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Editorial

PNCQ - uma empresa certificada
pelo INMETRO/ABNT

Vdn'as razées levam hoje as empresas a uma avaliagdo e certificagdo de
seu Sistema da Qualidade:

* Por conveniéncia, ao verificar que os concorrentes, sendo certificados, de-
les se valem para divulgar melhor seu produto.

* Por imposi¢ao legal, quando pela existéncia de legislacdo normativa, o
cliente exige a referida certificacao.

* Voluntariamente, quando os administradores da empresa chegam a con-
clusdo de que o sistema da qualidade é necessdrio para melhor servir os seus
clientes, além de facilitar a administragdo dos seus processos.

No Programa Nacional de Controle de Qualidade - PNCQ, patrocinado pela
Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas - SBAC, a necessidade de nossa certifi-
cagao foi crescendo progressivamente e sendo exigida nos vdrios processos produ-
tivos do programa, até que a alta administra¢do, achou por bem iniciar a prepara-
¢ao da documentagao necessdria para a implantacao e certificacdo do seu sistema
da qualidade.

Este processo documental foi evoluindo gradativamente, tendo sido aprovei-
tado para implementar novos procedimentos da qualidade além dos administrati-
VOS.

Na implantagdo e treinamento dos procedimentos houve, como sempre, a
necessidade de conscientizar os funciondrios a cultura do sistema e, até mesmo,
revisao dos procedimentos ja escritos.

Toda essa trajetéria teve a colaboragdo da empresa de consultoria BRQC - Bra-
zilian Quality Consulting S/C Ltda., que muito ajudou com a experiéncia do seu
"staff".

Como entidade certificadora, foi escolhida a Associagdo Brasileira de Nor-
mas Técnicas - ABNT.

O Programa Nacional de Controle de Qualidade foi auditado por dois dias
seguidos e, em 17 de margo, foi recebida a comunicagdo oficial de sua aprovacéo
como empresa certificada pelas normas NBR/ISO 9002.

A SBAC e 0 PNCQ sentem-se orgulhosos com esta certificagdo que propiciard
beneficios para os associados que poderdo em qualquer momento afirmar que o
seu programa Externo de Qualidade conta com uma empresa com qualificacdo
validada por um érgdo certificador do INMETRO, a ABNT.
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Utilizacao do antigeno prostatico especifico
(PSA livreftotal), como marcador tumoral
no diagnostico de cancer de prostata

e hiperplasia benigna prostatica
Use of PSA (free and total) as tumoral marker in the diagnosis
of prostate cancer and prostatic benign hiperthophy

Isabel Cristina R. Araujo Cardoso; Maria das Gragas Alves Benfica; Chequer Buffe Chamone;
Getislaine Franca de Castro & Klivia Borges Peixoto

RESUMO - No Brasil, calcula-se que um em cada dez homens véa desenvolver um quadro histolégico de hiperplasia
benigna prostatica (HBP) ou um carcinoma prostatico (CaP). Estimativas recentes indicam que o CaP é a 39 causa de
Obitos entre todos os tipos de neoplasias, e que, apos os 75 anos de idade, esses indices atingem 1° lugar. O Ministério
da Saude, ja inclui o CaP como problema de Saude Piblica. Considera-se que, se fossem feitos exames preventivos,
cerca de 10.000 mortes ao ano, seriam evitadas, no Brasil. Essa alta letalidade se deve ao fato de que a doenca nao
apresenta sintomas nos estagios iniciais, quando seria mais facilmente tratdvel. O PSA é uma glicoproteina produzida
pelo tecido prostatico (benigno ou maligno, assim como em metéstases). Tal caracteristica permite defini-lo como o
mais importante marcador tumoral de CaP No presente estudo, foram realizadas determinacoes dos niveis séricos de
PSA Livre e Total em 630 pacientes do sexo masculino, provenientes do SAMOC/FUNED e hospitais conveniados com
as Diretorias Regionais de Saude de Minas Gerais e Sistema Unico de Satide de Minas Gerais. Os pacientes selecio-
nados foram distribuidos inicialmente em 06 grupos, de acordo com a faixa etaria: 30-40 anos (13/630), 41-50 anos (76/
630), 51-60 anos (82/630), 61-70 anos (89/630), acima de 70 anos (68/630) e sem informacao (302/630). Desses, 89,5%,
apresentaram PSA Total até 4 ng/ml; 8,5%, na faixa de 4-10 ng/ml e em 2% dos casos, PSA Total superior a 10 ng/ml.
Objetivando triar os pacientes "suspeitos" (66/630) quanto a relacdo PSA Livre/Total, utilizou-se o valor de corte de 18%.
Em 41% (27/66) deles, a razao PSA L/T foi superior a 18% (sugestiva de HBP) e em 59% (39/66) obteve-se relacao PSA
L/T inferior a 18% (indicativo de CaP). A maior incidéncia de casos com PSA Total superior a 10 ng/ml foi observada na
faixa etéria entre 61-70 anos. A utilizacdo do PSA (Livre e Total) tem obtido éxito na indicagdo diagnéstica (CaP e HBP)
e inicio precoce do tratamento.

UNITERMOS - Cancer prostatico, hiperplasia prostatica, antigeno prostéatico especifico.

~
S

SUMMARY - In Brazil, it is estimated that one in every ten males will develop a histologycal signs of Prostatic Benign
Hipertrophy (PBH) or Prostate Carcinoma (PC). Recent estimates indicate that PC is the 3rd cause of death among all
cancerous types. However, this index reaches the first ranking after 75 years old males. The PC is considered a public
health problem by the Health Ministry. Thus if preventive exams were made, 10.000 dealths per year would be avoided
in Brasil. This high percentual of deaths is elucidated by absence of symptoms in the initial state of the disease, when
it would be trated easily. The PSA is a glycoprotein produced by prostatic tissue (benign or malign, as well as in
metasthasis). This characteristic define it as the most important PC tumoral marker. In the present study, determi-
nations of the seric levels of Free and Total PSA were carried out on 630 males by SAMOC/FUNED and associated
hospitals with Health Regional Managements of Minas Gerais and Sistema Unico de Satide (SUS/MG). The selected
patients were initially distributed in six groups in agreement with the age group: 30-40 years old (13/630), 41-50 years
old (76/630), 51-60 years old (82/630), 61-70 years old (89/630), above de 70 years old (68/630) and without information
(302/630). 89.5% of patients presented PSA Total until 4 ng/ml; 8.5% between 4-10 ng/ml and in 2% of the cases PSA
Total more than 10 ng/ml. Aiming to identify the "suspicious patients" (66/630) with relationship PSA Free/Total was
used the cut off 18%. In 41% (27/66), the relationship was more than 18% (PBH suggestive) and in 59% (39/66) the
relationship PSA Free/Total was inferior to 18% (PC indicative). The largest cases of incidence with PSA Total more
than 10 ng/ml was observed in the age group between 61-70 years old. The use of PSA (Free and Total) has been
obtaining sucess in the diagnosis indication (PC and PBH) and premature treatment.

UNITERMS - Prostate cancer, prostatic benign hipertrophy, prostatic specific antigen.
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INTRODUGAO ainda luta para debelar as neoplasias, que continuam

sendo a primeira causa de 0bitos em todo o mundo.
pesar das tecnologias de ponta e de todo o arsenal A busca e aperfeicoamento de metodologias diag-

terapéutico disponivel, o homem contempordaneo | ndésticas que permitam a deteccdo precoce do carcino-
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ma prostdtico (CaP) tem sido uma das areas mais emer-
gentes no diagnostico oncolégico e da area de Anali-
ses Clinicas ligada a Saude Publica. A utilizagdao de
técnicas de marcadores tumorais tem obtido éxito no
diagnéstico, possibilitando inicio imediato do tratamen-
to adequado, ampliando assim, o tempo de sobrevida,
e, sobretudo trazendo melhoria da qualidade de vida e
até mesmo a cura.

No Brasil, calcula-se que um em cada dez homens,
va desenvolver um quadro histolégico de hiperplasia
benigna de préstata (HBP) ou CaP'*

Estimativas recentes indicam que o CaP é a tercei-
ra causa de 6bitos entre todos os tipos de neoplasias e
que, no sexo masculino, apos os 75 anos, esses indices
atingem o primeiro lugar.”**

O Ministério da Satude do Brasil, ja o classifica como
um problema de Saude Publica. Se fossem realizados
exames preventivos, cerca de 10.000 mortes, ao ano,
seriam evitadas, no Brasil.

A etiologia do cancer de prostata tem sido motivo
de inimeros estudos. Sabe-se hoje, que o progredir da
idade, os niveis elevados de testosterona, dieta rica em
gorduras de origem animal e hereditariedade, repre-
sentam fatores de risco importantes para o desenvolvi-
mento desta patologia.”"*

A incidéncia de CaP varia geograficamente, sendo
mais baixa em paises do Extremo Oriente. Na China, a
estimativa de novos casos por ano é de 0,8/100.000 ha-
bitantes. As neoplasias de prostata sdo raras antes dos
50 anos, observando-se aumento progressivo com a ida-
de.ﬁ‘l2

De acordo com a Sociedade Americana de Cancer,
184.000 homens foram diagnosticados com CaP nos
EUA em 1998, destes 58% foram diagnosticados em
estagio localizado in situ. Contudo, cerca de 39.000
deles vao falecer, em decorréncia dessa patologia, de-
vido a presenca de metastases.’

Essas altas estimativas de obitos se devem ao fato
de que o CaP nao apresenta sintomas nos estdgios ini-
ciais, quando seria mais facilmente tratavel.>”

A evolucéo dos pacientes com carcinoma prostatico
depende de algumas variaveis, tais como, o grau histo-
l6gico do tumor, o estdgio da doenca no momento do
diagnéstico e o volume tumoral.”’

Do ponto de vista histolégico, as neoplasias prosta-
ticas sdao atualmente classificados em fung¢ao do grau
diferenciado celular e distorgao glandular. O Sistema
de Gleason é o mais utilizado, no momento, e seu re-
sultado é dado em escalas que variam de 2 a 10.

Segundo Prado’, a disseminagdo do processo neo-
plasico prostatico se faz por via linfatica, com envolvi-
mento seqiiencial dos linfonodos iliacos e periadrticos
ou por via hematogénica, com acometimento principal
do esqueleto axial (coluna, bacia, craneo e costelas).

As metastases destes tumores podem surgir até 12
anos apos o diagnostico da doenca, de forma que, a
cura s6 pode ser considerada apos transcorrer esse pe-
riodo.

Um aspecto interessante a se observar, € que alguns
pacientes mais idosos e com pequenos tumores, per-
manecem com a doenca em estado assintomatico, sem
progressao local e sem metdstases, mesmo na ausén-
cia de qualquer tratamento.””*

4

¢ O antigeno prostatico especifico

Desde 1960, descreveu-se a producdo de anticor-
pos contra um ou mais antigenos do tecido prostatico.”

Os estudos de biologia molecular do PSA iniciaram-
se em 1971, quando se reconheceu um componente es-
pecifico do liquido seminal humano, cujo gen estava
localizado no braco longo do cromossomo 19.%%41

Em 1979, esse componente foi denominado de An-
tigeno Prostatico Especifico (PSA)®. Papsidero e cola-
boradores* foram os pioneiros em publicar, em 1981, a
relacdo existente entre niveis séricos de PSA elevados
e o carcinoma prostatico.

O PSA é uma glicoproteina de cadeia simples, deri-
vada do epitélio prostatico e secretada no liquido se-
minal. Concentracdes minimas de PSA sao encontra-
das também nas glandulas para-uretrais, endométrio
humano e células tumorais mamarias™'*'""

O PSA tem sido empregado, eficazmente, como mar-
cador tumoral de CaP, como também para monitoracao
terapéutica de pacientes portadores de neoplasia pros-
tatica. Determinacoes séricas de PSA, apos prostatec-
tomia radical, indicam residuos de tecido prostatico ou
metéstases. Conseqiientemente, aumentos gradativos
dos niveis de PSA revelam recorréncia da doenga.*****

O PSA pode ser utilizado também em programas de
Screening de CaP, em populagdes selecionadas de ho-
mens, assintomaéticos e com idades superiores a 50 anos,
possibilitando o diagnostico precoce, a nivel popula-
cional.’

A elevagao das concentracoes séricas do PSA Total,
no entanto, nao oferece conclusao diagnostica, visto
que, além do CaP, outras patologias benignas da pros-
tata podem causar aumentos dos valores de PSA Total,
como a prostatite e hiperplasia benigna prostatica
(HBP).

Atualmente sao conhecidas duas formas de PSA no
soro: Livre (aproximadamente 10%) e Complexada com
o, - Antiquimiotripsina (cerca de 90%). O PSA Total
representa a somatoria das duas formas. Avangos me-
todoldgicos recentes evidenciam que pacientes porta-
dores de patologias prostaticas benignas apresentam
uma propor¢ao maior da forma Livre do PSA em rela-
¢ao ao PSA Total, enquanto que em pacientes com CaF,
ha maiores proporcoes da forma Complexada a ACT
(PSA - ACT) em relacdo ao PSA Total. A razao PSA Li-
vre/PSA Total é portanto, maior nos casos de HBP do
que no CaP. O emprego de técnicas que identifiquem
essas relacoes entre as formas de PSA, tem reduzido
significativamente o nimero de resultados falso-posi-
tivos para CaP evitando-se experiéncias de ultra-so-
nografia e bidépsias desnecessarias e dispendiosas, além
de poupar o paciente de um efeito emocional depressi-
vo, causado por um diagndstico erréneo.”"’

* Objetivos

1. Realizacao de dosagens séricas do PSA Livre e
Total em pacientes do sexo masculino selecionados.

2. Avaliacdo dos niveis séricos de PSA Total, de acor-
do com diferentes faixas etarias.

3. Estabelecer uma anélise dos pacientes "suspei-
tos" de CaP (valores de referéncia de 4 a 10 ng/ml e

RBAC, vol. 32(1), 2000



TABELA 1 - Distribuicao dos pacientes por faixa etaria

GRAFICO |

FAIXA ETARIA NUMERO PERCENTAGEM

30 - 46 ANQOS ] . 13 2%
41-50 ANOS 76 12%
51-60 ANOS 82 13%
61-70 ANOS 89 14%

>70 ANOS 68 11%
SEM INFORMACOES 302 48%
TOTAL 630 100%

100% 1

80 = N

50%| | e
<k 4 B1- 70 ANOS

40% | | 7C S

0L | SEM

i p. e :/,r/////, INFORMACOES
I = i QTAL

Fonte: Livro de Registros do Servigo de Metabolismo/DBM/IOM/FUNED

superior a 10 ng/ml) com relacdo a razdo PSA Livre/
PSA Total.

4. Avaliacao da aplicacao da metodologia de dupla
marcacao PSA Livre/PSA Total como marcador tumoral.

MATERIAL E METODOS

As amostras de soro foram coletadas por puncao ve-
nosa (sistema Vacutainer), separadas e congeladas até
o processamento das mesmas.

Recomendagoes foram feitas a fim de se evitar ma-
nipulacgdes prostaticas prévias ao exame.

Foram selecionadas para o presente estudo, 630 pa-
cientes do sexo masculino, com idades variando de 30
a superior a 70 anos, provenientes do Servico de Me-
dicina Ocupacional (SAMOC) - Fundacao Ezequiel
Dias e de hospitais e ambulatoérios conveniados com as
Diretorias Regionais de Saude de Minas Gerais e Sis-
tema Unico de Satide. Tais pacientes foram inicialmente
distribuidos em seis grupos, segundo a faixa etaria:

D-61a70anos
E - Superior a 70 anos
F - Sem informacéao

A - 30 a 40 anos
B-41a 50 anos
C-51a60anos

As determinacdes dos niveis séricos de PSA foram
realizadas, utilizando-se o Sistema Automatico Imuno-
fluorimétrico - Auto Delfia e os kits "Prostatus PSA Free/
Total - Dual Label", procedentes da Wallac - Finlandia.

A metodologia empregada (imunofluorimétrica) ba-
seia-se na técnica "sanduiche", na qual trés anticorpos
monoclonais (derivados de ratos) sao utilizados. Os pa-
droes, controles e amostras dos pacientes, contendo o
PSA Livre e Complexado a ACT sao também ligados a
anticorpos monoclonais especificos para ambas as for-
mas de PSA (Livre e PSA - ACT).

Anticorpos marcados com Europium sdo direciona-
dos contra um sitio antigénico acessivel apenas para o
PSA Livre, reagindo na fase solida. Simultaneamente,
anticorpos marcados com Samarium reagem contra si-
tios antigénicos comuns a ambos PSA (Livre e Com-
plexado), reagindo equimolarmente com ligacdes ao
PSA Livre e PSA - ACT.

Utilizando-se uma solucao de Enhancement, ocor-
re a dissociacdo dos ions Europium e Samarium dos
anticorpos marcados, presentes na solucao, formando
quelatos altamente fluorescentes. A fluorescéncia pro-
movida pelo Europium € proporcional a concentragdo
do PSA Livre da amostra e a fluorescéncia do Sama-
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rium é proporcional a soma das concentracoes do PSA
Livre e Complexado, perfazendo o PSA Total. Os resul-
tados sao emitidos simultaneamente, assim como a re-
lacao Livre/Total.”

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 e o Grafico I, mostram a distribuicdo 630
pacientes selecionados de acordo com a faixa etdria. A
maior incidéncia de casos com PSA Total superior a 10
ng/ml foi observada na faixa etdria entre 61 a 70 anos de
idade, enquanto que valores de PSA Total de 4 a 10 ng/
ml foram observadas em maior nimero na faixa etéaria
entre 51 a 60 anos. Ressaltamos que a grande maioria
das amostras recebidas (48%), ndo vinham acompanha-
das dos prontuarios médicos devidamente preenchidos
com dados a respeito da idade dos pacientes, o que pre-
judicou a analise final desses resultados.

Diversos autores sdo undnimes em afirmar que ni-
veis sérios de PSA Total inferiores a 4 ng/ml, em pa-
cientes com toque prostatico normal, acompanham-se
de riscos despresiveis de presenca de cdncer na pros-
tata, o que permite que esses casos sejam apenas se-
guidos clinicamente®**®”"3, Os dados obtidos no pre-
sente trabalho revelam que 89,5% dos pacientes anali-
sados (564/630) apresentaram niveis séricos de PSA To-
tal inferiores a 4 ng/ml (aparentemente saudaveis).

Conforme revelam a Tabela 2 e o Grafico II, 2% dos
pacientes (13/630) mostraram concentracdes de PSA
Total superiores a 10 ng/ml, evidenciando-se a chance
de existir neoplasia prostatica, sendo indicadas, nes-
ses casos, as bidpsias e se necessario, intervencao ci-
rurgica e tratamento quimio e radioterapico.

Entretanto, em 8,5% (53/630) observaram-se con-
centracoes de PSA Total na faixa de 4 ng/ml a 10 ng/ml
(zona cinzenta). Srougi® relata que nesses casos, o ris-
co de se identificar um cancer de prostata e de 25% e
que a biopsia ofereceria 75% de resultados negativos.
O emprego da relacao entre o PSA Livre e PSA Total
nestes pacientes, seria uma ferramenta viavel, a fim de
se diferenciar o CaP da HBP

Com a finalidade de se ampliar a analise de dados,
além dos 53 pacientes com teores de PSA Total na "zona
cinzenta", somamos os 13 homens que apresentaram
valores de PSA Total superiores a 10 ng/ml, perfazen-
do um total de 66 pacientes "suspeitos”, dos quais foi
avaliada a razdao PSA Livre/PSA Total, considerando-
se o valor de corte de 18%.



TABELA 2

GRAFICO 1I

Distribuicdo dos pacientes de acordo com os valores
de PSA Total e a faixa etaria CIAte 4 ng/ml
[ 50 | 51-60 | 61-70 | 70 | tdade naoinformada Total '4 ~18 ngimi
r w lnl% | n % PO ) 85 2 0> 10 ng/ml
[ 13 2 | 56 | 43 564 | 895 e ‘ M
| | L p)
7 — T — ~
410 ng/ml ‘ 1 |10]16] 23 4 5 | 85 e T
> 10 ng/ml 06 : 2 V4 7 13 2 5 s R o &
Total | 13 4 (68| 11 | 302 48 | 630 | 100 89,5
TABELA 3 GRAFICO I
Avaliacao das Relagoes entre PSA Livre/PSA Total,
permitindo diferenciagdes de Carcinoma Prostatico s
e Hiperplasia Benigna Prostética g
50
40
R n % o |
PSAL/T> 18% 27 41 20
) 10 5
PSA LT < 18% a9 59 ]
TOTAL 66 100 PSA L/T = 18% PSA L/T < 18%
Fonte: Livro de Registros do Servigo de Metabolismo/DBM/IOM/FUNED
Pode-se averiguar na Tabela 3 que em 41% dos ho- AGRADECIMENTOS

mens "suspeitos” (27/66) a razao PSA Livre/PSA Total foi
superior a 18%, sugestiva de HBP. Contudo, em 59% (39/
66) destes, obteve-se a relacao PSA Livre/PSA Total infe-
rior a 18%, indicativa de carcinoma. (Grafico III)

Se apenas o PSA Total fosse avaliado, 66 dos pacien-
tes analisados com valores de PSA superiores a 4 ng/ml
seriam "suspeitos" para CaP. Com a razao PSA Livre/To-
tal, os pacientes com PSA Total entre 4-10 ng/ml e com
relacao Livre/Total superior a 18% (HBP) deverao rece-
ber acompanhamento clinico e laboratorial a cada 6 me-
ses, enquanto que aqueles com PSA Total superior a 10
ng/ml, que apresentaram relacdo Livre/Total inferior a 18%
(CaP), se submeterdo a exames de ultra-sonografia, biop-
sia e caso necessario, prostatectomia radical, com moni-
toracao dos niveis séricos de PSA. '

Os resultados obtidos foram relativamente concordan-
tes com os encontrados na literatura consultada'**** e
nos permitem futuras perspectivas de ampliacao deste
trabalho com a anélise da sensibilidade, especificidade e
valores preditivos do método utilizado.

CONCLUSAO

Diante dos dados obtidos no presente estudo, nossos
resultados confirmaram os de outros autores"***#1%", res-
saltando-se que uma conclusao direta para o diagnostico
de Carcinoma Prostético nao pode se fundamentar apenas
em determinacoes de exame de PSA Total, exame digito-
retal ou ultra-sonografia transretal.

