem ao tratamento com ferro

Causas Particularidades

Anemia discreta desde o nascimento
Especificidades: Presenga de Hb H *
Anemia discreta desde o nascimento
Especificidade: Hb A, aumentada
Anemia discreta desde o nascimento
Especificidade: Hb CF ou Hb C > Hb A
Anemia discreta a grave
Especificidade: Hb SF ou Hb S > Hb A

1 — Talassemias
1.1 — Alfa menor

1.2 — Beta menor

1.3 —Tal. Beta/ Hb C

1.4 —Tal. Beta/ Hb S

2 — Anemia das
doengas crbnicas

Cancer, leucemias, linfomas, diabetes, etc.

3 — Intoxicagdo com
Chumbo

Pintores automotivos, trabalhadores que
manuseiam baterias, etc.

4 — Anemia
Sideroblastica

Hereditaria: deficiéncia do gene Ala-sintetase
(cromossomo X) com expressdo recessiva.
Forma grave em homens.

Adquirida: SMD**, anemia megaloblastica,
cancer, medicagao cronica com vit. B6, sulfa e
anti-tuberculose.

Tabela 4 - Eritrogramas tipicos de anemia ferropriva (caso 1) e
talassemiabeta menor (caso 2), independente de sexo e idade

Parametros Caso 1 Caso 2
Eritrécitos (/mm?®) 4.000.000 ({) | 5.000.000 (N)
Hematdcrito (%) 30 ) 34 )
Hemoglobina (g/dL) 10 ) 10 ()
VCM (fL) 75 ) 68 )
HCM (pg) 25 ) 20 ()
CHCM (g/dL) 33 (N) 29 (N)
RDW (%) 17 M 17 M
Morfologia Comum Anisocitose Anisocitose

Poiquilocitose Poiquilocitose
Micrécitos Micrdcitos
Leptdcitos — Esquisdcitos
Céls. Alvo — Dacridcitos
Hipocromia Céls. Alvo
Hipocromia
— Pontilhados
basdfilos

Obs.: As setas (—) indicam os principais diferenciadores citolégicos,
comuns em portadores de talassemias.

e quantitativa de hemoglobinas e a contagem de reticuldcitos,
sdo capazes de diferenciar a grande maioria dos casos de
anemia microcitica e hipocrémica’.

O “status” de ferro no processo da investigagéo
laboratorial € composto por trés dosagens bioquimicas (ferro
sérico, ferritina e capacidade total de ligagao do ferroou CTLF) e
uma avaliagdo obtida por calculo matematico que resulta na
saturacdo de transferrina (Ferro sérico x 100/CTFL). Por meio
do painel de avaliagdo de Ferro sérico, ferritina, CTLF e
saturagao da transferrina é possivel supor as principais causas
de anemia microcitica e hipocrémica® (tabela 5).

Muitas vezes, entretanto, os resultados da avaliagao
do "status” de ferro ndo consegue identificar a causa da anemia
microcitica e hipocromica. Nessas situagdes as eletroforeses
qualitativas e quantitativas de hemoglobinas podem auxiliar a
definicdo do diagnostico. A consulta a tabela 6 facilita a
interpretacéo dos principais tipos de talassemias relacionadas

Tabela 5 — Painel de avaliagdao do “status” de ferro das principais
anemias microciticas e hipocrémicas

* Hb H =Intraeritrocitaria ou fracionada eletroforeticamente.
**SMD = Sindrome mielo-displasica.

Diagnéstico Laboratorial das Anemias Microciticas e
Hipocrémicas

O diagnostico laboratorial das anemias microciticas e
hipocrémicas inicia-se com a avaliagdo do eritrograma,
conforme mostra a tabela 4. O caso 1 mostra um eritrograma
tipico da anemia ferropriva, enquanto que o caso 2 exemplifica a
anemia microcitica e hipocrémica da talassemia beta menor.

As avaliagdes especificas com a utilizagado de técnicas
que dimensionam o “status” de ferro, as eletroforeses qualitativa

RBAC, vol. 43 (2): 160-162, 2011

Painel do “status de ferro”
Causas
Ferro Sérico | Ferritina | CTFL | Saturacao

Def. Ferro D D N/A D
Inflamacgao +

D A N/D D
Def. Ferro
Talassemias N N/A N N/A
Sideroblastica N/A N/A N N/A

A=aumentado, D =diminuido, N =normal.
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Tabela 6 — Identificagdo dos principais tipos de talassemias que
apresentam anemia microcitica e hipocromica

Talassemias Hb (g/dL) Resultado eletroforético
Alfa menor 10-12 b AH — Concentragéo de Hb H: 3 a 8%
Beta menor 10-14 b AA; — Concentracgéo de Hb Ax: 4 a 7%
Tal. Beta/Hb S 7-11 bSFouHbS>HbA*
Tal. Beta/Hb C 9-12 b CFouHbC>HbA*

* = Concentragao da Hb S maior que da Hb A
** = Concentragao da Hb C maior que da Hb A

com anemia microcitica hipocrémica®.

A contagem de reticuldcitos auxilia o diagnodstico
laboratorial da anemia microcitica e hipocromica. Nas situagdes
decorrentes da deficiéncia de ferro e na anemia sideroblastica,
os valores de reticulécitos se situam abaixo da normalidade (<
0,5%). Nas talassemias alfa e beta menor € comum observar
discreta reticulocitose (> 2,5% a 3,5%). Nas talassemias
interativas (Tal. Beta/Hb S e Tal. Beta/Hb C) ha evidente
reticulocitose (> 3,5%). Nos casos por intoxicagéo de chumbo a
contagem de reticuldcitos pode estar normal, porém é mais
frequente a sua diminuicdo'.

Finalmente, o diagnodstico diferencial para anemia
microcitica e hipocrémica em pessoas intoxicadas pelo chumbo
se faz por meio da dosagem de chumbo sanguineo. Para a
anemia sideroblastica € comum os procedimentos da coloragao
dos eritrécitos e eritroblastos de esfregacos de sangue medular
com o corante azul da Prussia’.
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