A avaliacdo das relacoes entre PSA Livre/Iotal consta-
tou a diferenciacdo do CaP da Hiperplasia Benigna Pros-
tatica, permitindo indicar o Imunoteste PSA Livre/Total de
Dupla Marcacao (Auto DELFIA - Wallac) como marcador
tumoral. A utilizacdo de marcadores tumorais tem contri-
buido significativamente no diagnoéstico e monitoracao te-
rapéutica de pacientes portadores de neoplasias prostati-
cas.
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Tipagem HLA-classe Il de pacientes portadores

de Diabetes mellitus insulino-dependentes’

Maria Inés de Moura Campos Pardini '; Paula de Oliveira Montandon Hokama?:
Elenice Deffune® & Paulo Eduardo de Abreu Machado’

Class-II HLA typing of patientes with Diabetes mellitus insulin-dependent

R

RESUMO - Uma forte associacéo entre Diabetes Melitus Insulino Dependente (Insulin Dependent Diabetes Melli-
tus - IDDM) e certos antigenos do complexo HLA (Human Leucocytes Antigens- Antigenos Leucocitarios Huma-
nos), tem sido descrita em vérias populagdes. Numerosos trabalhos vém sendo realizados no sentido de avaliar a
susceptibilidade genética ao IDDM, sugerindo que o envolvimento do complexo HLA é de suma importancia, mes-
mo que outros genes (ainda desconhecidos) também desempenhem importante papel no desenvolvimento da doen-
ca. Progressos na area de Biologia Molecular permitiram andlises estabelecendo que em caucasianos a susceptibili-
dade esta associada com os hapldtipos DRB1*03 - DQA170501 - DQB1*0201 e DRB1°04 - DQA1*0301 - DQB170302
enquanto que os haplétipos DRB1*1501 - DQA1*0102 - DQB1* 0602 sdo altamente protetores. Os objetivos deste
trabalho foram realizar a tipagem HLA por métodos de Biologia Molecular, dos locos DRB1, DQA1 e DQB1 de 23
pacientes portadores de Diabetes Melitus Insulino-Dependente, para avaliar a presenca de alelos que pudessem
conferir susceptibilidade & doenga. A metodologia utilizada foi SSO-PCR, padronizada para o 12th International
Histocompatibility Workshop (1996). A tipagem HLA dos alelos DRB1*, DQA1* e DQB1*, permitiu a andlise parcial
desses locos, visto que a tipagem completa ficou prejudicada em alquns casos por dificuldades na interpretacao dos
resultados, ou por variagdes dos sinais emitidos pelas sondas de oligonucleotideos. Mesmo nao tendo sido possivel
detectar todos os locos em questao, os resultados revelaram que os pacientes possuiam locos dos haplotipos que
predispdem a IDDM, destacando o papel do Laboratério de Andlises Clinicas na definicdo de susceptibilidades
genéticas a certas doencas.

PALAVRAS-CHAVE - Diabetes Melitus Insulino-Dependente (DMID); HLA Classe I tipagem HLA; Biologia
Molecular; PCR-SSO.

.

SUMMARY - A strong association between IDDM genes (Insulin-Dependent Diabetes Mellitus) and HLA (Human
Lecucocyte Antigens) has been reported in several populations . A lot of researches have been conducted aiming to
evaluate the genetic susceptibility for IDDM sugesting that the HLA complex is the most important even if other
unknown genes have na influence in disease development. Progress in Molecular Biology area have allowed analysis
which stablished thatin caucasians, susceptibility for IDDM is associated with DRB1*03 - DQA1°0501 - DQB1*0201
and DRB1°04 - DQA170301 - DQB1*0302 haplotypes, whereas the DRB1*1501 - DQA1°0102 - DQB1* 0602 haplotype
is strongly protective. The objectives of this work were to type HLA by Molecular Biology methods of DRB1*, DQAT*

‘and DQBI1* loci of 23 patients wih IDDM to evaluate the suscepibility haplotypes presence. Used methodology was

SSO-PCR according to 12th International Histocompatibiliy Workshop (1996). Just partial results were observed for it
was very difficult the typing interpretation or variation in the probe signaling. Althought it was not possible to detec-
ted all presented loci, the results showed the patients had some of the susceptibility haplotypes loci. It is important to
emphasize the role of Clinical Analysis Laboratory in defining the genetic susceptibility to specific diseases.

KEY WORDS - Diabetes Mellitus Insulin-Dependent (IDDM); Class I1I-HLA : HLA-typing; Molecular Biology;
SSO-PCR.
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INTRODUCAO auto-imune data de 1974 (Nerup et al., 1974). Atual-

mente tem sido definida como um sindrome auto-imu-

primeira demonstragao experimental que o | ne resultante da destruicao das células B pancreaticas
Diabetes mellitus insulino-dependente (Insulin por linfocitos T auto-reativos (Rossini ef al., 1993; Bach,
Dependent Diabetes Mellitus - IDDM) é uma doenca | 1994).
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Desde que Amiel, em 1967, demonstrou que uma
doenca (Doenca de Hodgkin) parecia estar associada a
individuos portadores de certos antigenos HLA, muitas
outras associagoes desse tipo vém sendo estabelecidas
(12° International Histocompatibility Workshop). Uma
forte associacdo entre IDDM e certos antigenos do com-
plexo HLA, tem sido descrita em vérias populagoes (Dor-
man, 1992).

Numerosos trabalhos vem sendo realizados no senti-
do de avaliar a susceptibilidade genética ao IDDM, su-
gerindo que o envolvimento do complexo HLA é de suma
importancia, mesmo que outros genes (ainda desconhe-
cidos) também desempenhem importante papel no de-
senvolvimento da doenca (Davies et al., 1994).

Progressos na area de Biologia Molecular permiti-
ram andalises que estabeleceram associacoes entre ale-
los que predispdem e outros que protegem no desenvol-
vimento do IDDM (Thorsby, 1995).

O 12th International Histocompetibility Workshop, reali-
zado em St. Malo, Franca em 1996, definiu que em cau-
casianos a susceptibilidade esta associada com os ha-
plotipos:

DRB1703
DQA1*0501
DQB1*0201
DRB1704
DQA1*0301
DQB1*0302,

enquanto que os haplétipos,

DRB1°1501
DQA1*0102
DQB1* 0602

sao altamente protetores (Caillat-Zucman, 1997).

Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram o de realizar a ti-
pagem HLA por métodos de Biologia Molecular, dos
locos DRB1, DQA1 e DQB1 de pacientes portadores de
Diabetes Melitus Insulino-Dependente, para avaliar a
presenca de alelos que pudessem conferir susceptibi-
lidade a doenca.

MATERIAIS E METODOS

Foram analisados 23 pacientes portadores de Dia-
betes Melitus Insulino-Dependente, cujo diagnéstico
foi realizado de acordo com os critérios da NDDG (Na-
tional Diabetes Data Group), com idade variando de 1
a 24 anos, com 87% abaixo de 15 anos, 15 do sexo femi-
nino e 8 do sexo masculino, provenientes das cidades
de Bauru, Cafeldandia, Lins e Sdo Paulo, os quais apos
esclarecimento, consentiram liviemente em participar
da pesquisa.

A metodologia utilizada foi SSO-PCR, padroniza-
da para o 12th International Histocompatibility
Workshop (1996), a qual consiste nos sequinte passos:

e Extracao do DNA

Realizada a partir de 5 mL de sangue periférico an-
ticoagulado com EDTA pelo método salting-out que néo
utiliza fenol-cloroférmio.

¢ Amplificacao do loco 3DRB1*

Foi realizada a partir de 200 ng de DNA em 100 mL de
solucdo contendo 20 mM de Tris-HCL (pH8,4); 1,5mM de
MgCI% 200 mM de dNTP; 2,5 U de Taq DNA polimerase e
25 pM de cada um dos seguintes primers:

DRB-GRH46: 5 CCGGATCCTTCGTGTCCCCACAGCACG 3
2DRAMP-B:5' CCGCTGCACTGTGAAGCTCT 3'

A reacao constou de 35 ciclos de amplificagao, em
termociclador Perkin-Elmer 2400. A temperatura de des-
naturacao foi de 94°C, a de anelamento 50°C, e a de ex-
tensao 72°C com duracao de um minuto cada etapa. Pre-
cedendo o inicio dos ciclos, as amostras foram incuba-
das a 94°C por 10 minutos e a extensao final foi mantida
por 10 minutes. O produto da reacao de amplificacéo foi
visulizado em gel de agarose 1,4% apds corrida eletrofo-
retica horizontal em TEB 1X e possul 292 pares de base.

* Amplificacao do loco DQA1*

Realizada da mesma maneira que o anterior, ape-
nas com o anelamento a 55°C e os seguintes primers:

2DQA-AMP-A 5 ATGGTGTAAACTTGTACCAGT 3
2DQA-AMP-B 5 TTGGTAGCAGCGGTAGAGTTG &'

* Amplificacao do loco DQB1*

Idem ao anterior, com temperatura de anelamento
em 59°C e os seguintes primers:

2DQB-AMP-A: 5 CATGTGCTACTTCACCAACGG 3
2DQB-AMP-B: 5 CTGGTAGTTGTGTCTCCAACGG 3’

* Transferéncia para membrana de nylon
(slot blot)

O fragmento amplificado foi transferido a vacuo e
em meio neutro para uma membrana de ndilon carre-
gada positivamente. Ao fim da transferéncia, a mem-
brana foi exposta a uma solucdo altamente alcalina
(NaOH 0,4N) para a desnaturacao das fitas do ampli-
con. Apos seca em temperatura ambiente, a membra-
na foi colocada em estufa a uma temperatura de 80°C
durante uma hora para a completa fixacao do DNA.
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* Hibridizacao com oligonucleotideos

A hibridizacdo das membranas foi realizada em
condigbes de alta estringéncia. Cada membrana foi
previamente umedecida com SSPE 4X, foi colocada em
tampao de hibridizacdo contendo 50mM de Tris-HCI
(pH8,0), 3M de TMAC (cloreto de tetrametilamonio),
2mM de EDTA, SDS 0,1%, solucdo de Denhart 5X,
100pg/mL de DNA de esperma de salmdo na propor-
¢do de 0,15ml/cm2 de membrana. Colocadas em cai-
xas plasticas, cada membrana foi submetida a pré-hi-
bridizagao, em banho-maria com agitacdo a 54°C du-
rante 30 minutos, rigorosamente. Em seguida, acres-
centou-se diretamente a solucao, um oligonucleotideo
(sonda) marcado com digoxigenina-11-dUTP (Boehrin-
ger Mannheim) para cada membrana na concentragao
de 25pmol/10ml de tampdo e a membrana permane-
ceu em banho-maria a 54°C por uma hora, no minimo.
Foi utilizado um conjunto de vinte e cinco sondas para
tipagem do loco DRB1* de cada paciente, 19 para o
loco DQA1* e 21 para o loco DQB1*, desenhadas para
o XII International Histocompatibility Workshop.

¢ Lavagem e defecgcdo

As membranas foram lavadas por duas vezes du-
rante 15 minutos, a temperatura ambiente em solucao

de SSPE 2X e SDS 0,1%. Uma iltima lavagem com
50mM de Tris-HCI (pH8,0), SDS 0,1%, 2mM de EDTA,
3m de TMAC foirealizada a 58°C por mais 15 minutos,
assegurando a retirada do excesso de sonda. A detec-
cdo foi realizada utilizando substrato quimiolumines-
cente (Lumigen PPD, Boehringer Mannheim). Os re-
sultados positivos (slots) foram visualizados apos 10 a
30 minutos de exposicdo em temperatura ambiente, da
membrana em filme de raio X (Fuji Medical X-ray film
UM-MA HC). Para a seguranca do experimento, foi
inserido na etapa de amplificagcdo um controle negati-
vo onde o DNA foi substituido por dgua estéril e na
etapa de hibridizacdo um conjunto de alelos previa-
mente conhecidos foram selecionados para serem os
controles positivos.

RESULTADOS

A tipagem HLA dos locos DRB1*, DQA1* e DQB1*
pela técnica de SSO-PCR, permitiu a andlise parcial
desses pacientes, visto que a tipagem completa ficou
prejudicada em alguns casos por dificuldades na inter-
pretacao dos resultados, ou por variagoes do sinal emi-
tido pelas sondas de oligonucleotideos. Mesmo com
resultados parciais, os alelos de interesse, puderam ser
identificados (Tabela 1).

TABELA 1
Resultados da tipagem dos locos DRB1*, DQA1* e DQB1* de 23 pacientes portadores de IDDM
Haplétipos que conferem Haplétipos que conferem
Pacientes susceptibilidade aoc IDDM resisténcia ao IDDM
DRB1*03 | DQA1*0501 | DQB1*0201 DRB1*04 | DQA1*0301 | DQB1*0302 | DRB1*1501 | DQA1*0102 DQB1+*0602
1 +
2 + +
3 +
4 -
b +
6 + + +
7 + +
8 +
9 +
10 + +
1 +
12 + + +
i3 + +
14 + +
15 + +
16 +
17 + + + +
18 + +
19 + + +
20 + + + +
21 + + :
22 + + +
23 + +
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DISCUSSOES E CONCLUSOES

A metodologia SSO-PCR, utilizada para a tipagem
HLA dos locos DRB1*, DQA1*,DQB1*, foi considerada
extremamente laboriosa, de subjetiva interpretacao, que
limita sua utilizacao apenas para grandes centros, com
uma demanda que justifique uma tipagem que utiliza
hibridizacdes com diferentes sondas, uma a uma.

As diferencas de intensidade de sinal das sondas, re-
querem padronizacao do tempo de exposicdo de cada uma
delas e da comparagao com o controle negativo, que mui-
tas vezes tem um background semelhante ao sinal positi-
vo de outras sondas mais fracas.

Mesmo néo tendo sido possivel detectar todos os lo-
cos em questao, os resultados revelaram que os pacien-
tes possuiam alelos dos hapldtipos que predispéem a
IDDM.

Duas pacientes, gémeas idénticas foram as tnicas a
apresentar um haplotipo totalmente distinto daqueles que
predispoe a IDDM (DRB1*03 - DQA170501 - DQB1*0201
e DRB1°04 - DQA1*0301 - DQB1*0302) . Na realidade, a
presenca dos locos DRB1*1501 e DQB1" 0301 e
DQB1*0602 que foram tipados nessas pacientes, sao des-
critos como altamente protetores (Caillat-Zucman, 1997).
Talvez por esse fato, as pacientes até o momento da reali-
zacao da tipagem HLA estivessem apresentando o perio-
do denominado "lua de mel" especialmente prolongado.

Os pacientes 17 e 20 apresentam associacao dos ale-
los DRB1*03 e DRB1"04,0 que confere uma susceptibi-
lidade maior que esses alelos em separados

Dessa forma, fica evidente a importancia da tipa-
gem HLA para corroborar os achados clinicos e auxi-
liar no diagnostico definitivo da IDDM.

Os grandes progressos no desenvolvimento de téc-
nicas de Biologia Molecular cada vez mais simples
como o SSP-PCR, com menos etapas de manipulacao,
envolvendo menor ntumero de varidaveis vém sendo
desenvolvidas por diferentes firmas especializadas. A
recente utilizacao de kits especializados em tipagens
HLA, confere aos laboratorios de pequeno e médio por-

te, a possibilidade de oferecerem o esse tipo de servi-
co, utilizando estrutura relativamente simples e com
uma homogeneidade de resultados que elimina a sub-
jetividade das interpretacoes.

Sem duvida nenhuma, com o avanco da tecnologia
do DNA, o Laboratério de Analises Clinicas assume um
papel cada vez maior na Medicina, nao apenas confir-
mando hipoteses diagndsticas, como definindo suscep-
tibilidades para que medidas preventivas possam di-
minuir os riscos ou talvez eliminar o aparecimento das
doencas.
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Infeccao pelo Papiloma Virus Humano:
correlacao cito-histologica e avaliacao
dos sinais citolégicos nao classicos’

Human papillomavirus infection: cyto-histologic correlation
and analysis of the non classic cytologic signs

Lara Verénica De Aratijo Lopes' & Paula Avila Fernandes®

RESUMO - Foram avaliados 55 esfregacos citolégicos e respectivas bidpsias cervicais de 55 pacientes, no periodo
compreendido entre janeiro e julho de 1997 em laboratério de Belo Horizonte. Foi estabelecida a correlagao cito-
histol6gica e avaliada a freqiiéncia de 4 sinais "nao classicos" da infecgao pelo HPV. A infecgao pelo HPV foi diag-
nosticada na biépsia cervical em 69% dos casos, havendo concordancia com o diagndstico citologico em 21,8% dos
casos. A sensibilidade do exame citologico foi de 31,5% e a especificidade de 100%. Os sinais nao classicos estuda-
dos mostraram-se associados a infeccao pelo HPV. A bi ou multinucleagao foi o sinal que apresentou maior sensibi-
lidade (69,2%), enquanto que os sinais: coilocitose leve, disceratose leve e clareamento do citoplasma, mostraram
alta especificidade (88,2%, 88,0%, 70,6%, respectivamente). O uso desses sinais no diagnostico dessa infecgao deve
ser limitado, tendo em vista a baixa sensibilidade encontrada para cada sinal. A avaliacdo da representatividade da
amostra dos esfregagos demonstrou que os casos verdadeiramente positivos para a infecgao pelo HPV apresentaram
células da jungao escamo-colunar em alta percentagem (83,3%), enquanto que nos casos falso-negativos, essa per-
centagem foi de 46%.

UNITERMOS - HPV, neoplasia intra-epitelial cervical, citologia cervical.
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SUMMARY - Fifty-five cyltologic smears and 55 cervical biopsies were evaluated from january - july of 1997 in a
pathology laboratory of Belo Horizonte. Cyto-histologic correlation and the frequency of four nonclassic cytologic
signs of the human papillomavirus infection were determined. The histopathologic diagnosis of human papillomavi-
rus infection was made in 69% of the cases, with a concordant cytologic diagnosis in 21.8% of the cases. The sensitivity
of Papanicolaou smears was 31.5% and the specificity was 100%. Non classic cytologic signs were associated with the
human papillomavirus infection. Binucleation and multinucleation presented higher sensitivity (69.2%), where as the
signs mild koilocytosis, mild diskeratocytosis and cleared cytoplasm presented high specificity. The use of these signs
should be limited, in view of the low sensitivity presented for each sign. The analysis of specimen adequacy shows that
true positive cases for human papillomavirus infection presented cells of escamo-column junction in high percentage
(83.3%), while in false-negative cases the percentage was 46%.

KEY WORDS - HPV, cervical intraepithelial neoplasia, cervical cytology.
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INTRODUCAO

iversos trabalhos tém enfatizado a infeccao pelo

Papiloma Virus Humano (HPV) como fator pre-
disponente na génese do carcinoma do colo uterino
(Gissmann, 1989; Schneider et al., 1987,). Desde en-
tdo, é grande a preocupacgdo com a detecgao precoce
desta infeccao através do exame colpocitologico. A as-
sociacao de coildcitos e disceratose tem sido conside-

rada achado patognomaénico para o diagnéstico citolo-
gico da infeccao pelo HPV (Drake et al., 1987). No en-
tanto, com a utilizacao desses sinais, a freqiiéncia de
deteccao desta infecgao através do esfregaco citologi-
co ¢ baixa, em torno de 2% (Schneider et al., 1987;
Krebs, 1989; Schneider, 1989). Sao diversos os fatores
que podem estar relacionados com resultados citologi-
cos falso-negativos, tais como erro de interpretacao pelo
citopatologista e amostra inadequada do esfregaco

Recebido em 19/11/99
Aprovado em 30/11/99
*Trabalho realizado no Laboratdrio Analys - Belo Horizonte - MG e na
Disciplina de Citologia Clinica do Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Farmacia da UFMG
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*Professora da Disciplina de Citologia Clinica - Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas - Faculdade de Farmacia -UFMG
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(Pairwuti, 1990). Gay et al. (1984) realizaram estudo
mostrando que 62% dos exames citolégicos falso-ne-
gativos estavam relacionados com amostras inadequa-
das, desprovidas de células representativas da juncao
escamo-colunar. Em relacdo a infeccao por HPV, devi-
do ao grande numero de falso-negativos nos exames
citolégicos, alguns autores propuseram a utilizacao de
sinais citolégicos denominados "nédo classicos" para
ampliar o nimero de casos de infecgdo pelo HPV diag-
nosticados pela citologia. Esses sinais foram descritos
por Schneider et al. (1987) e compreendem: coilocito-
se leve, disceratose leve, clareamento do citoplasma,
bi ou multinucleacdo, presenca de granulos de cerato-
hialina, condensacao de filamentos, hipercromatismo
nuclear e presenca de halo perinuclear.

Com o objetivo de conhecer melhor os fatores asso-
ciados com os resultados citolégicos falso-negativos no
nosso meio, avaliamos no presente trabalho a correla-
¢ao cito-histoldgica para o diagnostico da infeccao pelo
HPV, levando em consideracdo a representatividade da
amostra dos esfregacos. Verificamos ainda a freqtién-
cia de quatro sinais citologicos nao classicos em pacien-
tes com e sem infeccao por HPV, diagnosticada atraves
da bidpsia cervical.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados retrospectivamente esfregacos
e bidpsias cervicais colhidos simultaneamente de 55
pacientes, em laboratério de grande porte de Belo Ho-
rizonte, no periodo compreendido entre janeiro e julho
de 1997. Na primeira etapa do trabalho, procedeu-se
ao levantamento dos diagnésticos cito e histopatologi-
cos, os quais foram registrados para o estabelecimento
da concordéncia cito-histélogica. Foram anotados tam-
bém a idade das pacientes e os informes clinicos pre-
sentes nas requisicoes.

Para avaliacao dos sinais citologicos nao classicos
da infeccao pelo HPYV, selecionou-se dentre os 55 exa-
mes inicialmente levantados, dois grupos de pacientes
com esfregacos negativos para infecg¢ao pelo HPV com
as seguintes caracteristicas:

Grupo I (casos): constituido por 26 pacientes com
diagnostico de infeccdo por HPV na biopsia cervical e
esfregacos citologicos negativos;

TABELA 2
Freqiliéncia dos sinais citoloégicos néao classicos
em esfregacos cervicais negativos de 43 pacientes
com e sem infecca@o pelo HPV

Grupo II (controles): formado por 17 pacientes cu-
jos exames histopatologicos e citolégicos ndo mostra-
ram infec¢ao por HPV. Os esfregacos cervicais dos dois
grupos foram revistos e examinados quanto a presen-
¢a de 4 sinais néo cldssicos da infec¢ao HPV descritos
por Scheneider et al. (1987). Os sinais avaliados foram
coilocitose leve, disceratose leve, bi ou multinucleacao
e clareamento do citoplasma. Os critérios utilizados
para a identificacao de cada um desses sinais foram os
mesmos estabelecidos pelos autores. Determinou-se a
sensibilidade e especificidade de cada sinal citolégico
nao classico. Os esfregacos citolégicos foram revisados
por um unico observador, sem o conhecimento do re-
sultado da bidpsia correspondente. Os diagnésticos his-
topatologicos nao foram revisados. Em todos os esfre-
gacos, a presenca ou nao de células endocervicais e/ou
metapldsicas foi anotada, com a finalidade de avaliar a
representatividade da amostra.

RESULTADOS

¢ Correlacao cito-histolégica

A maioria dos casos nos quais a infeccao pelo HPV
foi detectada, tanto na biépsia como na citologia, mos-
trava associacao com alteragdes displasicas de grau
leve. Dos 43 esfregacos negativos para o HPV, 26
(60,5%) foram positivos para essa infeccao na biopsia e
17 (39,5%) negativos (Tabela 1). A infeccao pelo HPV
foi diagnosticada na biopsia em 38 (69%) casos, ha-
vendo concordancia com o diagnostico citologico em
apenas 12 casos (21,8%). A concordancia global entre

TABELA 1
Correlacgéo cito-histolégica no diagnostico de HPV
em 55 pacientes

Diagnésticos
Diagnésticos histopatolégicos
citologicos
HPV Cervicite Total

HPV 12 0 12
Negativos 26 7 43

Total 38 17 55

TABELA 3

Sensibilidade e especificidade
dos sinais citologicos
nao classicos da infec¢ao pelo HPV

Sinais ndo Bidpsias positivas Biopsias negativas Sinais
classicos para HPV (n=26) para HPY (n=17) néo Sensibilidade Especificidade
n® de casos % n® de casos % classicos
coilocitose leve 10 38 2 12 coilocitose leve 38,5% 88,2%
disceratose leve 6 23 2 12 disceratose leve 22,0% 88,0%
bi ou multinucleagéo 18 69 8 47 bi ou multinucleagao 69,2% 53,00%
clareamento do citoplasma 10 38 5 29 clareamento do citoplasma 38.5% 70,6%
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as duas técnicas foi de 52,7% (29 casos). Nenhum caso
falso-positivo foi constatado, enquanto que os falso-ne-
gativos representaram 26 (47,2%) dos casos.

A sensibilidade, especificidade, os valores prediti-
vos positivo e negativo, e a acurdcia do exame citologi-
co na detecgao da infeccao por HPV foram respectiva-
mente 31,5%, 100%, 100%, 39,5% e 52,7%.

* Avaliacao dos sinais nao classicos da
infeccao pelo HPV

A Tabela 2 mostra a freqiiéncia dos sinais nao clas-
sicos presentes em esfregacos negativos de pacientes
com e sem infeccao pelo HPV detectada na biopsia. A
bi ou multinucleacao foi 0 achado mais freqiiente nos
casos com hiopsias negativa e positiva para a infeccao
pelo HPV. A coilocitose leve, sequido da disceratose
leve, foram mais freqiientes nas pacientes com diag-
néstico histopatolégico do HPV. A sensibilidade e es-
pecificidade de cada sinal nao classico estao registra-
dos na Tabela 3. A Fig. I ilustra estes sinais.

* Avaliacao da representatividade da amos-
tra dos esfregacos

Arepresentatividade da amostra dos esfregacos esta
demonstrada no Grafico A.

GRAFICO A
Numero de casos com e sem diagndstico citolégico de
infeccdo por HPV segundo a adequacéo
da amostra

25

CASOS FN CASOS VP
| células da JEC ausentes

m células da JEC presentes

JEC= Jung¢ao Escamo Colunar
FN= Falso Negativo
VP= Verdadeiramente Positivo

FIGURA 1|

Fotomicrografias de esfregagos cervicais apresentando células com coilocitose leve (A), disceratose leve (B), clareamento do citoplasma (C) e muitinucleacao
(D). Coloragéo de Papanicolaou, 450x.
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Dos 26 casos negativos para a infeccao pelo HPV
na citologia e que apresentavam bidpsias positivas (ca-
sos falso-negativos), 12 (46%) apresentavam células da
juncao escamo-colunar. Dos 12 casos em que houve
concordancia cito-histologica (casos verdadeiramente
positivos), 10 (83,3%) apresentavam células da juncao
escamo-colunar. ~

DISCUSSAO

A concordancia no diagnéstico cito e histopatologi-
co para a infecgao pelo HPV no presente trabalho foi
baixa (21,8%) e inferior aos indices relatados na litera-
tura. Von Der Menden et al. (1995) observaram con-
cordancia em 59,1% dos casos estudados, enquanto que
Crum (1993), obteve 50% de concordancia cito-histo-
logica. Além disso, o nimero de casos falso-negativos
(47,2%) detectado foi superior ao encontrado por ou-
tros autores, como Gistch et al. (1991) e Von Der Men-
den et al. (1995), cujos trabalhos referem, respectiva-
mente, 21,7% e 22,3% dos casos representados por
biépsias positivas para HPV e esfregagos cervicais ne-
gativos. A discrepancia dos nossos dados com os da
literatura poderia estar relacionada com a representa-
tividade das amostras estudadas. Quando analisamos
a representatividade da amostra dos esfregacos nesse
estudo, observamos que os casos falso-negativos apre-
sentavam células da juncao escamo-colunar em peque-
na percentagem (46%), em comparagao com 08 Casos
em que houve concordancia cito-histologica, nos quais
a percentagem de células da jun¢do escamo-colunar
foi de 83,3%.

O numero de casos de infeccao pelo HPV detectado
através do exame citolégico ainda é pequeno, gerando
varios resultados falso-negativos (Pairwuti, 1990). No
nosso trabalho, a sensibilidade encontrada para o exa-
me citolégico na deteccao da infecgdo pelo HPV foi de
32%. Di Bonito et al. (1993) encontraram sensibilidade
de 76,3% para o exame citologico, enquanto que nos
estudos de Cavalcanti et al. (1997), a sensibilidade foi
de 97,6%. Por outro lado, a especificidade do exame
citoldgico neste estudo foi de 100%, demonstrando que
a citologia se mostra adequada para reconhecer os ca-
sos negativos de infeccao pelo HPV.

Quanto aos sinais nao classicos estudados, verifica-
mos que a sensibilidade da bi ou multinucleagao foi de
69,2%, e a especificidade de 52,9%. Esses numeros di-
ferem daqueles encontrados por Cecchini et al. (1989),
que encontraram sensibilidade de 7% e especificidade
de 99%. Cramer et al. (1997) demonstraram através de
técnicas de hibridizacédo in situ que a bi ou multinu-
cleacao estavam associadas a infecgdao pelo HPV de
alto risco, estando presente em 62,8% dos esfregacos.
Os outros sinais nao classicos estudados no nosso tra-
balho: coilocitose leve, disceratose leve e clareamento
do citoplasma, mostraram especificidade razoavelmente
alta: 88,2%, 88,0%, 70,6%, respectivamente. Estes va-
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lores sdo semelhantes aos descritos por Cecchini ef al.
(1989). E possivel que a auséncia destes sinais nos
esfregacos possa auxiliar a distinguir os casos verda-
deiramente negativos de infeccdo por HPV. Cavalcanti
et al. (1997) encontraram forte associacao da coilocito-
se leve com o HPV de baixo risco, estando presente em
27,3% dos esfregaco. J& a disceratose leve esteve rela-
cionada com a infeccao pelo HPV em 38,1% dos esfre-
gacos. Esses autores concluiram que esfregacos con-
tendo esses sinais deveriam ser introduzidos na cate-
goria de "células escamosas atipicas de significado in-
determinado”, aumentando, dessa forma, o nimero de
pacientes selecionadas para serem avaliadas por tec-
nicas mais sensiveis.

No nosso trabalho, observamos que os "sinais nao
classicos" estudados mostraram associagdo com a in-
feccao pelo HPV, ja que aparecem em grande nimero
de casos que eram positivos para essa infec¢ao. No en-
tanto, o uso desses sinais no diagnostico dessa infec-
céo deve ser limitado, tendo em vista a baixa sensibili-
dade encontrada para cada sinal.
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Avaliacao da interferéncia do acido ascorbico

nas reacoes para a deteccao de glicose
e hemoglobina urinarias

Evaluation of ascorbic acid interference in reactions
for analysis of urinary glucose and hemoglobin

Edson L. da Silva'; Flavia Martinello®; Emilia R. Scharf; Daniel M. de Luca®;
Gabriela R. Amorin®: Leandro Corradf & Toni R. Martins®

RESUMO - O acido ascorbico, freqientemente ingerido como suplemento alimentar, € altamente eliminado pela
urina e pode interferir nos ensaios laboratoriais que utilizam reagoes de 6xido-reducdao, como por exemplo, os siste-
mas de reacoes de peroxidacao usados para a deteccao de glicose e hemoglobina urindrias. O objetivo desse estudo
foi avaliar a interferéncia do acido ascorbico nessas determinacoes em relacdo & dose de vitamina C ingerida e ao
tempo de coleta das amostras. Individuos saudéveis (n=13) consumiram doses de 0,15 a 4,0 g/dia de vitamina C e as
determinacoes foram realizadas em urinas coletadas 4, 12, 24 e 48h ap6s a ingestao. Quantidades crescentes de
glicose e hemoglobina foram adicionadas as amostras de urina e os ensaios foram realizados com as tiras reagentes
Rapignost e Multistix. Os resultados demonstraram que ocorreram interferéncias significativas nas amostras de 4 e
12 h, inclusive com as menores doses de vitamina C e, embora em menor grau, tambéem nas amostras de 24 e 48h
apos a ingestdo de 2 e 4g de vitamina C. A tira reagente Multistix foi ligeiramente mais resistente. Para prevenir
resultados falso-negativos, sugerimos a suspensdo da ingestao de altas doses de vitamina C, 72h antes da coleta da
amostra para a realizacao do exame de urina.

PALAVRAS-CHAVE - Acido ascorbico; interferéncia; tiras reagentes; glicose urinaria; hemoglobina urinaria.

SUMMARY - Ascorbic acid, widely ingested as a dietary supplement and rapidly excreted in the urine, interferes in
the laboratory assays with peroxidase redox systems, such as used in reagent-strip tests for urinary glucose and
hemoglobin. The aim of this study was to verify the ascorbic acid interference on such dipstick analysis in relation to
the dose level of vitamin C consumed and the time period of urine collection. Healthy volunteers (n=13) took 0.15 to
4.0g of vitamin C daily and the analysis were done with specimens collected at 4, 12, 24, and 48h after ingestion.
Increasing amounts of glucose and hemoglobin were added into the urine specimens and were assayed by using
Rapignost and Mullistix reagent strips. Results showed that significant interference occurred in the specimens of 4
and 12 h, even with the lowest vitamin C dose level examined. Although in lower degree, interferences could also be
found in urine specimens containing small amounts of glucose and hemoglobin obtained 24 and 48h after ingestion
of 2 and 4g vitamin C. Multistix reagent strip was slightly more resistant. To prevent false-negative results, we
suggest that intake of high doses of vitamin C should be avoided at least 72h before collection of the specimens for
urinalysis. .

KEY WORDS - Ascorbic acid interference; dipsticks; urinary glucose; urinary hemoglobin.
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INTRODUCAO

acido ascorbico, normalmente conhecido como
vitamina C, tem sido altamente consumido como
suplemento alimentar como forma de prevenir ou com-
bater resfriados, doencas cardiovasculares e neoplasias,
possivelmente pelo seu elevado poder antioxidante. Cal-
cula-se que aproximadamente 25% da populacao adul-

ta norte-americana e até 40% das criancas fazem uso
didrio de suplemento vitaminico, sendo a vitamina C o
principal componente nesses suplementos'*'*. A absor-
cao da vitamina C ocorre, predominantemente, no in-
testino delgado e é igualmente distribuida em véarios
tecidos do organismo sem que seja armazenada em um
orgao especifico. Quando os niveis teciduais encontram-
se saturados, o nivel plasmatico eleva-se e o excesso de
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vitamina é facilmente excretado através dos rins, devi-
do o baixo limiar de excrecao renal do &cido ascérbico”.
Assim, como conseqiiéncia da suplementacao vitamini-
ca, estima-se que seja elevada a incidéncia de concen-
tracoes significativas de dcido ascorbico na urina, o qual
pode provocar sérias implicacdes na rotina de urinalise.
Bridgen et al.' demonstraram que 23% da populagéo de
pacientes ambulatoriais analisada na cidade de Vitoria,
Canad4, apresentaram niveis de acido ascorbico urina-
rio iguais ou superiores a 2,12 mmol/l (37 mg/dl), suge-
rindo assim, que a presenca de niveis elevados de acido
ascorbico urinario é mais comum do que se imagina,
provavelmente devido a suplementacéo vitaminica.

Sabe-se ha longo tempo que os ensaios laboratoriais
realizados pelas tiras reagentes para a deteccao de gli-
cose e hemoglobina urinarias, que envolvem o sistema
indicador oxidase/peroxidase, estdo sujeitos a interfe-
réncia pelo acido ascérbico'*'°. Os fabricantes de tiras
reagentes tém introduzido uma série de modificacoes
para minimizar essa interferéncia, no entanto o proble-
ma parece ainda persistir, conforme demonstrado recen-
temente em estudo in vifro realizado por Rodrigues et
al.'’. Nesse sentido, é importante avaliar a real gravida-
de desse fenémeno, principalmente em relagao as doses
de vitamina C ingeridas e ao tempo de coleta das amos-
tras para a andlise. Portanto, o objetivo desse trabalho
foirealizar determinacoes de glicose e hemoglobina uri-
narias em amostras coletadas em diferentes periodos de
tempo apods a ingestao de sucessivas e crescentes doses
de vitamina C. Nossos resultados demonstraram signi-
ficativas interferéncias do acido ascorbico urinario nas
amostras coletadas nas primeiras 12h apos a ingestao
de vitamina C, inclusive com as menores doses analisa-
das e, com concentracdes maiores de vitamina C, o efei-
to persistiu por até 24 e 48h.

MATERIAIS E METODOS

* Materiais

A vitamina C, comercializada na forma de compri-
midos efervescentes ou em gotas, Redoxon® (Roche),
foi adquirida nas farmacias e drogarias. Para as deter-
minacoes urinarias foram utilizadas as tiras reagentes
Rapignostic Total-Screen (Behring) e Multistix 10SG
(Bayer). O acido ascorbico e o acido metafosférico fo-
ram obtidos da Merck. Os demais reagentes utiliza-
dos, acido sulfurico, glicose, 2,4-dinitrofenil-hidrazina,
tiouréia, sulfato de cobre e cloreto de sédio foram de
marcas nacionais.

* Protocolo experimental

Treze voluntarios considerados saudaveis pela equi-
pe médica do HU-UFSC, consumiram diariamente, por
via oral, doses sucessivas de 150, 250, 500, 1000, 2000 e
4000 mg de vitamina C. Cada dose foi ingerida de for-
ma Unica apos a ultima refeicao do dia, por 7 dias con-
secutivos com intervalo de 3 dias entre cada dose. As
amostras de urina foram coletadas na manha do 8° dia,
12-13h apo6s a ingestdo da vitamina C. Apos a coleta de
urina, os individuos ingeriram uma ultima dose de vi-
tamina C e amostras subseqilientes de urina foram co-
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letadas apos 4, 24 e 48h. Durante a ingestdo das doses
inferiores a 2g foi evitado o consumo de alimentos ri-
cos em vitamina C. As amostras de 4 e 12h sdo repre-
sentativas do total de urina formada e naturalmente
armazenada na bexiga durante esses periodos de tem-
po, enquanto que as amostras de 24 e 48h representam
apenas o volume urinario acumulado na ultima noite
antes da coleta. Assim, a amostra de 4h € equivalente a
uma coleta de urina aleatéria ao longo do dia e as de-
mais sao representativas da primeira urina da manha.

e Deteccao de glicose e hemoglobina
urindrias

A interferéncia do 4cido ascérbico urindrio nas rea-
coes de glicose e hemoglobina foi avaliada utilizando-
se as tiras reagentes Rapignost Total-Screen e Multis-
tix 10SG. Todas as amostras apresentaram-se negati-
vas para glicose e hemoglobina. Portanto, concentra-
¢oes crescentes de glicose (50, 150, 350, 500, 750 e 1000
mg/dl) e hemoglobina (0,06, 0,09, 0,12, 0,60, 2,0, 4,0 e
6,0 mg/dl) foram adicionadas as amostras de urina co-
letadas apos a ingestdo da vitamina C. A solucao de
hemoglobina foi obtida a partir de eritrocitos huma-
nos. Apos hemolise das células com solucéo hipotoni-
ca, o contetido de hemoglobina foi determinado foto-
metricamente pelo método do cianeto de metahemo-
globina. As determinagdes urinarias foram realizadas
dentro de 2h apos a coleta (aprox 1h apés a adigao de
glicose e hemoglobina). Ensaios adicionais foram rea-
lizados com a mesma amostra apos repouso de 6h a
4°C. O grau de interferéncia foi verificado pela compa-
racdo com amostras de urina controle, obtidas de indi-
viduos que nao estavam consumindo suplemento vita-
minico. Essas urinas apresentaram-se negativas para
o acido ascorbico pela tira Rapignost T-S. Todas as lei-
turas foram efetuadas por um mesmo analista para evi-
tar variacoes subjetivas.

* Determinacao do acido ascorbico urinario

O &cido ascorbico presente nas amostras de urina
coletadas de individuos com e sem a suplementacao
oral com vitamina C foi determinado imediatamente
apos a coleta das urinas, utilizando-se o método es-
pectrofotométrico da 2,4-dinitrofenil-hidrazina’.

RESULTADOS

» Concentracdo de acido ascoérbico urinario

A Figura I mostra a relacao entre a dose de vitami-
na C ingerida e os niveis de acido ascérbico urinario
encontrados em amostras coletadas 4, 12, 24 e 48h apos
a ingestdao. Houve uma correlagao positiva entre a dose
ingerida e a concentracéo de acido ascérbico nas amos-
tras de urina de 4 e 12h (r = 0,82 e 0,84, respectiva-
mente, p<0,01; correlacao de Pearson). Os niveis de
acido ascérbico encontrados nas urinas de individuos
nao suplementados ou nas amostras coletadas antes
da suplementacao com vitamina C foram de 0,17 a 0,34
mmol/L (3-6 mg/dl). Esses valores aumentaram signi-
ficativamente (aprox. 5 vezes) 4h apds a suplementa-
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FIGURA |
Niveis de acido ascoérbico urindrio em amostras
coletadas 4, 12, 24 e 48 horas apos a ingestao
de doses crescentes de vitamina C

Acido ascorbico uri

(I/1loww) oueuln 0JIGIOISE OPIOY

0,15 0.25 0.6 1,0 2.0

Vitamina C ingerida (g/dia)

"p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, comparado aos respectivos valores basais
(Teste t pareado de Student).

TABELA 2
Deteccao de glicose urindria na presenca de varias
concentragoes de acido ascorbico, 12 horas apods
a ingestao de doses crescentes de vitamina C*

TABELA 1
Deteccéo de glicose urinaria na presenca de varias
concentracoes de acido ascorbico, 4 horas apos
a ingestao de doses crescentes de vitamina C®

Vitamina C ingerida (g/dia)
0 [ o015 | o025 | 0s0 | 10 [ 20 [ 40
Gl Acido ascorbico urinario (mmol/t)
0,3+0.2 [1,07+0,3] 1,5620,7]1,70+0,6]1,78+0,6] 3,35+1,0[3,66:1,5
Rapignost Total-Screen
50 Trago | Neg (-) | Neg(-) | Neg(-) | Neg(-) | Neg(-) [ Neg (-
150 + TF (-)/Tr | (-}/Tr | Neg(-) | Neg(-) | Neg(-)
350 ++ ++ + (-)/Tr | (-)/Tr | Neg(-) | Neg (-)
500 ++ ++ + Tr (-)/Tr | Neg(-) | Neg(-)
750 g ++ +4 Tr/+ Tr Neg (-) | Neg (-)
1000 | +4++ | ++++ + 4+ ++ + (YTe | () Tr
Multistix 10SG
50 Trago | Neg (-) | Neg () | Neg (-) | Neg(-) | Neg(-) | Neg (-)
150 | Te/+ | (0/Te | /7| (0/Tr | Neg) | Neg () | Neg ()
350 + Tr/+ Tr/+ Tr (-)/Tr 3/ Tr | ()/Tr
500 ++ ++ ++ ++ Tr/+ Wiw e
750 +++ ++ + ++ + +++ +l++ |+ ++ |+ ++
1000 | ++++ |+4++4+ | +4+++ | +4+++ | +++ +/++ ++

*Os resultados sao médias de valores obtidos em amostras de 10 individuos.
“Glicose adicionada (concentragao final em mg/dl). Tr, trago.

TABELA 3
Deteccéo de glicose urinaria na presenca
de varias concentracoes de acido ascorbico,
24 horas apos a ingestao de doses crescentes

- Witmrina L ingerids (9/tie) de vitamina C?
0 [ o015 [ o2 [os5 [ 10 [ 20 [ 40
e Acido ascérbico urinario (mmol/l) Vitamina C ingerida (g/dia)
0,30,10,7320,3[1,10+0,3[1,15:0,3[1,34:034[1,75:0,3 | 2,2120,2 0 J o015 02505 [ 10 [ 20 [ 40
Rapignost Total-Screen L Acido ascérbico urinario (mmol/i)
50 | Trago | Neg(-) | Neg () | Neg(-) | Neg(-) | Neg(-) | Neg(-) 0,16+0,1] 0,3:0,2 | 0,29:0,1]0,64+0,2 [05620,18] 0,7120,4] 0,69:0,2
150 + Tr Tr Neg (-) | Neg (-) | Neg(-) | Neg (-} Rapignost Total-Screen
350 ++ +/++ | Tr/+ Tr Neg (-) | Neg (-) | Neg (-) 50 Trago Tr Tr (N Te | (M Te | (H/Tr | (-)/Tr
500 ++ ++ ++ +l++ | ()/Tr Tr Neg (-) 150 + + + Tr Te/+ Tr/+ Tr/+
750 + 4+ +++ |+ ++ ++ Tr/+ (-)/Tr Tr 350 ++ ++ ++ + ++ + +/++
1000 | +4++ | ++++ | ++++ [+H+++| +/++ Tr i 500 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Multistix 10SG 750. ++ + +++ +++ +4++ +++ +++ +++
50 Trago | Neg(-) | Neg(-) | Neg(-) | Neg(-) | Neg (-) | Neg(-) Muitistix 10SG
150 Tr/+ Tr Tr (-)/Tr | Neg(-) | Neg(-) | Neg(-) 50 Trago Tr Tr (/T | ()/Te | ()/Tr | ()/Tr
350 + + + Tr/+ | (/Tr | (3/Tr | Neg(-) 150 Tr/+ TIr Tr Tr Tr Tr T
500 + + + 4+ ++ + + Tr/+ (-)/Tr 350 + + + + +/++ + Tr
750 +++ +++ +++ ++ +/++ ++ ++ 500 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
1000 | ++++ | ++++ | ++++ | +++ HH++4H +++ *++ 750 + 4+ +++ o+ + 4+ +++ +++ ++ +

“Os resultados sdo médias de valores obtidos em amostras de 13 individuos.
“Glicose adicionada (concentragao final em mg/di). Tr, trago.

cao com apenas 150 mg de vitamina C (p<0,01; teste {
pareado de Student). Os valores diminuiram nas amos-
tras de 12h, mas ainda assim, permaneceram elevados
em relacdo aos niveis basais (p<0,01). Houve um au-
mento crescente nos niveis de acido ascérbico urinério
apos a ingestao de doses maiores de vitamina C, atin-
gindo um maximo de 3,7%+1,1 mmol/l (65+19 mg/dl)
com a dose de 4g de vitamina C nas amostras de 4h
(p<0,01). Com o consumo de 0,5 a 4,0g de vitamina C
foram encontrados valores significativamente elevados
de acido ascorbico inclusive 24h apds a ingestao
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“Os resultados sao médias de valores obtidos em amostras de 6 individuos.
"Glicose adicionada (concentragédo final em mg/dl). Tr, trago.

(p<0,01). No entanto, todos os valores urinarios dimi-
nuiram aos niveis basais 48h apds a ingestao, inclusi-
ve com a maior dose de vitamina C analisada.

* Interferéncia nas reacées de glicose

A acao interferente do acido ascérbico na determi-
nacao de glicose urinaria estd evidenciada nas Tabelas
1, 2 e 3, respectivamente 4, 12 e 24h apds a ingestao
das varias doses de vitamina C. As urinas controles
apresentaram auséncia de acido ascorbico pela tira rea-
gente Rapignost T-S e 0,33%+0,17 mmol/l (5,8+=3 mg/dl)
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TABELA 4
Deteccao de hemoglobina urinaria na presenca
de varias concentragoes de acido ascorbico, 4 horas
apos a ingestao de doses crescentes de vitamina C°

TABELA 5
Deteccao de hemoglobina urinaria na presenca
de varias concentragoes de acido ascorbico, 12 horas
apoés a ingestao de doses crescentes de vitamina C*

Vitamina C ingerida (g/dia) Vitamina C ingerida (g/dia)
o [o15 Jo2s Joso | 10 | 20 [ 40 0 [o1s Jozs [Jos0 [ 10 [ 20 [ 40
. Acido ascorbico urinario (mmol/l) Acido ascérbico urinario (mmol/l)
Hemog.” Hemog.”
0,3£0,2 [1,0720.3 [1 56207 [1.7020,6 [1.78:0,6 B,3521,0 8,6621,5 0,320,1 [0,73+0.3 [1,10+0,3 [1,1520.3 [1,34:0.34 1 75:0,3 ],2120,2
Rapignost Total-Screen Rapignost Total-Screen
0,06 | Trago | Neg(-) |Neg(-) |Neg() |Neg(-) |Neg(:) |Neg() 0,06 | Trago | Neg(-) [Neg () |Neg(-) | Neg(-) |Neg(-) |Neg()
0,12 + (-)/Tr |Neg(-) |Neg(-) |Neg() [Neg() |Neg() 012 > (-}/Tr |Neg(-) [Neg(-) [Neg(-) [Neg(-) |Neg()
0,60 ++ Tr/+ | (-)/Tr |Neg(-) [Neg(-) |Neg(-) |Neg(-) 0,60 ++ Tr (-)/Tr |Neg(-) |[Neg(-) |Neg(-) |Neg(-)
20 ++ + Tr i (-)/Tr |Neg(-) |Neg(-) 2.0 ++ +/++ - Tri+ (-}/Tr Tr Neg (-)
4,0 ++ +/++ + Tr/+ Tr Neg (-) [Neg (-) 4,0 ++ ++ ++ + Tr Tr Tr
6.0 + 4+ + ++ +/++ + Tr Tr Tr 6.0 +4++ HHE+EEHEAH | A+ + + Tr
Multistix 10SG Multistix 10SG
0,06 Tr Neg(-) |Neg (-} |Neg() |Neg(-) |Neg(-) |Neg(-) 0,08 Tr Neg (-) |Neg(-) [Neg(-) | Neg(-) |Neg(-) |Neg(-)
009 | +/++ Tr Tr (-)/Tr | Neg(-) |Neg(-) |Neg /() 009 | +/++ | Tr/+ | Tr/+ | Tr/+ |Neg(-) |Neg(:) |Negt()
0,12 ++ + + Tr/+ Neg (-) |Neg(-) |Neg () 0,12 ++ + + + Tr/+ Tr/+ |Negi()
0.6 ++ + 4+ ++ +/++ | ()/Tr | Tr/+ Trl+ 0.6 |+++++| ++ ++ ++ + Tr/+ Tr/+
2,0 ++ + + 4+ +++ ++ + + + 2,0 +++ +++ +++ +A+ F A A+ ++
4.0 +++ ++ 4+ ++ 4+ +++ ++ ++ ++ 4.0 ++ + ++ + +++ +++ +++ +++ ++ +

20s resultados sdo médias de valores obtidos em amostras de 10 individuos.
®Hemoglobina adicionada (concentracao final em mg/dl). Tr, trago.

pelo método espectrofotométrico. As quantidades de gli-
cose adicionadas nessas amostras foram detectadas a
nivel de traco, 1+, 2+, 3+ e 4+. Quando as determina-
coes foram realizadas com as amostras obtidas 4h apos
a ingestao de 150 mg de vitamina C observou-se uma
inibicdo nas reacoes correspondentes a trago e 1+ (Ta-
bela 1). Com a ingestdo de doses maiores de vitamina
C, e a conseqliente elevacao nos niveis de acido ascor-
bico urindrio, o grau de interferéncia aumentou, che-
gando a um méaximo de completa inibicdo da reagao de
4+ de glicose apds a ingestdo de 2g de vitamina C pela
tira Rapignost T-S. Com a tira reagente Multistix 10SG
a deteccao foi completamente abolida quando baixas
concentracoes de glicose estavam presentes (tracoe 1+)
e uma reacao correspondente a 3+ foi detectada como
1+ em até 50% das amostras apos a ingestao de 2g de
vitamina C (separacao por barra representa dois dife-
rentes resultados como maioria).

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos com as amos-
tras de 12h. A inibicdo das reacdes para a deteccao de
glicose foi inferior aquela observada para as amostras
obtidas apos 4 h, em decorréncia dos menores niveis de
acido ascorbico urindrio. No entanto, as interferéncias
foram ainda significativas. Reacdes correspondentes a
traco e 1+ de glicose foram completamente inibidas,
mesmo com as menores doses de vitamina C ingeridas
(150 e 250 mg). Interferéncia méxima foi observada com
as amostras obtidas apds a ingestao de 4g de vitamina
C, onde uma quantidade de glicose correspondente a
2+ nao foi detectada e concentracoes equivalentes a 3 e
4+ resultaram em tracos pela tira Rapignost e 2 e 3+
pela tira Multistix. As amostras de urina obtidas 24h apos
a ingestao de 0,5-4,0g de vitamina C ainda apresenta-
ram niveis de acido ascérbico suficientemente elevados
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“Os resultados sdo médias de valores obtidos em amostras de 13 individuos.
“Hemoglobina adicionada (concentragao final em mg/dl). Tr, trago.

TABELA 6
Deteccao de hemoglobina urindria na presenca
de varias concentracoes de acido ascorbico, 24 horas
apos a ingestédo de doses crescentes de vitamina C*

Vitamina C ingerida (g/dia)
0 [o15 Jo2s [oso | 10 [ 20 | 40
. Acido ascorbico urinario (mmol/l)
“ | 0,220,1 I 0,3+0,2 p.2910,1 b.8410.2 10,56::0.18 b.?1:0‘4 b'GQtO,Z
Rapignost Total-Screen
0,06 Traco Tr Tr Neg (-) | Neg(-) [Neg(-) |Neg(-)
0,12 + Tr Tr Neg (-) | Neg (-} [Neg(-) |Neg(-)
0,60 ++ + + Tr/+ Tr/+ Tr/+ Tr/+
2.0 ++ ++ ++ +/++ ++ ++ + 4
4,0 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Multistix 108G
0,06 Tr Tr Tr Neg (-) | Neg(-) |Neg(-) |Neg(-)
0,09 +/++ | Tr/+ Tr/+ Tr r ar (=) /Tr
0,12 ++ + ;-/++ Tr Tr Tr/ + Tr
0.6 +H+++| ++ ++ ++ ++ ++ ++
2,0 +++ +++ +++ + 4+ ++ + +++ + 4+

10s resuitados sao médias de valores obtidos em amostras de 6 individuos.
*Hemoglobina adicionada (concentragao final em mg/di). Tr, trago.

para inibir parcialmente as reagoes com baixa concen-
tracao de glicose (Tabela 3).

» Interferéncia nas reacoées de hemoglobina

Os resultados referentes a deteccao de hemoglobi-
na nas amostras contendo diferentes niveis de acido
ascorbico urindrio estdo expostos nas Tabelas 4, 5 e 6.
As concentracgoes de hemoglobina adicionadas as amos-
tras controles foram equivalentes a trago, 1+ 2+ e 3+
(0,06 mg/dl de hemoglobina (traco) corresponde a apro-
ximadamente 20 eritrocitos/ml de urina). Na presenca
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TABELA 7
Detecgao de hemoglobina urinaria na presenca
de varias concentracdes de acido ascorbico, 48 horas
apos a ingestédo de doses crescentes de vitamina C*

Vitamina C ingerida (g/dia)
o [omws [ozs [oso [ 10 [ 20 | 40
Hariog™ Acido ascérbico urinario (mmol/l)
01620,10,26:0,1 [0,3:0,1 [0,4202 [037:013 p.35:0.2 [0.420.2
Rapignost Total-Screen
0,06 Trago Tr Tr (-)/Tr | Neg(-) |Neg(-) |Neg(-)
0,12 + + + T Tr Tr Tr
0,60 ++ ++ ++ ++ + + Tr
2,0 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Multistix 10SG
0,06 Tr Tr Tr Tr Tr  |Neg() |Neg ()
0,09 +/++ . s +l++ | +/++ Tr (-)/Tr
0,12 ++ ++ ++ ++ ++ ++ Tr/+
0.6 +H++ | +++ +++ S+ HHE 4|+ + ++

20s resultados sdo médias de valores obtidos em amostras de 6 individuos.
*Hemoglobina adicionada (concentragao final em mg/dl).
Tr=trago.

de 19 mg/dl de acido ascorbico urinario (amostra obti-
da 4h apods a ingestdao de 150mg de vitamina C), as
tiras reagentes Rapignost T-S e Multistix 105G mos-
traram uma sensivel diminuicao na detecgdo de hemo-
globina correspondente a traco, 1+ e 2+ (Tabela 4).
A interferéncia do acido ascorbico ficou mais evidente
com a ingestao de doses maiores de vitamina C. Nas do-
ses de 2 e 4q, a tira Rapignost T-S perdeu toda a capaci-
dade de resposta a hemoglobina urinaria, apresentando
apenas reacao a nivel de trago para a concentracao de 6,0
mg/dl de hemoglobina (3+ na amostra controle). A tira
reagente Multistix foi ligeiramente mais resistente ao efei-
to inibitério do acido ascoérbico. Com as doses de 2 e 4g
de vitamina C ocorreu completa inibicao da reacao com
0,12 mg/dl de hemoglobina (2+ no controle) e apresen-
tou resultado de 1+ para 2,0 mg/dl (3+).

A'Tabela 5 mostra os resultados da interferéncia do aci-
do ascérbico nas amostras de urina coletadas 12h apos a
ingestao de vitamina C. O grau de inibigao nas reagoes foi
semelhante ao observado para as amostras de 4 h, com
excecao das urinas contendo concentracoes elevadas de
hemoglobina (2+ e 3+), onde se observou uma menor in-
terferéncia do acido ascorbico. Com as urinas coletadas
24h apds a ingestao de vitamina C ocorreu inibicao signi-
ficativa somente nas amostras contendo baixos niveis de
hemoglobina (traco e 1+), principalmente com a tira Ra-
pignost T-S (Tabela 6). Essa interferéncia persistiu inclusi-
ve nas amostras coletadas 48h apos a ingestao de doses
iguais ou maiores a 1,0g de vitamina C (Tabela 7).

O 4cido ascorbico em amostras biologicas possui es-
tabilidade de aproximadamente 3h’. Para verificar se ocor-
reria diminuicdo no grau de interferéncia apos a auto-
oxidacao do acido ascorbico, os ensaios foram repetidos
com as amostras de 12h apos a permanéncia das mesmas
a 4°C por 6h. A Tabela 8 mostra que os resultados foram
praticamente idénticos aos anteriormente obtidos pela
analise efetuada 1-2h apos a coleta das amostras.
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TABELA 8
Deteccao de glicose e hemoglobina urinarias
na presenca de varias concentracoes de acido
ascorbico, 6 horas apoés a coleta das amostras®

Vitamina C ingerida (g/dia)
o [o15 [o2s [os0 | 10 | 20 [ 40
Glicose®
50 Trago | Neg(-) |Neg(-) |Neg(-) | Neg(-) [Neg(-) |Neg(-)
150 + Tr Tt [Neg() |Neg() [Neg() |Neg()
350 ++ ++ + Tr Neg (-) |Neg(-) |Neg/(-)
500 + 4+ + 4+ + 4 ++ Tr Tr Neg (-)
750 +++ +++ +4++ +++ + Tr Tr
1000 +4+++ [++++ [ FH++ [+ ++ + +
Hemoglobina®
0,06 | Trago | Neg(-) |Neg() [Neg(-) | Neg(-) |Neg(-) [Neg()
012 + Neg(-) |Neg(-) [Neg() |Neg(-) |Neg(-) |Neg()
080 | ++ | T |()/Tr |Neg() |Neg() |Neg(-) |Neg()
2,0 ++ +/++ + + (-)/Tr Tr Neg (-)
4.0 ++ + 4 ++ ++ + + Tr
6.0 +++ +++ +++ ++ + + +

“Os resultados sao médias de valores obtidos em amostras de 13 individuos, 12
horas apos a ingestao de vitamina C.

"Glicose e hemoglobina adicionadas (concentragao final em mg/di). As
determinagdes foram realizadas com a tira reagente Rapignost Total-Screen. Tr,
trago.

DISCUSSAO

O uso de tratamentos alternativos baseados na in-
gestdo de vitaminas é comum para as pessoas preocu-
padas com a saude. Isto € bastante conhecido para o
caso de pacientes com canceres’!, mas também se ob-
serva entre as pessoas saudaveis um consumo crescen-
te de vitaminas, e principalmente de vitamina C, como
terapia preventiva para diversos males. A estimativa em
paises industrializados é de que aproximadamente 25 a
40% da populacao faca uso de suplemento vitamini-
co"™™, Como consequéncia, é elevada a incidéncia de
amostras de urina com grande quantidade de acido as-
corbico, o qual interfere de forma significativa na detec-
cao de glicose e hemoglobina mediada por reacoes de
oxido-reducao’*!%°,

Nesse estudo delineamos um protocolo experimen-
tal baseado no consumo de varias doses de vitamina C
(0,15 a 4g/d), com o objetivo de avaliar o grau de interfe-
réncia do acido ascérbico considerando o tempo de eli-
minacao e a quantidade de vitamina C ingerida. A vita-
mina C suplementar foi consumida durante 7 dias con-
secutivos. Apods esse periodo de tempo atingiu-se o "pool"
corpéreo maximo e a consequiente eliminacdo do exces-
so pela urina. Apos a interrupcao da ingestdo suplemen-
tar de 0,15 e 0,25 g/d de vitamina C, o excesso de acido
ascorbico absorvido e acumulado fol eliminado nas pri-
meiras 24 h, enquanto que para as doses maiores, cComo
0,5a 4,0 g/d, o retorno aos niveis basais ocorreu somen-
te apds 48h (Figura I).

A concentracao de acido ascorbico presente nas amos-
tras de urina foi suficientemente elevada para inibir as
reacoes para a deteccao de glicose e hemoglobina (Tabelas
1 a 7). O grau de interferéncia foi dependente da quanti-
dade de acido ascérbico e da concentracao de glicose e
hemoglobina presentes, como ja fora previamente descrito
por outros autores”'**, A quantidade de acido ascorbico
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na urina foi dependente, por sua vez, da dose de vitamina
C consumida e do tempo em que a amostra foi coletada
apos a ingestdo. Assim, amostras de urina contendo pe-
quenas quantidades de glicose e hemoglobina sofreram
interferéncias significativas mesmo quando baixas doses
de vitamina C foram ingeridas, sendo que a inibicao das
reacoes ocorreu mais intensamente, e principalmente, nas
amostras coletadas 4 e 12h ap6s a ingestao de vitamina C.
E interessante observar que houve apenas uma pequena
diferenca no grau de interferéncia entre as amostras de 4 e
12h (Tabelas 1, 2, 4 e 5), possivelmente por se tratar de
amostras mais concentradas que acumularam todo o aci-
do ascorbico urindario eliminado nesses periodos de tem-
po. Outro ponto a se observar € que doses de vitamina C
tdo baixas quanto 0,15 e 0,25 g/d provocaram interferénci-
as significativas inclusive 12h apos a ingestdo. Natural-
mente, as doses de vitamina C maiores (0,5 a 4 g/d) inibi-
ram as reagoes de glicose e hemoglobina ainda mais efeti-
vamente, tanto em relacao a inibicao de reagdes com gran-
de quantidade dos analitos, como também em relacao a
inibicdo em amostras coletadas 24 e 48h apos a ingestao
da vitamina, devido ao tempo mais prolongado de elimi-
nacao de grandes doses de acido ascorbico. As amostras
de urina coletadas 24h apos a ingestao ainda continham
acido ascorbico suficiente para tornar negativas as reacoes
a nivel de traco e 1+ de glicose e hemoglobina (Tabela 3 e
6). Areacao de pseudo-peroxidase da hemoglobina foi mais
sensivel ao efeito inibitério do acido ascérbico do que a
reacao de oxidase/peroxidase (Trinder) da glicose. Por esse
motivo, e devido a eliminacdo mais lenta do acido em al-
guns individuos, algumas amostras de urina ainda apre-
sentaram interferéncia inclusive 48h apos a ingestao de
altas doses de vitamina C, principalmente quando peque-
nas concentragoes de hemoglobina estavam presentes nas
amostras de urina (Tabela 7).

O acido ascorbico em solucao é pouco estavel, possul
uma meila-vida de aproximadamente 3-4 h7. Procuramos
assim, verificar se a acao interferente do acido ascorbico
seria diminuida, pela auto-oxidacao ocorrida com o decor-
rer do tempo transcorrido apos a coleta das amostras. En-
saios realizados 6h apds a permanéncia das amostras de
urina a 4°C (Tabela 8) demonstraram que os resultados re-
lativos a deteccao de glicose e hemoglobina foram seme-
lhantes aos obtidos 1-2h ap6és a coleta, sugerindo assim, a
necessidade de se esperar um tempo superior a 6h para
evitar o efeito inibitério do acido ascorbico. Portanto, essa
nos parece ser uma medida inadequada para confornar o
problema da interferéncia na rotina de urinalise.

Apesar de se conhecer ha longo tempo a capacidade do
acido ascorbico de inibir as reacoes de glicose e hemoglo-
bina urinarias e de que algumas formulacoes de tiras rea-
gentes podem ser modificadas para diminuir a interferén-
cia"*"™' nosso trabalho demonstrou que o problema ain-
da persiste até os dias atuais, principalmente em amostras
de individuos e pacientes que fazem uso de suplemento
oral de vitamina C e que apresentam niveis de acido as-
corbico iguais ou maiores do que 0,57 mmol/1 (10 mg/dl). A
tira reagente Multistix 10SG foi ligeiramente mais resis-
tente do que a tira Rapignost T-S (Tabelas 1 a 6). Possivel-
mente pelo fato dessa tltima indicar a presenca do acido
ascorbico (1+ equivale a 0,57 mmol/l), e assim, nao utili-
zar uma formulacao de reagentes mais resistentes ao efei-
to inibitério do dcido. Experimentos adicionais estdo sen-
do realizados em nosso laboratorio para verificar a sensibi-
lidade de oufras tiras reagentes, bem como tambeém, a in-

terferéncia nas reacoes de bilirrubina, nitrito e peroxidase
de leucocitos.

Resultados falso-negativos, ou falsamente diminuidos,
para a glicose sao potencialmente prejudiciais aos pacien-
tes diabéticos, particularmente para aqueles que fazem o
controle da doenca através de tiras reativas.
A deteccdo de eritrocitos na urina €, na maioria dos casos,
um achado importante, principalmente em pacientes ido-
sos*®. A interferéncia provocada pelo acido ascorbico nas
reacoes para a hemoglobina pode, portanto, provocar séri-
as conseqliéncias para esses pacientes. As implicacbes para
a rotina de urinalise serdo ainda maiores se considerar-
mos o fato de que alguns laboratorios nao realizam, por
questoes de economia, o exame microscopico da urina
quando os exames fisico e quimico pela tira reagente for-
necem resultados normais®' ",

Alguns laboratérios preocupados com a interferéncia
do acido ascorbico procuram utilizar tiras reagentes que
sejam mais resistentes ou que detectam a presenca do aci-
do, como € o caso da tira Rapignost T-S. Baseados nos re-
sultados demonstrados nesse trabalho podemos introduzir
uma terceira forma de contornar o problema, qual seja, a
interrupcao da ingestdo de vitamina C 24h antes da coleta
da amostra no caso de pequenas doses (menores do que
0,5 g/d) ou 72h quando a dose ingerida for igual ou maior
do que 1,0g por dia.

AGRADECIMENTOS

Programa de Iniciacao Cientifica (PIBIC/CNPq) e
FUNPESQUISA-UFSC.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Brigden, M.L.; Edgell, D.; McPherson, M.; Leadbeater, A. & Hoag,G. High
incidence of significant urinary ascorbic acid concentrations in a West Coast po-
pulation - Implications for routine urinalysis. Clin. Chem., 38(3): 426-431, 1992,

2. Bridgen, M.L. Unorthodox therapy and your cancer patient. Postgrad. Med.,
81:271-280, 1987.

3. Britton, J.P.; Dowell, A.C. & Whelan, P. Dipstick haematuria and bladder can-
cer in men over 60: results of a community study. Br. Med. J., 299: 1010-1012,
1989.

4. Cameron, E.; Pauling, L. & Leibovitz, B. Ascorbic acid and cancer: A review.
Cancer Res., 39:663-675, 1979.

5. Daae, L.N.W. & Juell, A. Ascorbic acid and test strip reactions for haematuria.
Scand. J. Clin. Lab. Invest., 43: 267-269, 1983.

6. High, S.R.; Rowe, J.A. & Maksem, J.A. Macroscopic physicochemical testing
for screening urinalysis. Lab. Med., 19:174-176, 1988.

7. McCormick, D.B. & Greene, H.L. Vitamins (Ascorbic acid). In: Burtis, C.A. and
Ashwood, E.R. Tietz Textbook of Clinical Chemistry. 2th ed. W.B. Saunders Co.
Philadelphia, PA, USA, 1994, p. 1311-1316.

8. Messing, E.M.; Young, T.B.; Hunt, V.B.; Emoto, S.E. & Wehbie, J.M. The sig-
nificance of asymptomatic microhematuria in men 50 or more years old: finding of
a home screening study using urinary dipsticks. J. Urol., 137: 919-922, 1987.

9. Miller, S.M. Vitamins (Water-soluble vitamins). /n: Bishop, M.L.; Duben-Enge-
Ikirk, J.L. & Fody, E.P. Clinical Chemistry. Principles, Procedures, Correlations.
3rd ed. Lippincott Com. Philadelphia, PA, USA, 1996, p. 603-607.

10. Rodrigues, E.R.; Pedrazzi, A.H.P.; Franco, J.J. & Zanardo-Filho, A. Agao in-
terferente do acido ascorbico no doseamento da glicose sérica e urinaria e do
acido urico sérico, "in vitro". Rev. Bras. Anal. Clin., 29(4): 220-222, 1997.

11. Shaw, S.T.; Poon, S.Y. & Wong, E.T. Routine urinalysis: is the dipstick enough?
J. Am. Med. Assoc., 253: 1596-1600, 1985.

12. Simon, J.A.; Schreiber,G.B.; Crawford, P.B. & Frederick, M.M. Dietary vita-
min C and serum lipids in black and white girls. Epidemiology, 4: 537-541, 1993.

13. Smalley, D.L. & Bradley, M.E. New test for urinary glucose (BM 33071) evalua-
ted. Clin. Chem., 31: 90-92, 1985.

14. Subar, A.F. & Block, G. Use of vitamin and mineral supplements: Demographics
and amounts of nutrients consumed. The 1987 Healthy Interview Survey. Am. J.
Epidemiol. 132: 1091-1099, 1990.

15. Wenz, B. & Lampasso, J. A. Eliminating unnecessary urine microscopy. Am. J.
Clin. Pathol., 92: 78-91, 1989.

16. Zweig, M.H. & Jackson, A. Ascorbic acid interference in reagent-strip reactions
for assay of urinary glucose and hemoglobin. Clin. Chem. 32(4): 674-677, 1986.

Enderego para correspondéncia

Edson Luiz da Silva

Departamento de Analises Clinicas, CCS

Univ. Fed. de Santa Catarina, Campus Universitario

Trindade, Florianépolis — SC — 88040-970 « E-mail: edson@ccs.ufsc.br

RBAC, vol. 32(1), 2000



Antigeno prostatico especifico e descricao de

novos marcadores para o cancer de prostata

Prostate-specific antigen and new related
markers for prostate cancer

Rose Daher & Mona Beaini

RESUMO - Nao obstante o antigeno prostatico especifico (PSA), ou calicreina 3 humana, seja o mais valioso instru-
mento disponivel para o diagnéstico e a administracdo do cancer de prostata, da maneira como é atualmente utiliza-
do ele nao € sensivel ou especifico o suficiente para permitir o diagnéstico precoce ou o estadiamento da doenca.
Diversos conceitos novos vém sendo introduzidos com a finalidade de otimizar o uso clinico das dosagens do PSA,
mas todos apresentam suas desvantagens. As formas moleculares do PSA, especialmente o PSA livre, parece ser util
na deteccdo do cancer da prostata em concentragoes que vao de 4-10 pg/l. Novas técnicas moleculares, como a
reacdo em cadeia da polimerase transcriptase reversa para a detecgao de quantidades minimas do RNA mensageiro
do PSA e o antigeno prostatico membrana-especifico sdo promissores para o progndstico e possivelmente para o
estadiamento precoce do cancer prostatico. Por outro lado, a calicreina 2 humana, uma protease sérica estreitamente
relacionada ao PSA e que também é produzida predominantemente pela préstata, pode ser um novo marcador adju-
vante do cancer prostatico. Quanto as suas fungoes bioldgicas, o PSA ja ndo pode ser considerado uma molécula
especifica da préstata, associada principalmente a liquefacdao do sémen, tendo em vista seu possivel papel de
indicador prognostico no cdncer de mama feminina, A fungéao biologica do PSA em tecidos normais e em tumores
pode ser muito mais complexa do que se tem acreditado até o momento e exige investigacdes posteriores.

PALAVRAS-CHAVE - Antigeno prostatico especifico; Antigeno prostatico especifico livre; Antigeno prostatico mem-
brana-especifico; Reagao em cadeia polimerase transcriptase reversa; calicreina 2 humana.

SUMMARY - Although prostate-specific antigen (PSA), or human kallikrein 3, is the most valuable tool available
for the diagnosis and management of prostate cancer, as currently used it is insufficiently sensitive and specific for
early detection or staging of the malignancy. Many new concepts have been introduced in order to optimize the
clinical use of PSA measurements, but each one has its own drawbacks. The molecular forms of PSA, specially the
Iree PSA, seem lo be useful for the detection of prostate cancer in men with PSA concentrations falling in the 4-10ug/l
range. New molecular techniques, such as reverse transcriptase polymerase chain reaction for the detection of mini-
mal amounts of PSA messenger RNA and prostate-specific membrane antigen, offer new promise for the prognosis
and possibly staging of prostate cancer. On the other hand, human kallikrein 2, a serine protease closely related to
PSA that is also expressed predominantly in the prostate, may be a new adjuvant marker for prostate cancer. As for
its biological functions, PSA can no longer be regarded as a specific prostate molecule associated mainly with
semen liquefaction when it has a possible role as a prognostic indicator in female breast cancer. The biological role
of PSA in normal tissues and tumors may be much more complex than previously thought and requires further
investigation.

KEY WORDS - Prostate-specific antigen; Free prostate-specific antigen; Prostate-specific membrane antigen; Re-
verse transcriptase polymerase chain reaction; human kallikrein 2.

i

INTRODUCAO

os Estados Unidos, o cdncer prostatico é o mais
freqiiente de todos os tipos de cancer, o responséa-

vel pela segunda maior incidéncia de morte por cancer
e a quarta maior causa de todos os 6bitos masculinos’.
O antigeno prostatico especifico (PSA) é o marcador
tumoral mais valioso atualmente disponivel para diag-

nostico, prognostico e acompanhamento de pacientes
com cancer prostatico®. O PSA foi identificado no sé-
men pela primeira vez em 1966, por Hara et al.,e ca-
racterizado em 1978, por Sensabaugh®. E um glicopep-
tidio de cadeia simples de 28430 Da®, uma protease
sérica tipo calicreina®’, idéntica a calicreina 3 humana
(hK3)®. O potencial de diagnéstico das medicées do PSA
é limitado pelo aumento da concentragdo do PSA em

Recebido em 15/02/2000
Aprovado em 21/02/2000
Segao de Quimica Clinica, Departamento de Patologia e Medicina de Laboratdrio, American University of Beirut, Beirute, Libana

RBAC, vol. 32(1): 21-30, 2000

21



muitos pacientes com problemas benignos de prostata.
Em conseqiiéncia, diversas melhorias tém sido propos-
tas para aumentar a especificidade diagnoéstica nas
determinacoes do PSA sérico: a densidade do PSA, a
velocidade do PSA e os valores de referéncia especifi-
cos da idade®'’. A introdugao do PSA livre e razao do
PSA livre em relacao ao total (L/T), que diminui no can-
cer prostatico e aumenta na hiperplasia prostastica
benigna (BPH), foi outro acréscimo valioso a essas
melhorias'’. Nos anos recentes, a especificidade teci-
dual absoluta do PSA tem sido contestada, e sua fun-
cdo na liquefacdo do sémen néao é mais a Unica funcao
associada a esta molécula'®''. O presente artigo faz a
revisdo dos avancos mais recentes com relacdo a utili-
dade analitica e clinica dos testes de PSA, as novas
funcdes bioldgicas propostas para o PSA e os novos
indicadores de cdncer prostatico.

* Variacao no PSA

O PSA sérico é complexado com varios diferentes
inibidores extra-celulares da protease, tais como a
0,,-antiquimiotripsina (ACT), o inibidor de proteina C
(PCI), a o,,-macroglobulina (A2M) e a proteina da zona
gravidica. O ACT e a A2M sao hepatocito-derivados e
representam os principais inibidores de protease no
sangue (ocorrendo em concentragoes de 4 a 8 umol/l),
enquanto que o PCI e a proteina da zona gravidica es-
tao presentes em niveis muito inferiores'. Os niveis de
PSA no soro sdao normalmente da ordem de 10° vezes
menos que os niveis no ejaculado. Antes que o PSA
pudesse se complexar com o ACT no soro, seria de es-
perar que manifestasse atividade catalitica; no entan-
to, a pequena fracao livre no soro é desprovida de ati-
vidade catalitica. Atualmente, os testes imunologicos
para PSA dosam o PSA total, a soma do PSA livre com
o PSA complexado ao ACT. O PSA ligado ao A2M fica
oculto®.

A variacdo das concentracoes de PSA no soro pode-
riam ser devidas a vdarias causas: diferencas de idade,
sexo, raca e sazonais; procedimentos de diagnostico e
variabilidades analiticas e bioldgicas. Essas variacoes
sdo importantes para se considerar por ocasiao de mo-
nitoramento dos niveis séricos de PSA. As concen-
tracoes de PSA se alteram com a idade, aumentando
entre a quinta e sexta década de vida. Deste modo, para
o diagnéstico de cancer da prostata, os valores de refe-
réncia especificos da idade sao aplicaveis até os 60 anos.
Ap6s a sétima década, a correlacdo entre o PSA e a
idade é menos significativa'®. Também foram pesqui-
sadas as diferencas raciais no PSA. Em geral, os afro-
americanos apresentam valores mais elevados de PSA
do que os caucasianos'”'®. Foram observadas variagoes
sazonais nos niveis de PSA; constatou-se que ocorre
aumento na primavera'’. Estudos anteriores haviam
determinado que aumentos de 0,75ug/l por ano em
pacientes cujo PSA era medido a intervalos de 6 meses
durante até 5 anos melhorava o desempenho do diag-
nostico na deteccao de canceres quando o PSA inicial
era inferior a 4,0ug/L'®. No entanto, o grau de variabi-
lidade biolégica difere entre pacientes, de modo que
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um aumento entre dois niveis consecutivos de PSA
menor que 20 a 46% pode ser devido as variabilidades
analitica e biolégica'®. Ficou demonstrado que diver-
sos procedimentos diagnoésticos causam uma elevagao
nos niveis do PSA sérico. A bidpsia prostatica ou a ci-
rurgia podem produzir um aumento de 60 vezes acima
dos valores basicos. Inclusive a massagem prostdtica e
a ultrassonografia transretal (TRUS) podem até mes-
mo duplicar os valores do PSA no pré-tratamento. Cate-
teres colocados na uretra ndo resultam em qualquer
alteracao, clinica ou estatistica significativa nos niveis
de PSA?. Atualmente sabe-se que o exame de toque
retal (DRE) causa um aumento discreto no PSA total e
no percentual do PSA livre, devido a liberagao desta
tltima forma no soro, que parece ser eliminada mais
rapidamente do que o PSA complexado®'. A ejaculagdo,
o exercicio vigoroso e a manipulacdo prostatica nao
afetam significativamente as alteracées nos niveis sé-
ricos de PSA no dia-a-dia'® *. Por outro lado, Zisman
et al. encontraram um aumento significativo no PSA
sérico apos a ejaculacdo e recomendou que 0s pacien-
tes se abstenham de ejacular nas 24 horas anteriores a
coleta de amostra para dosagem de PSA*. Chegaram a
mesma conclusdao Herschman ef al. que relataram que
o PSA continua aumentado de 6 a 24 horas apos a
ejaculagao™.

Devido a natureza da interacao entre o A2M e o
PSA, concentragoes elevadas de A2M podem masca-
rar concentracoes aumentadas de PSA e, por conse-
guinte, provocar leituras falsamente baixas de concen-
tracoes de PSA. Honda et al. constataram significativa
correlagao negativa in vivo entre concentragoes de PSA
e A2M em individuos em fase aguda de doenca. Esta
correlacao sugere a possibilidade de que pacientes com
elevadas concentracoes séricas de A2M podem apre-
sentar resultados falsamente baixos de concentragoes
de PSA®,

¢ Manuseio de amostras

E muito importante o manuseio de amostras na me-
dicao de PSA livre. Woodrum et al. pesquisaram a es-
tabilidade do PSA livre em amostras de soro coletadas
e armazenadas em condigbes diversas™. Eles demons-
traram a ocorréncia de perda de 1% de PSA livre por
hora quando o soro achava-se em contato com o coa-
gulo. As perdas eram de até 3% de PSA livre por dia de
armazenagem a 4 °C ou 23 °C. Cerca de 0,9% do PSA
livre era perdido por més de armazenagem a -20 °C em
comparacao com cerca de 0,4% por més de armazena-
gem a -70 °C. O PSA total parecia estavel. Os autores
sugerem que a rotina de preparacao do soro e seu ar-
mazenamento sob refrigeracao durante até 24 horas é
aceitavel para a medicao do PSA livre e total. No en-
tanto, eles advertem que as amostras destinadas a re-
tencao por mais de 24 horas devem ser mantidas con-
geladas, de preferéncia a -70 °C. Esses resultados fo-
ram confirmados também por Piironen et al. que cons-
tataram que o uso de amostras de plasma aumenta a
estabilidade do PSA livre”’, Ornstein et al. avaliaram a
variacao do PSA total, livre a razao do percentual livre
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em individuos com idades iguais ou superiores a 50
anos através do calculo de coeficientes de variacao de
trés medicoes de PSA em amostras de sangue retira-
das de cada individuo a intervalos de duas semanas *.
Foi calculada uma variacdo média de aproximadamente
15% em medicoes do PSA total, livre e a razao do per-
centual livre.

* Proporcao do PSA Livre em relacao ao
Total (L/T)

A utilidade da determinacao do PSA total na detec-
¢do precoce do cancer € limitada porquanto muitos tu-
mores nao sao detectados em um cut-off de 4ug/l. Da
mesma forma, 25% de todos os homens com BPH apre-
sentam PSA sérico acima de 4ug/1". A faixa critica do
PSA para a deteccao precoce do cdncer prostatico € de
4,1-9,9ug/1, de vez que voluntarios do sexo masculino,
saudaveis, com PSA de 4ug/l ou menos somente sao
diagnosticados pelo DRE e homens com PSA de 10ug/1
ou mais devem ser biopsiados porque 53% deles terao
cancer®®., H4 muito tempo se sabe que os ensaios de
PSA comercialmente disponiveis nao resultam em va-
lores corretos e reprodutiveis de PSA***. Entre os fato-
res que contribuem para esse problema incluem-se: a
especificidade de anticorpos anti-PSA relativos a dife-
rentes isoformas, a isoforma de PSA utilizada na pre-
paracédo do anticorpo anti-PSA, a composicao do cali-
brador, os valores PSA atribuidos ao calibrador e o
modelo do ensaio. Por conseqiiéncia, uma demanda
maior foi direcionada para testes para PSA com sensi-
bilidade extra, de maior precisdo e exatidao, até mes-
mo para a faixa normal de concentragao do PSA®', Por
conseguinte, a padronizacao e a garantia da qualidade
das medicoes do PSA tornaram-se objeto da atencao
de diversas organizacoes®. A capacidade de medir o
PSA em suas diferentes formas moleculares séricas, que
se demonstrou fornecer informagées clinicamente tteis
para a diferenciacao entre pacientes masculinos com
BPH e pacientes com carcinoma prostatico, foi muito
significativa'®¥%, Através da selecdo cuidadosa de
anticorpos monoclonais apds 0 mapeamento do epito-
po [epitope], tem sido possivel desenvolver ensaios
imunoldgicos com poténcia igual para PSA e PSA-ACT
1035 Tradicionalmente, o PSA livre purificado do plas-
ma seminal era utilizado como um calibrador em di-
versos testes imunoldgicos. Recentemente, a purifica-
¢do do PSA-ACT permitiu a elaboragao de um calibra-
dor com 90% de PSA-ACT e 10% de PSA livre, desse
modo assemelhando-se o mais préoximo possivel as iso-
formas fisiolégicas®™. Esse calibrador é recomendado
como material de referéncia para padronizagao inter-
nacional dos ensaios imunolégicos do PSA¥%, Quan-
do esse calibrador foi utilizado em nove ensaios co-
merciais, para substituir calibradores dos fabrican-
tes, ele reduziu substancialmente as diferencas entre
esses ensaios, especialmente na faixa de 4-10pg/1*.

Mitrunen et al. criaram um ensaio imunofluorome-
trico de dupla marcacéo para a medicdo simultanea do
PSA livre e total, e a partir destas a razao L/T no soro é
calculada diretamente'®. Nesse ensaio, uma fase soli-
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da de anticorpo monoclonal captura as formas livre e
complexada do PSA em um modo equimolar. Um anti-
corpo monoclonal fluorescente marcado detecta somen-
te o PSA livre, e um segundo anticorpo monoclonal
marcado diferente fornece a deteccao equimolar tanto
do PSA livre quanto do PSA-ACT. Métodos anteriores
determinavam a proporcao de PSA-ACT para o PSA
total®*; no entanto a razao L/T do PSA é um indicador
mais sensivel para a deteccdo do cancer prostatico®.
Nao esté esclarecida a causa de existir uma maior pro-
porcao de PSA complexado com o ACT no cancer pros-
tdtico do que em relacdo ao BPH. Contudo, ja foi de-
monstrado que as células de tumores produzem
ambos, 0 ACT e 0 PSA, na maioria dos canceres prosta-
ticos, proporcionando condicoes ideais para a forma-
cao de complexos de PSA-ACT que entdo entram na
circulacao geral. Em contraste, nao ha producdo de ACT
no epitélio grandular produtor de PSA nas areas de
BPH, e assim as condicbes sao menos ideais para a
formacao de complexos, o que por sua vez facilita a
entrada de uma forma livre de PSA sem atividade pro-
tedsica na circulagao geral'*. Diversos outros ensaios
automatizados para a medicdo do PSA livre foram de-
senvolvidos por diferentes fabricantes**’, Quando di-
versos métodos foram comparados, chegou-se a con-
clusao de que a razdo L/T pode ser 1til no diagnéstico
diferencial de vérias condigdes prostaticas, porém, de-
vido a variacao substancial na medicao do PSA total, a
zona cinzenta de diagnodstico do PSA total tera de ser
avaliada em cada ensaio’"*°. Ao mesmo tempo, a razao
L/T demonstrou-se vantajosa na discriminagdao entre
cancer e BPH mesmo em nivel baixo de 1,8ug/1".
Numa comparacao em varios centros do desempe-
nho do PSA livre em 1081 pacientes masculinos com
valores de PSA total entre 2,5 e 20pg/1, todos com diag-
noéstico histolégico de BPH ou cancer prostatico, foi
comprovado que os valores da razao L/T do PSA abai-
xo de 7% s@o muito suspeitos de cancer, enquanto que
valores acima de 25% sugerem a auséncia de maligni-
dade. Embora a idade e/ou o volume prostatico tenham
influéncia sobre o nivel de PSA livre no soro, eles nao
influenciam os cut-off de 7% e 25%*®. Entretanto, Oes-
terling et al. demonstraram que apesar das concentra-
¢oes no soro das diferentes formas moleculares de PSA
aumentarem com a idade, a proporcao L/T é consisten-
te no grupo etario total*. Em outro estudo, a alteragao
no percentual de PSA livre foi determinada durante
até 15 anos antes do diagnéstico de BPH ou cancer
prostatico num grupo de homens que foram acompa-
nhados durante muitos anos no Baltimore Longitudi-
nal Study of Aging. Os niveis de PSA livre e total foram
medidos em amostras de soro congeladas de 26 ho-
mens sem histéricos de doencas da prostata, 29 homens
com diagnostico histoloégico de BPH e 23 homens com
cancer. Foi encontrada uma diferenca estatisticamente
significativa na razdo L/T do PSA entre homens sem
cédncer e pacientes com cancer prostatico com até 8 anos
de antecedéncia ao diagnostico clinico. Entre os trés
indicadores: PSA total, PSA livre e razao L/T do PSA,
este Ultimo, a razdo L/T do PSA, foi o marcador de soro
que mais precocemente previu um diagndstico subse-
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qiiente de cancer prostatico, reduzindo desse modo o
numero de resultados falso-positivos entre homens sem
cancer prostatico®. Num estudo prospectivo, Morgan
et al. investigaram se o PSA livre poderia melhorar a
especificidade do PSA e servir como um orientador cli-
nico para evitar biopsias prostaticas repetidas em pa-
cientes com elevagdes no PSA, DRE normal e bidpsias
anteriores negativas’’. A medicdo do percentual livre
do PSA aumenta muito a capacidade de diferenciar
entre BPH e cancer nos pacientes com elevado PSA
total (acima de 4,0pg/l), DRE normal e duas prévias
bidpsias sextantes negativas. Além do que, um baixo
percentual de PSA livre (abaixo de 10%) parece ser um
forte previsor de cancer prostatico nesses pacientes,
mesmo apos duas biopsias negativas.

Conquanto muitos estudos que avaliam os ensaios
de PSA livre estao de acordo em que a razdo L/T do
PSA apresenta desempenho significativamente melhor
do que o PSA total isoladamente®, a escolha ideal de
um cut-off para o percentual de PSA livre deveria de-
pender da opc¢ao do médico entre maximizar a sensibi-
lidade ou a especificidade do ensaio™.

¢ Triagem

A fim de melhorar a taxa de deteccao precoce do
cancer prostatico, tanto a Sociedade do Cancer Ame-
ricana, assim como, a Associacdo Uroldgica America-
na recomendam que as determinacoes anuais do PSA
combinadas com o DRE devem ser adotadas para ho-
mens com 50 anos ou mais de idade®'® **, Foi relatado
que apos a triagem do cancer prostatico ter sido inici-
ada em 1988, a incidéncia desse cdncer aumentou
substancialmente, atingindo o pico em 1992, segun-
do dados do Utah Cancer Registry®*. A taxa de inci-
déncia voltou ao nivel basico de 1988 ou dela se apro-
ximou nos anos seguintes. Nao obstante, alguns me-
dicos norte-americanos ainda hesitam em adotar o
teste de PSA para triagens em massa, de vez que ain-
da néo esta comprovada a sua eficacia na reducao da
mortalidade e morbidade do cancer prostatico® ¢, Por
outro lado, a triagem em massa ou individual através
da dosagem sérica do PSA ndo é recomendada pelo
Comité de Oncologia da Associacao Francesa de Uro-
logia”. Quanto ao emprego da razdo L/T do PSA em
triagens, Bangma et al. fizeram o acompanhamento
de uma populacdo nao selecionada de 1726 homens
nos quais foram realizados o DRE, a TRUS e a medi-
cdo do PSA total e a razdo L/T do PSA*®. Os autores
constataram que a razao L/T do PSA nao melhorou
significativamente a especificidade para deteccao do
cancer prostatico, e que a combinacao da dosagem de
PSA total e o DRE continua sendo o padrdo para essa
finalidade. Reissigl et al. investigaram o uso da pro-
porcao L/T do PSA no soro para aumentar a capacida-
de de uma triagem baseada no PSA e/ou o programa
para a deteccao precoce do cancer prostatico e tam-
bém os cut-off apropriados para serem usados nesse
ensaio’. Esse estudo retrospectivo em 266 homens
revelou que, para o PSA entre 2,5-10,0ug/1, usando-
se o cut-off de 22% para a razao L/T do PSA, podia-se
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obter uma sensibilidade de 98%, evitando-se simulta-
neamente 30% de bidpsias desnecessarias. Medicdes
do percentual de PSA livre no soro melhoram a espe-
cificidade na triagem do cancer prostatico em homens
selecionados com elevados niveis de PSA total no soro;
todavia, os cut-off ideais da razdo L/T e a faixa do PSA
para sua aplicacdo, ainda devem ser estabelecidos
posteriormente®,

* O PSA apos prostatectomia radical

O emprego da prostatectomia radical no tratamen-
to do cancer prostético localizado aumentou com o ad-
vento da triagem pelo PSA®"®2, Um aumento nos ni-
veis do PSA sérico apos a prostatectomia radical € um
indicador sensivel da persisténcia da doenca apods a
cirurgia, e precede as manifestagdes clinicas de pro-
gresso da doenc¢a®®. A progressao da doenga é defi-
nida como a evidéncia clinica de recorréncia local ou
dis-tante e/ou da elevacao isolada no nivel do PSA
em duas medigbes consecutivas®. Um nivel nao de-
tectado de PSA, menor que 0,5ug/1°®*% para alguns en-
saios con-vencionais de PSA, ou menor do que 0,2ug/1
para outros®, é usado como um padrdo ouro para decla-
rar como livres do tumor os individuos submetidos a pros-
tatectomia radical®. Numa série de 1.623 homens com
um acompanhamento de dez anos apos prostatecto-
mia anatémica retropibica em casos de doenca clini-
camente localizada, a deteccao do PSA foi a inica evi-
déncia de recorréncia em 18% dos pacientes. Pacien-
tes com niveis pré-operatérios de 10,1-20,0ug/1 apre-
sentaram uma taxa significativamente mais baixa de
recorréncia do que pacientes com niveis pré-operati-
vos de PSA superiores a 20ug/1%. Pruthi et al. investi-
garam o tempo de duplicacdo e a recorréncia do PSA,
em pacientes nos quais nao tiveram éxito na prosta-
tectomia radical®. Em 80 pacientes o valor médio da
duplicacao foi de 284 dias e o tempo medio para a
recorréncia foi de 648 dias. Enquanto que o tempo de
duplicacao do PSA parece representar a agressivida-
de do cancer prostatico original, o tempo de recorrén-
cia reflete a extensdo da doenca residual pos-opera-
toria®™.

Em geral, desde a introducao dos ensaios de PSA,
os pacientes submetidos a prostatectomia radical tém
revelado uma tendéncia a apresentar cdncer prostati-
co em estagio inferior, confinado ao 6rgao por ocasiao
da avaliacdo inicial e o tumor € mais freqiientemente
nao-dipléide’”. Contudo, os ensaios de PSA diferem na
sua capacidade de detectar niveis baixos de PSA apés
a prostatectomia radical’’. Os clinicos responsaveis por
pacientes com cancer prostatico tém necessidade de
conhecer quais os valores de PSA no soro masculino
que sinalizam a presenca de células produtoras de PSA
a fim de que pacientes com doenca residual ap6s pros-
tatectomia radical possam ser identificados o mais cedo
possivel para inicio de uma terapia de socorro® ’, Pes-
quisadores tém tentado melhorar os limites para a de-
teccao do PSA em testes, justificando que a recorrén-
cia do cancer sera detectada mais cedo se métodos mais
sensiveis forem utilizados na monitorizacdo dos pa-
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cientes”. Um teste de PSA ultra sensivel é caracteriza-
da pelo seu limite de detecgao mais baixa (LDB), o qual,
por definicao, é a menor quantidade de analito capaz
de ser detectada por um valor de confianca predeter-
minado, em geral de 95% ou 99%. Contudo, sao muitos
os fatores que contribuem para a variagdo no LDB, por
isso nao ¢ surpreendente que diferentes pesquisado-
res relatem diferentes valores de LDB, inclusive para o
mesmo teste comercial. Enquanto que o LDB ajuda a
definir o limite analitico mais baixo na faixa capaz de
ser relatada, ele nao deve ser usado como fundamento
para decisdes clinicas’. Os pontos de cut-off, clinica-
mente uteis, sdo em geral 2,4 vezes mais elevados do
que o LDB”. Vessella et al. lancaram a expressao "limi-
te de deteccao biologico " tomando o LBD como valor
base e adicionando-lhe a precisao inter-ensaios (2 des-
vios padrao (DP)) que é derivada pela determinacao
de concentragoes de baixo nivel do soro de PSA proxi-
mas ao LDB’, Klee et al. usaram o conceito "sensibili-
dade funcional", que avalia a precisdo dos ensaios de
soro humano através da determinacao da menor con-
centracao numa série de pools de soro que atinge um
coeficiente de variacao (CV) interensaios de 20%’°. Sta-
mey et al. introduziram ainda um outro termo, "limite
de detecgao de cancer residual” (LDCR), em que esta
implicito que o PSA medido nos soros de pacientes
submetidos a tratamento de cancer prostatico é o PSA
efetivo, e ndo o "ruido" decorrente do ensaio’®”’, Neste
caso, a concentracao média do PSA de + 3 DP em so-
ros coletados durante cinco anos ou mais de homens
reconhecidamente curados através de prostatectomia
radical constitui o verdadeiro controle do teste para os
pacientes; qualquer valor acima do controle tem 99%
de probabilidade de ndo corresponder a um paciente
curado, i.e. existe um PSA verdadeiro nos soros dos
pacientes. Empregando este método, os autores deter-
minaram o LDCR para o Tosoh AIA Tosoh Medics, Fos-
ter City, California, EUA e o Corning-Nichols (San Juan
Capistrano, California, EUA) ensaio de quimiolumines-
céncia de 0,07ug/l e 0,05ug/1, respectivamente”. Yu el
al. avaliaram o valor clinico apés prostatectomia radi-
cal para um ensaio de PSA ultra sensivel com um LDB
de 0,001ug/1". Foi comprovado que os aumentos no PSA
pos-operatorio de 0,001 a 0,1ug/l apos prostatectomia
radical estdao associados a caracteristicas clinico-pato-
logicas de um mau progndstico. Os ensaios de PSA nor-
malmente disponiveis apresentam LDB maior que
0,05ug/1, o que limita sua capacidade para identificar o
cancer prostatico recorrente e fornecer subsidios para
um progndstico nos primeiros anos apés a cirurgia’®. O
ensaio Immulite de PSA, com uma sensibilidade me-
nor que 0,002ug/l e um limiar decisério clinicamente
util de 0,01ug/l, proporciona informacao util que em
elevado grau prediz atividade cancerosa em pacientes
dentro do prazo de 2 anos apos prostatectomia radi-
cal”. Embora a utiliza¢do de ensaios ultrasensiveis pro-
porcione um avanco, ndo ha comprovacao de que este
ganho seja necessariamente favoravel ao paciente®.
Atualmente, a premissa adotada ¢ de que os tumores
recorrentes muito pequenos sdo mais sensiveis a qui-
mioterapia ou radioterapia do que os tumores maiores.
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Considerando que ainda nao foram documentadas te-
rapias efetivas para a recorréncia do cancer prostatico,
nao se pode ainda aproveitar todo o potencial ofereci-
dos pelos testes ultrasensiveis de PSA™. Assim, os atu-
ais testes ultrasensiveis de PSA devem ser emprega-
dos com cautela. Recomenda-se ainda que as medi-
coes de PSA sejam monitoradas serialmente e compa-
radas com os valores anteriores de PSA do mesmo pa-
ciente, a fim de detectar o mais cedo possivel a recor-
réncia de cancer prostdtico apés prostatectomia radi-
cal”™,

* Novas tecnologias

O PSA geralmente fornece poucas informacoes so-
bre a agressividade do cancer ou para progndstico do
paciente. Novos testes em desenvolvimento, capazes
de detectar células de tumor prostético que tendo dei-
xado a prostata circulam na corrente sangiiinea do
paciente ou estao implantadas em outros tecidos, po-
dem auxiliar o médico a decidir se um tratamento mais
agressivo se justifica e seria capaz de ajudar a deter-
minar o estdgio da doenca. Um desses testes utiliza a
reacao em cadeia da polimerase transcriptase reversa
(RT-PCR) para a detecgdo de quantidades minimas
de PSA RNAm"'. Os pacientes com células produto-
ras de PSA no sangue antes da cirurgia, apresentam
pior prognéstico, bem como elevado indice de recor-
réncia, de acordo com alguns estudos®™. Muitas mo-
dificagées foram introduzidas no ensaio de RT-PCR
para aumentar a sua especificidade e sensibilidade.
Galvan et al. desenvolveram um ensaio quantitativo
de RT-PCR para monitorar o PSA RNAm, no qual in-
corporaram digoxigenina-dUTP em seqiiéncias am-
plificadas™. Esse ensaio foi previsto ser 1til na pes-
quisa da disseminacao do cancer. Corey et al. pesqui-
saram a capacidade de melhorar a deteccao de micro-
metastases de cancer de préstata pelo aumento da
deteccao de células produtoras de PSA em circula-
cao™. Entre as alteracées que foram introduzidas es-
tavam o uso de primers PCR mais longos, um ciclo de
amplificacao de dois estagios e um PCR hot-start. Es-
sas alteragoes reduziram o limite de deteccao para uma
celula de cédncer prostatico (linha celular LNCaP) em
108 células monocelulares em amostras de sangue
periférico e medula 6ssea. Um conjunto de controles
internos e externos foram incorporados no protocolo
para melhorar a confiabilidade do teste. O PCR nes-
ted é uma outra modalidade que contribuiu para au-
mentar a sensibilidade de deteccao de células produ-
toras de PSA*. Em comparacao com a técnica usada
por Corey et al.**, Zhang et al. foram capazes de de-
tectar uma célula LNCaP diluida em 106 células mo-
nonucleares® empregando o ensaio Nested RT-PCR.
Contudo, com a maior sensibilidade analitica do RT-
PCR do RNAm do PSA, reduziu-se a especificidade do
ensaio na detecgdo de células prostaticas no sangue®.
Adicionalmente, a manipulacao da prostata durante a
biopsia orientada por ultrassonografia transretal ou a
resseccao transuretral podem provocar um sinal RT-
PCR PSA positivo, devido a liberacao de células pros-
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tatica na circulagdo periférica. A resseccao transure-
tral causa maior disseminacdo do que a biopsia orien-
tada por ultrassonografia transretal®.

Durante a avaliacao do significado clinico dos re-
sultados RT-PCR, foi constatado que é fraca a sensibi-
lidade do RT-PCR na deteccdo de adenocarcinomas
confirmados por biépsia®™. Também ndao se constatou
existir vantagem significativa na previsao pré-opera-
cional do estagio patolégico®, de vez que nao ha qual-
quer relagdo entre os estagios T1-T2 e a presenca de
células PSA-positivas em circulagao™ . Isto foi con-
firmado pelos resultados de PCR-RT Nested que nao
revelaram diferenca estatisticamente significativa en-
tre os resultados de PCR-PSA e pardmetros clinicos
histopatolégicos™. Por outro lado, Ennis et al. relata-
ram que 25% do estagio inicial das células prostaticas
circulantes foram detectadas pelo PCR-RT, que no fu-
turo podera ser utilizado como previsor da progressao
patolégica em doencas clinicamente confinadas ao 6r-
gao”™. Entretanto, o PCR pode ser usado para prever a
sobrevivéncia em pacientes com carcinoma prostatico
metastatico androgeno-independente, o qual & supe-
rior a uma tunica determinacao de PSA™. Células de
cancer prostatico tém sido pesquisadas em tecidos di-
ferentes do sangue, como os nodulos linfaticos e aspi-
rados de medula 6ssea. Em nédulos linfaticos pelvi-
cos, a producao de um marcador especifico da prostata
com doenca localizada indica metastase® e isso pode
desempenhar algum papel no tratamento de pacientes
com cancer prostatico®. Quanto a medula 6ssea, foi
relatado que a presenca de células de cancer prostati-
co em pacientes com doenca 6ssea evidente indica
micrometdstase. Isto significa que o PCR poderia se
desenvolver num importante instrumento para a ava-
liacao do envolvimento da medula 6ssea. Numa tenta-
tiva de estabelecer uma correlacao entre a concentra-
cdo de PSA no soro e doengas 6sseas metastdaticas em
pacientes com cancer prostatico, Deguchi et al. assina-
laram que 87.5 % (14 em 16) dos pacientes com PSA
de 25ug/1 ou mais apresentavam doencas 0sseas me-
tastaticas, contrastando com 10,5 % (2 em 19) dos paci-
entes com PSA inferior a 25 pg/1”’. Wood et al. relata-
ram que a presenca de células prostaticas circulando
na medula dssea de pacientes submetidos a prostatec-
tomia radical prevé o tempo de sobrevivéncia livre da
doenca®™. No entanto, o PCR-RT apresenta limitagoes
na deteccdo de células micrometastaticas na medula
6ssea. As limitaces sdo: a transcrigao ilegitima de cé-
lulas associadas a tumor ou a genes especificos de epi-
télio em células hematopoiéticas, e a expressao
deficiente do gene marcador em células tumorais mi-
crometastaticas®.

O antigeno prostatico especifico de membrana
(PSMA), uma glicoproteina transmembraniforme in-
tegral (100000 Da) altamente especifica do epitelio pros-
tatico, foi recentemente avaliada como um novo mar-
cador do cancer prostatico. O PSMA mostrou melhor
correlacao com o estdgio do tumor primério, e o PSMA
elevado correlacionou-se com um mau prognoéstico e
especialmente com a doenga metastatica'”. Os pesqui-
sadores usaram a técnica de Western Blot para anali-

sar o PSMA no soro. No entanto, outros anticorpos fo-
ram descritos e tém sido utilizados no desenvolvimen-
to de um novo ensaio que auxiliara na avaliacdo clini-
ca do PSMA. O PCR também estd sendo usado para
PSMA, onde detecta células tumorais no sangue peri-
férico'”’ e poderia ser um marcador valioso na detec-
cao da disseminacdo de tumores hematogénicos mi-
crometastaticos'™. Esta técnica poderia eventualmen-
te auxiliar na avaliacao da eficécia da terapia neoadju-
vante em doencas sistémicas'”. Estudos longitudinais
para correlacionar células prostaticas em circulacao
com a incidéncia futura de cancer poderiam levar de
sete a dez anos para terminar. Esses estudos poderiam
beneficiar pacientes com doencas localizadas. Os pes-
quisadores estao tentando isolar essas células produ-
toras de PSA ou PSMA a fim de verificar se sao real-
mente cancerosas™, Comprovou-se que a eficiéncia da
PCR-RT na deteccao de células prostaticas circulantes
na base do RNAm do PSMA é maior do que a baseada
na RNAm do PSA®“, Por conseguinte, um ensaio RT
PCR mais aperfeicoado poderia mostrar um promissor
marcador do PSMA-RNAm. Adicionalmente, a anélise
do novo marcador em noédulos linfaticos pélvicos de
pacientes portadores de cancer prostatico localizado de
alto risco pode indicar a presenca de células metastati-
cas de tumor. Ferrari et al. empregaram o RT-PCR Nes-
ted com esta finalidade e identificaram células tumo-
rais em nodulos linfaticos de 27 entre 33 pacientes com
céncer, enquanto o exame patologico pode identificar
apenas quatro”. Entre 29 desses 33 pacientes sem com-
provacao patologica do envolvimento de nodulos lin-
faticos, 23 destes foram positivos pelos RT-PCR. A pro-
ducao de PSMA foi detectada com freqiiéncia maior
do que o PSA. Essas células podem ser responsaveis
pelo elevado indice de falha sistémica vista nesses pa-
cientes. Zhang et al. relataram que 100% de pacientes
com metastase 0ssea resultaram positivos nos ensaios
combinados PSA/PSMA (64% pelo PSA e 91% pelo
PSMA), e 29% dos pacientes com doenga localizada
resultaram positivos com qualquer dos dois marcado-
res (13% pelo PSA e 23% pelo PSMA)®. Ao mesmo tem-
po, pacientes de controle foram negativos com qual-
quer dos dois marcadores. Embora o ensaio combina-
do seja mais sensivel, o ensaio PSMA parece ser mais
sensivel do que o PSA isoladamente. Adicionalmente,
a positividade do PCR-RT para PSA ou PSMA, que
aumenta com o adiantamento do estagio do cancer pros-
tatico, pode ter valor no estadiamento dos pacientes
presumidamente terem doenca localizada™.

* Outro marcador do cancer prostatico

Além do PSA (calicreina 3 glandular humana (hK3)),
a calicreina 2 humana (hK2) estd sendo pesquisada
como novo marcador do cancer prostatico. O gene para
o hK2 é 80% homdlogo aos genes do PSA e do RNAm,
ambos encontrados no epitélio prostatico'”. A simila-
ridade também é verificada no nivel estrutural'’®, onde
a maioria dos aminoacidos estdo centralizados nas par-
tes que envolvem o local ativo'”. A calicreina hK2 é
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produzida como um pré-horménio (phK2) e converti-
da em horménio hK2 extracelularmente'®'”, poden-
do entdo ser secretada pela prostata. A calicreina hK2
também é produzida pela linha celular LNCaP do car-
cinoma prostatico'”, e pela linha celular do cdncer
mamario, T47-D'"'. A calicreina hK2 e o PSA estao
ambos sob controle androgénico'"?. Foi identificada uma
proteina nuclear comum que combina corrente dos ele-
mentos androgénio-reativos (AREs) na regido promo-
tora do PSA e hK2. Apds a ligacao, o complexo intera-
ge entdo com o androgénio receptor (AR) e pode parti-
cipar na regulacdo dos dois acima mencionados genes
androgénio-reativos''®. Foi demonstrado que a cali-
creina hK2 tem atividade semelhante a tripsina e tam-
bém pode formar complexos moleculares com muitos
dos principais inibidores de proteinase no soro''*. De-
perthes et al. foram os primeiros a descrever o hK2 PCI
regulado'”. Recentemente, demonstrou-se o hK2 em
plasma seminal humano liqiiefeito em associacdo com
o PCI, como um 75-kDa complexo. A calicreina hK2,
em sua forma livre foi recuperada imediatamente apos
a complexdo, e a sua combinacao com o PCI comple-
tou-se em 10 minutos. A hK2 livre foi capaz de hidroli-
zar semenogelinas e fibronectina in vitro. Os sitios de
clivagem ficavam na carboxila lateral dos residuos argi-
ninila. As principais proteinas seminais vesiculares,
semenogelinas, foram hidrolizadas de maneira seme-
lhante (na mesma extensdo e com concentracao catali-
tica semelhante) tanto pelo hK2 como pelo PSA. Con-
tudo, a fibronectina % uma proteina tipo da superficie
celular, extracelular, fibrosa e adesiva''®'" foi hidroli-
zada mais eficientemente pelo hK2 do que pelo PSA',
Adicionalmente, foi demonstrado que uma preparacao
purificada da hK2 possui atividade similar a plasmina
devido a conversdo da uroquinase de cadeia simples
(ScuPA) em uma enzima ativa com eficiéncia equiva-
lente a 1/50 da plasmina. O PSA, por outro lado, nao
demonstrou essa atividade''.

A calicreina hK2 tem sido encontrada na circulagao
sangiinea de pacientes em diferentes proporcoes rela-
tivas comparadas ao PSA, e potencialmente pode ser
usada como um novo marcador adjuvante do cancer
prostatico. Foi demonstrado em um estudo que 4%
de tumores hK3-negativos apresentavam hK2 detecta-
vel'”!, Empregando a PCR-RT, Kawakami et al. relata-
ram diferencgas caracteristicas entre a hK2 e células de
tumor expressoras de hK3 RNAm. A resposta dos pa-
ciente a uma terapia anti-androgénica e a producao de
hK2 RNAm foram correlacionadas reciprocamente, con-
trastando com a de hK3 RNAm'#. Diferentes estudos
concluiram que os resultados combinantes de RT-PCR
para PSA-RNAm e hK2m-RNA aumentarao a sensibi-
lidade na detecgao de células de céncer prostatico no
sangue periférico e medula dssea'**'*, uma vez que a
deteccao da hK2m-RNA serd valiosa na triagem de
pacientes portadores de células de cancer prostatico
mas que nao produzem PSA.

* Funcoes bioldgicas

No fluido seminal, o PSA estd envolvido diretamen-
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te na liquefacdo do codagulo seminal que se forma na
ejaculacao através da clivagem de uma proteina vesi-
cular seminal. O PSA tem atividade enzimatica tipo
quimotripsina e tipo tripsina'**. Durante algum tempo
pensou-se que o PSA era produzido exclusivamente
pelas células epiteliais que revestem o dcinos e os duc-
tos da glandula prostatica®. Contudo, posteriormente
ele foi encontrado em tecido mamario normal, benig-
no e maligno, assim como em secre¢des mamarias como
o leite, fluido menstrual pele, endométrio normal, e em
tumores de pulmao, célon, ovario, figado, rins, glandu-
las supra-renais e glandulas salivares'”. Enquanto que
a concentracao de PSA no plasma seminal é de 1 mi-
lhéo pg/l, nos fluidos mamarios poderia chegar até 5.000
ug/l no fluido aspirado do mamilo e 300ug/1 no leite de
mulheres lactantes'*". Embora atualmente se desconhe-
ca o papel fisiologico do PSA na mama feminina, ele €
associado a pacientes de idades mais jovens, estagio
inicial da doenca e a presenca de receptor de progeste-
rona, mas nao de estrogénio'”’. Tem sido detectado em
30-40% dos tumores de seio, com menor freqliéncia em
outros tumores'**'**, O PCR-RT de PSA em nddulos lin-
faticos de mulheres com cancer da mama poderia de-
tectar micrometdstase em pacientes nédulo negati-
vos'*. Em tecidos mamarios sem patologia, o PSA existe
principalmente complexado a ACT. As lesoes, malig-
nas ou benignas, produzem o PSA principalmente na
forma livre, contrastando com o cancer prostatico pro-
dutor de PSA"™'**, Diversos estudos também tém im-
plicado que a producao de PSA é regulada por recep-
tores de hormoénio esterdides (progesterona, androgé-
nio, glucocorticéide, mineral-corticéide, mas nao o es-
trogénio) 1,

No fluido amniético, o aumento do PSA é acompa-
nhado por um aumento semelhante no soro de mulhe-
res gravidas (o soro do PSA é mais baixo por um fator
de 20-40).0 PSA aumenta com a idade da gestacdao
entre 11-12 semanas, com o aumento maximo ocorren-
do entre 13-14 semanas. Este aumento nada tem a ver
com a idade da mae, sexo do feto ou abstinéncia de
relacdes sexuais pela mae. Contudo, depois de 15 se-
manas de gestagao os fetos com trissomia do 21 ou do
18, anencefalia ou desordens renais foram associados
a baixo PSA no fluido amniético™.

O PSA também pode clivar a proteina-3 ligado ao
fator de crescimento tipo insulina que libera o fator de
crescimento I (IGF-I) tipo insulina, biologicamente ati-
vo, e desta maneira pode ter um efeito mitogénico'”’,
Devido a sua homologia ao fator-u de crescimento do
nervo, a proteina de ligacdao do fator de crescimento
epidermal, e ao fator-o de crescimento do nervo, o PSA
pode estar envolvido na regulacao do crescimento dos
tecidos mamarios e outros'**. Recentemente, foi obser-
vado um outro papel para o PSA, na protedlise da pro-
teina relacionado ao homem da paratiréide (PTHrP)'™",
Embora muito tecidos possam produzir PSA, as quan-
tidades produzidas sdo muito inferiores as produzidas
por células prostaticas. Além disso, ainda esta para ser
esclarecido o papel biolégico do PSA em tecidos nor-
mais e tumores .
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CONCLUSAO

Entre os diversos conceitos introduzidos para melho-
rar a especificidade dos resultados do PSA, ficou demons-
trado que a razdo L/T-PSA apresenta um melhor indice
na deteccdo do cancer prostatico e na diminui¢do do
numero de bidpsias desnecessarias. O papel das técni-
cas moleculares para o PSA e o PSMA-RNAm no cancer
prostéatico esta sendo avaliado. Até agora, os resultados
indicam que o PSA-RNAm seria um marcador com sen-
sibilidade menor que o PSMA RNAm. A positividade do
PCR-RT poderia ser utilizada no futuro para acompa-
nhamento clinico do estadiamento de pacientes com
doenca localizada devido a deteccao da disseminacao
microhematogénica de células cancerosas. [sso propor-
cionard mais informacdes sobre o seu prognostico geral
e sobrevivéncia. No entanto, o uso de métodos quanti-
tativos em lugar dos métodos qualitativos atualmente
em uso poderia melhorar o desempenho dessas técni-
cas. Estudos recentes pesquisando a calicreina hK2 ele-
gem esta proteina como um novo marcador do cancer
prostético. A esta altura, parece que a combinacao das
medic¢oes do PSA e do hk2 ou do PSA e PSMA aumenta
a sensibilidade na detec¢ao do cancer prostatico. O im-
pacto final da combinagao dos testes de ensaios antigos
com 0s novos no tratamento de pacientes com cancer
prostatico exige pesquisa ininterrupta.
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Analise dos hemogramas de ratos submetidos

a acéo da peconha de Bothrops jararaca

Hemograms analysis from rats submitted to Bothrops jararaca venom

Pires’, M. G. S.; Moresco?, R. N.; Manetti®, L. C.;
Spiliari®, L. P.; Munhoz?®, T. P. & Oliveira®, J. B.

RESUMO - As serpentes do género Bothrops sdao responsaveis pela maioria dos acidentes ofidicos ocorridos no
Brasil. Os pacientes picados pela Bothrops jararaca normalmente apresentam sérios danos teciduais e hemorragias
severas. A analise do hemograma, em especial neste caso, é importante para avaliar se estao ocorrendo alteragoes
hematoldgicas nas vitimas desses acidentes. O objetivo deste estudo foi verificar se doses sub-letais da peconha de
Bothrops jararaca causam alteragoes nos hemogramas. As andlises das células sangiiineas dos 45 ratos utilizados
neste estudo foram realizadas no Laboratério de Hematologia Clinica da Faculdade de Farméacia da PUCRS. Os
valores de eritrocitos, hemoglobina, neutréfilos totais, linfocitos e basoéfilos, comparados ao grupo controle, nao
apresentaram diferencas significativas. Entretanto, foi encontrado uma diminuicao significativa do hematécrito e
um aumento significativo da concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM). Além disso, todos os gru-
pos apresentaram uma diminuicdo do volume corpuscular médio (VCM). Também foi observada uma leucocitose
com aumento de neutréfilos bastonados e mondcitos, além de uma diminuicao do niimero de eosindéfilos em alguns
grupos. Esses dados sugerem que o veneno da jararaca possa ter desencadeado uma resposta inflamatéria acompa-
nhada de um quadro subclinico de hemdlise intravascular, causando, por sua vez, alteracdes hematoldgicas impor-
tantes.

UNITERMOS - Bothrops jararaca, hemograma, inflamacao.

\

SUMMARY - Bothrops snakes are responsible for most of the ophidic accidents occured in Brazil. Patients bitten by
Bothrops jararaca usually present tissue damages and severe hemorrhages. Hemograms analysis is important to
evaluate the hematological disorders that happen in the victims of these accidents. The objective of this study was to
verify if nonlethals doses of Bothrops jararaca venom cause alterations in the hemograms. Blood cells analysis of 45
rats used in this study were accomplished at the Laboratory of Clinical Hematology at PUCRS. Red blood cells,
hemoglobin, total neutrophils, lymphocyles and basophils, compared to control group, didn't show significant diffe-
rences. However, was found a significant decrease of the hematocrit and a significant increase of the mean cell
hemoglobin concentration (MCHM). Besides, all groups showed a decrease of the mean cell volume (MCV). Increase
of leukocytes was also observed with increase of bands and monocytes, besides a decrease of eosinophils, in some
groups. These results suggest that Bothrops jararaca venom might unchain an inflammatory process followed by
development of subclinical intravascular hemolysis, causing important hematologic alterations.

KEY WORDS - Bothrops jararaca, hemogram, inflammation.
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INTRODUCAO

As serpentes do género Bothrops sdo consideradas
extremamente perigosas, sendo responsaveis pela
maioria dos acidentes ofidicos ocorridos no Brasil. Se-
gundo o Programa Nacional de Ofidismo do Ministé-
rio da Saude, dos 70.600 acidentes causados por ser-
pentes, no periodo de junho de 1986 a dezembro de

1989, 64,78% deles foram atribuidos a este género’. A
espécie Bothrops jararaca pertence a este género e é
conhecida popularmente por jararaca ou jararaca-do-
mato. A peconha botrépica apresenta trés atividades
fisiopatolégicas basicas: proteolitica (ou necrosante),
coagulante e hemorragica (ou vasculotoxica), desen-
cadeando coagulopatias e outras desordens hematolo-
gicas importantes'. A acdo hemorrdgica dessa peco-
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nha ¢ atribuida a componentes especificos denomina-
dos hemorraginas. Os pacientes picados pela jararaca
normalmente apresentam um quadro hemorragico
acompanhado de um processo inflamatério local. E im-
portante lembrar também que os acidentes ofidicos
contribuem para o estabelecimento da insuficiéncia
renal aguda (IRA)*, Admite-se que a formacédo de mi-
crotrombos pelas a¢oes coagulantes e vasculotoxicas é
capaz de provocar isquemia renal por obstrucdo da mi-
crocirculacao®***"", Devido a grande variedade de al-
teracoes provocadas por esta peconha, este estudo tem
o objetivo de verificar se doses sub-letais da peconha
de Bothrops jararaca sao capazes de causar alteracoes
nos hemogramas dos ratos.

MATERIAL E METODOS

Foram realizados ensaios toxicologicos agudos, via
intraperitonial, em ratos Wistar, machos, adultos, utili-
zando um "pool" de venenos de serpentes da espécie
Bothrops jararaca, todas procedentes da regidao serra-
na do estado do Rio Grande do Sul. O veneno foi di-
luido em solugdo fisiologica antes de ser administrado
aos animais. As doses testadas foram: 0,12 (Grupo 1,
n=>5), 0,18 (Grupo 2, n=5), 0,27 (Grupo 3, n=5), 0,40
(Grupo 4, n=35), 0,60 (Grupo 5, n=3) e 0,90 (Grupo 6,
n=>5) mg/kg. Além desses, foi efetuado um grupo con-
trole (Grupo 0, n=15), que recebeu somente solucao
fisiologica. Apos 12 horas da administracao, os ratos
foram anestesiados com éter etilico e o sangue foi cole-
tado por puncao retro-ocular, sendo colocado em tubos
contendo anticoagulante EDTA. As contagens totais
de eritrocitos e leucdcitos, além da determinacao do

VCM (volume corpuscular médio) e CHCM (concen-
tracdo de hemoglobina corpuscular média) foram obti-
das utilizando o contador de células Coulter CBC5, e a
contagem diferencial de leucdcitos bem como a anali-
se da morfologia celular foi realizada através da confi-
guracdo de ldminas de esfregacos sangiiineos corados
pelo método de May-Grunwald-Giemsa'® e posterior
observagdo em microscopio éptico Olympus. Os resul-
tados deste estudo foram analisados estatisticamente
por Anova, utilizando um intervalo de confianca de 95%
(p<0,05).

RESULTADOS

Os valores encontrados de eritrécitos, hemoglobi-
na, neutrdfilos totais, linfécitos e basoéfilos nao apre-
sentaram diferencas significativas, quando compara-
dos ao grupo controle. Entretanto, foi encontrado uma
diminuicao significativa do hematocrito, nos grupos 1,
2 e 3 (Fig.1) e do volume corpuscular médio (VCM) em
todos os grupos (Fig.2), além de um aumento signifi-
cativo da concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), nos grupos 1, 2, 3 e 5 (Fig. 3). Também
foi observada uma leucocitose nos grupos 5 e 6 (Fig. 4)
com o aumento dos valores percentuais de neutréfilos
bastonados nos grupos 1, 2, 3, 5 e 6 (Fig. 5) e monoci-
tos nos grupos 1, 2 e 4 (Fig. 6). Foi verificada uma di-
minuicao significativa dos valores percentuais de eo-
sinofilos nos grupos 3, 4 e 6 (Fig. 7).

DISCUSSAO

A diminuicdo do hematocrito e conseqiiente altera-
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cdo de outros indices hematimétricos relacionados a
ele sugere que a peconha botrépica possa ter desen-
volvido um quadro subclinico de hemolise intravascu-
lar, provavelmente decorrente da sua atividade hemo-
litica". A diminuigao do hematécrito, com o conseqiien-
te aumento da CHCM pode ser encontrado em situa-
¢oes onde existe hemoglobina livre plasmaética como,
por exemplo, nos quadros de hemolise intravascular®!’,
Esta hemolise, por sua vez, quando ocorrida em deter-
minadas situagoes, pode contribuir decisivamente para
o desenvolvimento de coagulacdo intravascular disse-
minada'?. J4& o aumento do nimero de leucécitos, in-
cluindo neutrdéfilos bastonados e mondcitos, observa-
do em alguns grupos, sugere que a peconha possa ter
desencadeado um processo inflamatério. A inflamacéao
¢é apenas uma das formas como o organismo responde
ao danos teciduais, agentes fisicos ou organismos es-
tranhos. As respostas inflamatérias e hemodindamicas
ocorrem simultaneamente, porque ambas tém a finali-
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dade de controlar o dano provocado a regido compro-
metida ou lesada’. Além disso, também é possivel ob-
servar uma leucocitose nos quadros de crises hemoliti-
cas com hemolise rapida®. A eosinopenia, conforme en-
contrada em nossos estudos, ocorre em estados infla-
matoérios agudos em conseqiiéncia de uma répida di-
minuicao dos eosindfilos circulantes que, por sua vez,
migram para os locais da inflamacgéao®. Este achado tam-
bém foi encontrado por Barraviera ef. al. que, ao inves-
tigar os hemogramas de alguns pacientes picados por
serpentes do mesmo género, apds algumas horas, tam-
bém encontraram uma diminuigao significativa de eo-
sinofilos®.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, é pos-
sivel concluir que as doses sub-letais da peconha de
Bothrops jararaca, administradas via intraperitoneal,
em ratos, causaram alteracoes hematoldgicas impor-
tantes, caracterizando a instalacdo de um quadro he-
molitico acompanhado de um processo inflamatério.
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Utilizacao do sistema automatizado

BacT/Alert® para o cultivo de fluidos biologicos

nao sanguineos’

Use of BacT/Alert® System for culturing biological fluids other than blood

Carlos Henrique Pesséa de Menezes e Silva'

RESUMO - O sistema BacT/Alert” (Organon-Teknika) é um sistema automatizado para a detecgdo de microrganis-
mos presentes no sangue. Neste estudo, o referido sistema foi avaliado quanto a possibilidade de sua utilizagao para
o cultivo de fluidos biolégicos nao sanguineos, comparando-se com cultivos tradicionais. Ambos procedimentos
mostraram resultados equivalentes quanto ao isolamento de microrganismos, porém o tempo de detecgao foi sensi-
velmente menor no sistema BacT/Alert®, variando de 6 a 34 horas. Na metodologia tradicional, o tempo de deteccao
de positividade variou de 24 a 72 horas. Os resultados obtidos demonstram que o sistema automatizado BacT/Alert”
pode também ser utilizado para a detecgao de microrganismos em outros fluidos biolégicos que nao o sangue, com
importante reducdo no tempo de detecgao da positividade.

PALAVRAS-CHAVE - Sistema BacT/Alert®; fluidos biolégicos; métodos automatizados.

SUMMARY - The BacT/Alert® System (Organon-Teknika) is an automated method for detection of microrganisms in
blood. In this study, this system was evaluated for culturing biological fluids other than blood, compared with traditio-
nal culture method. Both procedures produced equivalent results for isolating microrganisms. However, the time for
detection of positivity was different (6 to 34 hours with BacT/Alert* System and 24 to 72 hours with conventional

method). The results confirm the importance of using BacT/Alert* System with biological fluids other than blood.

KEY WORDS - BacT/Alert” System; biological fluids; automated methods.

2t

INTRODUCAO

surgimento de novos patégenos cria dificuldades

diagnosticas adicionais e maior demora na libe-
racdo dos resultados. A diminuicdao da mortalidade por
infecgdes sanguineas e em outros fluidos biolégicos
pode estar, atualmente, na dependéncia do desenvol-
vimento tecnolégico associado ao diagnéstico precoce
destas patologias. A rapidez e a precisao da metodolo-
gia utilizada sdao fundamentais para o ajuste da tera-
péutica empirica.

O sistema BacT/Alert” (Organon-Teknika) é um sis-
tema automatizado inicialmente proposto para a de-
teccdo de microrganismos presentes no sangue. Neste
estudo, o referido sistema foi avaliado quanto a possi-
bilidade de sua utilizacao para o cultivo de fluidos bio-
légicos nao sanguineos, comparando-se com cultivos
tradicionais.

O objetivo principal foi determinar se o sistema
BacT/Alert® permite maior deteccao de microrganismos
nos fluidos biologicos estudados em comparacao com
a metodologia tradicional.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no periodo com-
preendido entre julho/1998 e junho/1999 e avaliado pelo
setor de microbiologia do Marcos Daniel Laboratério
(Vitoria/ES), utilizando o equipamento para hemocul-
turas BacT/Alert® 120 (Organon/Teknika), instalado na
unidade localizada no Hospital Santa Monica (Vila
Velha/ES).

O aparelho tem seu principio de teste baseado na
deteccdo colorimétrica da producdo de CO? pelos mi-
crorganismos. O equipamento é bastante agil devido a
sua alta sensibilidade. O gabinete de incubacao (estu-

Recebido em 25/11/99
Aprovado em 30/11/98
*Trabalho realizado no setor de Microbiologia do Marcos Daniel Laboratério
Rua Fortunato Ramos, 123 - Santa Lcia - Vitéria/ES - 29055-290 - Tel.: xx.27.200.3737/
'Farmacéutico-Bioguimico-Microbiologista - Marcos Daniel Laboratério - Vitoria/ES
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fa), com capacidade para monitorar até 120 frascos si-
multaneamente, agita continuamente as amostras, fa-
zendo uma leitura com raio laser a cada 10 minutos e
transmitindo-a ao computador que, através de um soft-
ware, avalia as leituras e elabora graficos de cresci-
mento do germe, além de gerenciar dados do paciente
e liberar estatisticas epidemiologicas.

Os frascos de cultura utilizados neste trabalho fo-
ram: anaerobico adulto standard e aerdbico adulto con-
tendo FAN® (Fator Neutralizador de Antibidticos). Os
frascos possuem meios de cultura liquidos de compo-
sicao definida, permitindo o 6timo desenvolvimento dos
patdégenos.

« Amostras clinicas estudadas

LEGUIOF «psonnsmnsnnnussssanessinsensipsss s amaass samm i oasess 92
LEiniid o/ Plelitd} sunammmmmanamansmmmam 61
LiGaid o ASCIHEE wvevsissuimsensmmnsigoes 34
Liguiido Petitonial cossamsmmsmsmssssi 29
Liquido Pericardico’ uimsuminssmssimsmssasnes 18
TOTAL s assinssiamsssiniamsmsaasnssses 234

¢ Coleta dos espécimes e inoculacao nos

frascos

Todos os testes foram realizados com base em solicita-
coes médicas. A desinfeccdo das tampas dos frascos foi
realizada com etanol 70%.

Todas as amostras foram inoculadas, em volumes
iguais (dependendo da quantidade recebida para anali-
se) nos dois tipos de frascos.

Todas as amostras foram também inoculadas em
meios de cultura sélidos (dgar chocolate, agar Mac-
Conkey), incubados a 37°C por 48 horas em microaerofi-
lia e anaerobiose.

e Incubacao dos frascos

Imediatamente apos as coletas, todos os frascos ae-
robicos foram aerados e incubados no aparelho; os fras-
cos anaerdbicos obrigatoriamente nao sofriam aeracao.
O protocolo adotado era a incubacao a 35-37°C por até
7 dias. Nos casos de suspeita cli-
nica de fungemia, os frascos
eram preservados no aparelho
por mais 14 dias.

Apoés a deteccao de positivi-

ringas de insulina. Estes volumes retirados dos fras-
cos foram entdo utilizados para a preparacao de esfre-
gacos, os quais corados pelo método de Gram, nos in-
dicaram em que meios deveriamos semear (ndo sele-
tivos e/ou seletivos). Os meios para subcultivo de roti-
na dos frascos positivos foram: 4gar sangue (ou cho-
colate) e &gar seletivo para bastonetes Gram-negati-
vos (dgar EMB seq. Levine ou 4gar MacConkey), in-
cubados a 35-37°C em microaerofilia (placas de agar
sangue ou chocolate), aerobiose (placas de agares se-
letivos para bastonetes Gram-negativos) e em anaero-
biose (utilizando-se o sistema Anaerobac®-Probac), sen-
do que as incubagdes anaerdbicas so eram relizadas nas
amostras que apresentavam crescimento somente nos
frascos anaerobicos.

Neste estudo, somente as amostras consideradas
positivas pelo equipamento foram subcultivadas em
meios sdlidos. Nao foram feitos repiques das amostras
consideradas negativas pelo aparelho apos o periodo
de 7 dias de incubagao.

Posteriormente, as identificacdes e os antibiogra-
mas foram realizados no equipamento MicroScan
Auto-SCAN 4% (Dade-Behring).

e Culturas falso-positivas

Foram consideradas falso-positivas aquelas onde
houve a indicacdo de positividade do frasco pelo equi-
pamento mas que na leitura do esfregaco corado pelo
método de Gram e nos subcultivos nao foram observa-
dos microrganismos. -

TABELA 1
Positividade dos frascos utilizados

Tipo de frasco N¢ de frascos positivos

Aerdbio adulto com FAN 27
Anaerdbio adulto standard 29

TABELA 2

Comparacao entre os tempos de deteccéo de positividade

segundo as duas metodologias

dade de um ou mais frascos, os Tempo médio (em horas) para a deteccéo de positividade
4 Microrganismos isolados :
mesmos eram encaminhados Sistema BacT/Alert® Placas de gar
para prosseguimento das anali-
ses. Foi considerada "cultura po- Staphylococcus aureus 14,7 24,0
sitiva" aquela onde houve cres- Staphylococcus coagulase (-) 16,3 24,0
cimento de um ou mais micror-
ganismos em um ou mais frascos. ESrBopOe P 1451 e
Streptococcus pneumoniae 204 48,0

* Processamento das
amostras positivas Outros Streptococcus 18,6 24,0

As tampas eram inicialmente Enterobactérias 6,5 24,0
desinfetadas com uma solugdo de )
¥ o o ( 50% v /V). Apés Bastonetes Gram-negativos nao fermentadores 9,8 48,0
secarem, era aspirada uma pe- Leveduras 16,8 24,0
quena quantldé.lde da ]_’qu'ndo (0.5 Anaerobios 34,2 72,0
a 1,5 mL), por intermedio de se-
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RESULTADOS

Durante o periodo estudado, 468 frascos foram co-
letados e processados. Cada par foi considerado como
representando uma unica amostra clinica. Houve de-
teccao de positividade em 12,4% das amostras anali-
sadas tanto pelo sistema automatizado BacT/Alert®
quanto pela metodologia classica (manual).

Duas amostras (6,9%) foram positivas apenas nos
frascos anaerdbicos.

e Culturas falso-positivas

Das 29 amostras consideradas positivas pelo equi-
pamento, 4 (13,8%) foram consideradas falso-positivas,
pois nao houve observacao de microrganismos tanto
no esfregaco corado pelo método de Gram quanto nos
subcultivos.

As quatro amostras falso-positivas foram detecta-
das nos frascos aerdbicos com FAN®,

¢ Comparacao com os cultivos em meios

solidos

Em todas as amostras foram feitas culturas dos es-
pécimes clinicos em meios sélidos, de acordo com a
metodologia tradicional de inoculacao e estriamento
em placas de agar.

Todos os microrganismos que se desenvolveram
quando utilizados os frascos do sistema BacT/Alert” tam-
bém foram isolados nos meios solidos, havendo portan-
to, uma correlagao de 100% entre o cultivo segundo a
metodologia classica (manual) e a metodologia auto-
matizada proposta por este estudo.

As duas metodologias diferiram, no entanto, no tem-
po gasto para a deteccdo de positividade das amostras.

Nao foram isolados fungos filamentosos nos fluidos
biolégicos analisados durante o periodo estudado.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que o sistema
automatizado BacT/Alert” pode também ser utilizado
para a detec¢ao de microorganismos em outros fluidos
bioldgicos que nao o sangue, com importante reducao
no tempo de detecc¢do da positividade.

Outros estudos devem ser conduzidos com o intuito
de testar um niimero maior de espécimes clinicos utili-
zando esta nova alternativa, na tentativa de padroni-
zacdo dos tipos de frascos a serem utilizados e dos tem-
pos minimos e médios para cada amostra.
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ERRATA
O artigo Toxoplasmose - etiologia, avaliagao laboratorial e profilaxia, publicado na RBAC, vol. 31 (2), 1999, na
pagina 75, teve as legendas dos quadros A e B invertidas, sendo reproduzidas abaixo corretamente.

Flate ==

QUADRO A
Perfis sorolégicos no curso da infeccao toxoplasmica, segundo Camargo, M. E. - 1989
L Reagoes sorologicas | Twhewm
Perfil sorologico Imunofluorescéncia Fixagdo do | Hemaglutinagio . §
Anti 1gG Anti lght complemenio I indireta Periodo de infecgéio . Duragédo
Maior que s . . : Inicial (toxoplasmose
| 1:4.096" Positiva Maior que 1:80 Menor que 1:1.024 aguda) Poucas semanas
I ‘Maior que 1:4.096! Negativa Maior que 1:80 Maior que 1:1.024 De transicao | Semanas ou meses
Menor que 1:80 De infeccao pregressa y
] Até 1:4.096 Negativa (freqlientemente Até 1:1.024 (freqiientemente Perr?:fr; e;nt:oapos
negativa) normais) ¢

(") Eventualmente titulos inferiores ou mesmo negativos, nos primeiros dias de infeccao.

QUADRO B
Perfis sorolégicos no curso da infec¢do toxoplasmica, sequndo Camargo, M. E., modificado por Ribeiro, C.A.V.

Reacodes sorologicas

_ Infecgéo

Perfil sorologico Imunofluorescéncia Hemaglutinacdo . »
109G igM Aglutinacao diret_a Widiata Periodo Duragéo
| Variavel Positiva Variavel Menor que 1:2.028 e} (Et{%ﬁc;gl?smose Semanas até meses
] ‘Maior que 1:2.048)  Negativa Maior que 1:2.048 | Varavel \ De transigéo Meses ou anos
De infecgao pregressa Permanente apés
1 Até 1:2.048 Negativa Até 1:2,048 Até 1:2.048 (freglientemente 2

; infecgao
normais) e
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Excrecao de oligossacarideos em individuos
com Doenca de Gaucher tipo 1

Oligosaccharide excretion in subjects with Gaucher Disease type 1

Dénis Reis de Assis', Ana Paula Costa Beheregaray, Ricardo Flores Pires’,
Cristiano Silveira da Silva®, Kristiane Michelin®, Roberto Giugliani’ & Janice Carneiro Coelho®

RESUMO - Foi avaliada a excrecao urinaria de oligossacarideos em pacientes portadores da doenca de Gaucher tipo
1 (DG1) comparando-a com aquela de individuos normais com o objetivo de se estabelecer um método de identifica-
cdo para estes pacientes. Amostras de urina foram dessalificadas por cromatografia de gel-filtracao e aplicadas em
placas de cromatografia de camada delgada (CCD) para a identificacao dos oligossacarideos através de suas bandas
correspondentes. Foi observado que a excrecdo de oligossacarideos na urina, representada por 5 bandas que foram
visualizadas apos borrifar a placa com uma solucdo composta por 0,25% de orcinol em acido sulfurico 20%, foram
identificadas somente nos pacientes com DG1 mas nao nos individuos normais. O método foi considerado suficiente-
mente sensivel para identificar os individuos com o distirbio, além disso a CCD é uma técnica 1til para a detecgdo
da DG, considerando ser um teste feito na urina e com custos relativamente baixos. O problema do método parece
ser 0 tempo necessario para a preparacao das amostras.

PALAVRAS-CHAVE - [-glicosidase, doenca de Gaucher, glicocerebrosideo, oligossacarideos

SUMMARY - There was valuated the urinary oligosaccharide excretion in patients with Gaucher disease Type 1
(GD1) comparing it with that from normal individuals, with the purpose to stablish an identification method for these
patients. Urine specimens were desalted by gelfiltration chromatografy and applied on silicagel thin layer chromato-
grafy (TLC) to identify the oligosaccharides through their correspondent bands. That was observed the urinary oligo-
saccharide excretion, standed for 5 bands that were visualysed after spraying the layer with a 0,25% orcinol solution in
20% sulfuric acid, were identifyed only in the patients with GD1 but not in the normal individuals. Therefore the method
was considered enough sensitive to identify these individuals, moreover the TLC is a useful technique for the GD1
detection, seeing that it is a urinary test and their costs are relatively low. The problem of the method seems be the
necessary time in the sample preparation.

KEY WORDS - 3-glicosidase, Gaucher disease, glucocerebrosidase, oligosaccharides
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INTRODUCAO

hillip Charles Gaucher descreveu em 1882 pela

primeira vez a doenca de Gaucher e suas células
caracteristicas em um paciente com esplenomegalia'.
Em 1905, Brill denominou-as de "doenca de Gaucher"
e "células de Gaucher", respectivamente’. Trata-se de
uma doenca autossoémica recessiva causada basicamen-
te pela diminuicao da atividade da enzima glicocere-
brosidase (B-glicosidase acida) resultando no acumulo
de seu substrato, um esfingolipideo derivado da cera-
mida denominado de glicocerebrosideo®, que se acu-

mula predominantemente no sistema monécito-macro-
fagico, originando a célula de Gaucher, cujo citoplas-
ma tem aparéncia de papel de seda dobrado, resultan-
te da deposicao de glicolipideos’.

Atribui-se as células de Gaucher todas as manifes-
tacoes ndo-neuroldgicas da doenca®, que é uma desor-
dem multissistémica caracterizada por problemas he-
matoldgicos, organomegalia, doenca esquelética e, oca-
sionalmente, por envolvimento pulmonar’. A doenca
de Gaucher tipo 1 (DG1) é a variante nao-neuronopa-
tica” e constitui mais de 99% dos casos”.

O sintoma mais comum da doenca € a esplenome-

Recebido em 23/09/99
Aprovado em 18/10/99
* Trabalho realizado no Departamento de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e no Departamento de Bioguimica da UFRGS
'Farmacéutico, bolsista do Servigo de Genética Médica do HCPA
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galia com ou sem hepatomegalia’ geralmente acom-
panhadas por anormalidades hematolégicas como ane-
mia e trombocitopenia, causando hemorragias®.

Em biopsia de medula 6ssea pode-se detectar a pre-
senca de células de Gaucher mas, devido a sua baixa
especificidade, ndo deve ser o método de escolha para
o diagnoéstico da doenca”®’. O diagnéstico definitivo
da-se pela medida da atividade da enzima p-glicosida-
se acida em fibroblastos da pele e/ou leucocitos do san-
gue periférico'” cujo valor é equivalente a cerca de
10% da atividade normal da enzima®. Este método, em-
bora eficaz, é relativamente caro sendo que sua aplica-
¢ao é viavel em individuos com suspeita clinica de apre-
sentarem DG1. Além disso, muitas vezes o pesquisa-
dor nao dispoe de amostras de sangue (ou ndo conse-
gue isolar os leucdécitos) e tem como inica amostra dis-
ponivel a urina, razao pela qual um método de avalia-
¢ao mais apurado neste material € particularmente de-
sejavel.

Renkema et al® relataram o aumento da quitotriosi-
dase, uma enzima que contém dacido sialico ligado em
sua cadeia, nos macrofagos de portadores da doenca
de Gaucher e De Jong et al’ descreveram um método
cromatografico com o qual tornou-se possivel a identi-
ficacdo de um aumento da excrecao de oligossacaride-
os na urina destes pacientes.

No presente trabalho propomos que a avaliagdo da
excrecdo urindria de oligossacaridios por cromatogra-
fia em camada delgada de urina pré-tratada pode ser
util para a identificacdo de pacientes com DG1. Utili-
zamos para isto o método de De Jong et al’ adaptado,
de maneira que estas amostras possam ser avaliadas
preliminarmente pelo mesmo método cromatografico
usualmente utilizado para a triagem de esfingolipido-
ses em laboratorios de diagnostico de erros inatos do
metabolismo.

MATERIAIS E METODOS

A resina Bio-Gel P-2 foi adquirida da Bio-Rad La-
boratories (C.A., USA). A placa de silicagel de n® 5553
provém da Merck (Darmstadt, Germany) bem como os
demais reagentes.

Cinco individuos com DG1, confirmada pelo ensaio
da B-glicosidase, acompanhados no Servico de Gené-
tica Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
que encontram-se, no momento, aguardando tratamen-
to com reposicdo enzimaética e dois individuos sadios
participaram deste trabalho. Destes foi colhida uma
amostra ocasional de urina.

* Preparacao das amostras

Foi aplicado 1mL da urina em colunas de 17 mL
montadas com resina Bio-Gel P-2 e constantemente
lavadas com agua bidestilada. Por este procedimento
foram obtidas 14 fracées de 1mL das amostras dessali-
ficadas e livres de monossacarideos a partir de cada
amostra. As fracdes de numero 4 a 9 foram reunidas’,
os 6mL resultantes foram liofilizados por um aparelho
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concentrador Savant Speed Vac Plus SC 210 A (New
York, USA) e o p6 resultante foi ressolubilizado em 1mL
de agua destilada.

* Cromatografia em camada delgada

As quantidades de amostras que foram aplicadas,
em ul/cm, em placas de silica-gel (10 x 10 cm) com
suporte de aluminio foram equivalentes a 20.000/crea-
tinina em mg/L da amostra original de urina. O solven-
te utilizado constituiu-se de n-butanol, acido acético e
4agua, na proporcao de 2:1:1 (v/v/v), respectivamente.
Apds submeter a placa de silicagel com as amostras
aplicadas a duas corridas no solvente, a mesma foi seca
em ar quente e depois foi revelada borrifando-se uma
solucao reveladora para oligossacarideos, composta por
0,25% de orcinol em acido sulftrico 20%. Apos, a placa
foi aquecida em estufa a 100 °C por 15 minutos para o
aparecimento das bandas. Este procedimento baseou-
se naquele proposto por Sewell em 1979".

RESULTADOS

Foi detectado na urina de todos os portadores de
DG1 testados, um aumento na excrecao de oligossaca-
rideos, representados por bandas localizadas proximas
do ponto de aplicagao das amostras na placa, o que
nao ocorreu na urina dos controles normais testados (Fi-
gura I). Cinco bandas foram observadas abaixo da lac-
tose, representada na coluna 1 pela banda inferior. Des-
tes, pelo menos 3 nao sdo visiveis na urina dos indivi-
duos normais.

FIGURA |
Cromatografia de oligossacaridios na urina

= = PR i s

1 - urina de individuo normal, a qual foi adicionado lactose;
2, 3,5, 6 e 7 - urina de individuos com Doenga de Gaucher tipo 1;
4 - urina de individuo normal
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DISCUSSAO

O meétodo de cromatografia de oligossacarideos
empregado para este trabalho, fol aquele utilizado na
rotina do Servico de Genética Médica do HCPA na
deteccao de esfingolipidoses, com algumas alteracoes.
Com o objetivo de ndo alterar a rotina do Servico, re-
solvemos utilizar o mesmo método cromatografico in-
troduzindo somente a preparacao , ou seja, a dessalifi-
cacao e retirada dos monossacarideos da urina. O mé-
todo cromatografico proposto por De Jong et al’ parece
ser mais especifico, pois detectou, segundo estes pes-
quisadores, 8 bandas abaixo da lactose na urina dos
individuos com DG1 e destas, 4 nao sao identificadas
na urina dos individuos sadios. Nosso método baseado
em Sewell'’ detectou somente 5 bandas, mas estas fo-
ram suficientes para identificar estes individuos e dis-
tingiii-los dos normais.

Pelo fato destas bandas cromatograficas aumenta-
das localizarem-se préximas ao ponto de aplicacao das
amostras, as mesmas provavelmente representam oli-
gossacarideos de peso molecular mais alto. O apareci-
mento dessas moleculas na urina dos pacientes anali-
sados pode estar relacionado ao aumento da concen-
tracao do glicocerebrosideo nos macréfagos e mondoci-
tos destes pacientes, que pode estar ocasionando uma
diminuicao da disponibilidade do substrato das enzi-
mas que catabolizam estas grandes moléculas de oli-
gossacarideos, que, ndao sendo convenientemente que-
bradas, passariam a ser excretadas inteiras na urina.

Apesar do ntimero reduzido de pacientes testados,
entendemos que um grande passo foi dado em busca
de um teste mais simples e mais barato do que a dosa-
gem da enzima glicocerebrosidase, e que, apesar de
ser menos eficaz do que a mesma e de nao fornecer o
diagnéstico definitivo para a DG1, poderia ser utiliza-
do como teste de triagem em urina. Assim, os pacien-
tes cujos resultados da cromatografia em urina fossem
alterados seriam encaminhados para a analise enzima-

tica. Caso o método se mostre eficaz para uma amostra
maior de pacientes, ainda nos resta o desafio de otimi-
zar a técnica no sentido de torna-la mais rdpida na eta-
pa de preparacao das amostras para que seja viavel o
seu uso como teste de rotina para a DG1.
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RETROSPECTIVA

NO NOVO
milénio
o término deste
século,
comemorando seus
32 anos de existéncia,
a Revista Brasileira
de Andlises Clinicas
reproduz seu primeiro
editorial, com os principios
que fundamentam
sua linha editorial.
O “emblema” da Sociedade
Brasileira de Analises
Clinicas era apresentado,
caracteristica hoje
indissocidvel em toda a
divulgagdo feita pela
entidade.
O contertido resumido do

editorial do vol. 1, n° I,
Jjan/abr, 1969, relembra os

assuntos que marcaram essa

edi¢do da Revista Brasileira
de Andlises Clinicas -
RBAC.
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EDITORIAL

A Revista Brasileira de Analises Clinicas, érgao oficial da
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC), aparece num
momento bastante oportuno, com o objetivo primordial de
cumprir finalidades culturais e cientificas. E, também, seu
objetivo, unir todos os profissionais que militam no campo das
analises clinicas. Com isto, se espera conseguir, um fortale-
cido pensamento dirigido para a consecucao dos ideais comuns.

Nela, serdo divulgados trabalhos originais, métodos de
andlises, netas prévias, resumos de trabalhos especializados,
noticias de interésse geral, além de uma secdo dedicada as
consultas técnicas.

E sabido que atualmente aqueles profissionais estdo so-
bremaneira atarefados e aturdidos, ante a vertiginosa ava-
lanche de novas técnicas, oriundas de todas as partes do mun-
do. Dai, decorre a dificuldade que os analistas tém em se
inteirar com o que de mais moderno surge nos diferentes se-
tores das analises clinicas.

Mister se faz ressaltar a necessidade de intensiva coope-
racdo de cada um, para vitalizar ainda mais a publicacdo
déste periddico quadrimestral.

Ao apresentar saudacoes aos colegas, leitores e anuncian-
tes, agradecemos antecipadamente a generosa acolhida e a
valiosa colaboracdo que por certo serdo dispensadas por todos.

Q

O NOSSO “EMBLEMA”

O emblema utilizado pela Sociedade Brasileira de Ana-
lises Clinicas é um logotipo, onde em uma s6 peca reunem-
se duas letras e um microscopio estilizado; entrevendo-se a
letra A e C, o circulo do campo microscopico e o canhéo do
aparelho com a inclinacao adequada.

Este logotipo foi elaborado gentilmente por Beta Empre-
endimentos e Promocoes Ltda., instalada na rua Caiubi, 265,
tel. 62-5417 — Sao Paulo.

* Reacao imunolégica com latex no diagnéstico da gravidez — microtécnica
Edgard Pinto Vallada/SBAC-SP & José A. de Nunes Mello/Fac. Med. de Sorocaba.

Os autores revelam a eficiéncia do uso do ‘Pregnosticon Planotest” num grupo de mulheres gravidas que
demonstrou ter reagdo positiva e especificidade merecedora de confianga. Na execucdo da microtécnica ensaiada,
0 uso de alcas calibradas além de reproduzir a positividade em todos os casos, proporcionou consideravel economia
de reagentes.

* Kit de fosfatase acida / inst. Mérieux, Franga
E apresentada uma modificagao do método King Armstrong com a utilizagéo do kit nas dosagens das fosfatases,
permitindo tecnicamente certas simplificacdes como a eliminagdo da desproteinizacao e centrifugacao (ou filtrago).

e Cultura da Urina / Edgard Pinto Vallada/SBAC-SP ‘
O autor ressalta a necessidade de seguir as normas exigidas pelo método adotado, como meio seguro de
comprovagao das afeccoes do trato urinario.

* Como se obtém reagentes para laboratorio clinico? / Lab. Merck
Divulgagao comercial sobre modernas técnicas, novos reagentes, meios de cultura, corantes, etc.

« Suporte para a realizacdo de microhematocrito em macrocentrifugadoras
Edgard Pinto Vallada/SBAC-SP
O autor apresenta uma técnica facil para a determinagdo de microhematdcrito em macrocentrifugadoras usan-
do, como suporte para os tubos capilares, canudinhos de refresco, possibilitando a leitura de muitas provas simulta-
neamente.

« Laboratorio de Andlises Clinicas: atribuicdo profissional cumulativa
Portaria do Servico Nacional de Fiscalizacdo da Medicina e Farmécia (DOU, 12.10.1962), regulamenta a res-
ponsabilidade técnica do farmacéutico em Laboratorios de Analises Clinicas.

» Divulgacéo do estatuto da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas.
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Avaliacao da dosagem de Proteina C-Reativa
no soro e liquor cefalorraquidiano
para o diagndstico diferencial
das meningites bacterianas e meningites
de etiologia presumivelmente viral’

Evaluation of C-Reactive Protein determination in the serum
and cerebrospinal fluid in the differential diagnosis of bacterial meningitis
and presumed viral meningitis

Edna Maria Vissoci Reiche’, Jaqueline Capobiango®, Gisele Alcéntara de Oliveira’,
Helena Kaminami Morimoto', Tieme Matsuo®, Sueli Hiromi Tuboi®, Silvia Tieko Yasunaga’,
Elaine Regina Delicato’, Ana Paula Correa Pardal® & Jovelina Almeida de Andrade’

RESUMO - Os autores avaliam a importancia da Proteina C-Reativa (PCR) no diagnostico diferencial da meningite
bacteriana (MB) e meningite de etiologia presumivelmente viral (MEV) e comparam as dosagens de PCR no soro e
no liquido cefalorraquidiano (LCR). Foram analisadas amostras de soro e LCR de 126 pacientes, 88 com diagnéstico
de MB e 38 com diagnostico de MEV, atendidos no Hospital Universitario Regional do Norte do Parand, entre os
periodos de maio de 1994 a agosto de 1995 e janeiro a agosto de 1998. Demonstrou-se que 89,7% e 28,5% das
amostras de soro de pacientes com MB e MEYV, respectivamente, apresentaram valores elevados de PCR (p= 0,00001).
Em 100% das amostras de LCR de pacientes com MEV a dosagem de PCR foi ndo reagente (p= 0,00009). A correla-
cao da dosagem de PCR no soro e no LCR foi significativa (p= 0,000940), confirmando a sua utilidade no diagnéstico
diferencial da MB e MEV.

PALAVRAS-CHAVE - Proteina C-Reativa, meningite bacteriana, meningite viral, diagndéstico laboratorial

SUMMARY - The authors evaluate the importance of the C-Reactive Protein (CRP) in the differential diagnosis of
bacterial meningitis (BM) and presumed viral meningitis (VM) and compare the CRP levels in the serum and in the
cerebrospinal fluid (CSF). Serum and CSF samples from 128 patients, 88 with BM diagnosis and 38 with VM diag-
nosis seen at the North Regional University of Parand, during the period from may 1994 to august 1995 and from
january to august 1998. It was demonstred that 89.7% and 28.5% of serum samples from patients with BM and VM,
respectively, showed high levels of CRP (p=0.00001). In 100% of CSF samples from patients with VM, the CRP was
negative (p=0.00009). The correlation of the determination of the CRP in the serum and CSF was signifficant
(0.000940), confirming its usefulness in the differential diagnosis of BM and VM.

KEY WORDS - C-Reactive Protein, bacterial meningitis, viral meningitis, laboratory diagnosis
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INTRODUCAO Fase Aguda, quando sdo sintetizadas aproximadamente

trinta proteinas plasmaticas que desempenham funcgoes

O processo inflamatorio compreende vérias rea- | especificas e importantes na inflamagao. Aparecem em
coes bioquimicas, denominadas de Resposta de | elevadas concentragbes a Proteina C Reativa (PCR), a

Recebido em 13/10/1999
Aprovado em 07/1/2000
*Trabalho realizado no Hospital Universitaric Regional do Norte do Parana, Centro de Ciéncias da Salde, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana.
"Docente de Imunologia Clinica do Departamento de Patologia Aplicada, Legislagao e Deontologia
‘Docente de Doengas Transmissivels, Departamento de Clinica Médica
‘Médica Residente de Doengas Transmissiveis do Hospital Universitario Regional do Norte do Parana (HURNP)
‘Docente de Estatistica, Departamento de Matematica Aplicada
*Académicos de Farmécia da UEL
"Técnica de Laboratério do Setor de Imunologia Clinica do Laboratério de Analises Clinicas do HURNP, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana
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haptoglobina, a ceruloplasmina, o fibrinogénio, a o-1-
antitripsina, a substdncia amiléide A (SAA), a-1 glico-
proteina 4cida, o-1 quimiotripsina e o-2 macroglobuli-
na'*. A concentracdo das proteinas de fase aguda va-
ria, refletindo diferencas na producao de cada proteina
na resposta de fase aguda. A maioria aumenta duas ou
mais vezes o valor normal. As mais sensiveis com rela-
¢do a atividade momenténea da inflamacao sao a PCR
e a SAA, devido aos seus baixos niveis de concentra-
¢do basal, rapido aumento apoés estimulo inflamatorio,
podendo aumentar até 1000 vezes acima do valor nor-
mal e pequeno tempo de vida média.

Tillet e Francis, em 1930, descobriram a PCR obser-
vando que o soro de pacientes com doenca febril agu-
da formava complexos precipitantes com o polis-
sacarideo C da parede celular do Streptococcus
pneumoniae’.

O estudo da sequiéncia de aminoacidos da PCR mos-
trou homologia com o dominio CH, das IgG, com a
cadeia pesada dos antigenos HLA e com a proteina C,t
(subcomponente do C, do complemento). Assim, a PCR
possui a capacidade de interagir com o receptor da fra-
cdo Fc da imunoglobulina e ativar a Via Classica do
Complemento. Possui dois sitios de ligagdo, um sitio
dependente de calcio, com afinidade por radicais fos-
fatos, colina e polidnions; e outro sitio nao dependente
de célcio que se liga aos polications. A ampla ocorrén-
cia desses radicais na natureza, e em diversas paredes
bacterianas, explica o fato da PCR ligar- se a uma gran-
de variedade de substdncias e promover a opsoniza-
cao’.

As sinteses das proteinas de fase aguda sao induzi-
das por um largo numero de citocinas que entram na
circulacao apos serem produzidas pelos macrofagos,
células epiteliais, fibroblastos e alguns outros tipos de
células’.

Entre as diversas fungées atribuidas a PCR tem-se
a capacidade de se ligar a componentes da membrana
celular, principalmente a fosfocolina, assim como a cro-
matina e seus fragmentos, formando complexos que
ativam a via classica do sistema complemento, com libe-
racdo de opsoninas e eventual fagocitose e remocao
dessas estruturas da circulacao. Outras fungoes
seriam a inibicao do crescimento de células tumorais,
modulacdo da funcéo de polimorfonucleares e macro-
fagos, agregacao e secregdo plaquetarias e inibicao da
formacao de linfocitos T-dependentes''’,

Geralmente os niveis de PCR no soro sao inferiores
a 0,2mg/l em individuos sadios’. Sdo considerados nor-
mais niveis séricos entre 0,07 e 3mg/l, em meédia
0,8mg/1". Valores da PCR no liquido cefalorraquidia-
no (LCR), em individuos sadios, variam de 0 a 0,108
mg/l. Ja em individuos doentes, os valores de PCR no
LCR estao na faixa de 0,11 a 0,325mg/], com média de
0,176mg/dl"'. Os niveis séricos de PCR parecem au-
mentar progressivamente com a idade. Niveis de 0,05
a 57,6mg/1, com valor médio de 4,86mg/l, foram obti-
dos em amostras de soro de adultos sadios (doadores
de sangue), enquanto que niveis de 0,02 a 14,4mg/],
com valor médio de 1,65mg/], foram obtidos em soro de
criancgas, sugerindo que infec¢oes subagudas e/ou in-
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flamacao sem a presenca de sintomas clinicos pode-
riam ser responsaveis por niveis séricos mais elevados
do que descritos na literatura'?,

Descrita inicialmente no decurso de infec¢oes bac-
terianas, ela foi posteriormente colocada em evidéncia
no soro de pacientes com uma grande variedade de
doencas infecciosas por microrganismos gram-positi-
vos e gram-negativos, infeccoes por fungos ou parasi-
tas, fase aguda de artrite reumatoide, infarto do mio-
céardio e tumores malignos. A PCR pode estar aumen-
tada no soro de pacientes com Sindrome de Guillain-
Barré, esclerose multipla, tuberculose ativa, hepatite
infecciosa aguda, algumas infeccoes virais, doencas in-
flamatoérias e necréticas, pacientes queimados e apos
trauma cirirgico’. Aumentos também sao observados
durante a gravidez, em 50-90% de mulheres que usam
contraceptivos e em pessoas normais com idade maior
que 60 anos'®,

Embora a deteccao de niveis elevados de PCR no
soro nao seja especifica para uma doenca em particu-
lar, € um indicador util de processo inflamatoério. Apa-
rece aumentada no soro a partir da sexta hora apds o
inicio do estimulo inflamatério, atingindo o maximo
entre 18 e 48 horas, e decrescendo progressivamente
com a resolucdo da agressao’. Este fato permite que a
sua dosagem seja util na deteccao precoce de um pro-
cesso inflamatdrio, entre eles o diagnostico da menin-
gite bacteriana (MB), representando um marcador adi-
cional na triagem laboratorial da MB”'.

Em criangas menores que 6 anos de idade um nivel
sérico discriminatério para PCR de 20mg/l pode ser
utilizado para diferenciar entre meningite de etiologia
bacteriana de viral, mas para pacientes mais velhos um
nivel sérico discriminatério de 50mg/l € mais apro-
priado®.

Os meétodos laboratoriais mais comumente usados
sdo o de precipitacao em tubo capilar, aglutinacao em
latex, imunodifusao radial, radioimunoensaio, imuno-
nefelometria e imunoturbidimetria®”.

Os objetivos do presente estudo foram verificar a
impartancia da PCR no diagnostico diferencial da MB
e da MEV e comparar a dosagem de PCR no soro e no
LCR das amostras analisadas.

MATERIAIS E METODOS

Para a realizacao desse trabalho foi feito um estudo
prospectivo de amostras de soro e LCR de 126 pacien-
tes, com idade variando de 10 dias a 66 anos (média de
10,1 = 10,8 anos), 82% menores do que 15 anos, sendo
88 com MB confirmada por cultura ou suspeita de MB
pelas alteracoes liquoéricas e 38 com suspeita de MEV
pelas alteracdes liquoricas, atendidos no Pronto Socor-
ro e Enfermarias do Setor de Moléstias Infecciosas do
Hospital Universitario Regional do Norte do Parana,
no periodo de maio de 1994 a agosto de 1995 e no pe-
riodo de janeiro a agosto de 1998. Foram colhidas de
cada paciente, quando possivel, trés amostras de soro
e LCR; a primeira amostra foi obtida no momento da
admissao do paciente, a sequnda foi colhida no quarto
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dia de internagdo e a terceira entre o décimo e o déci-
mo quarto dia de internagéo, ao final do tratamento.

A dosagem de PCR no soro e no LCR desse pacien-
tes foi realizada através do método de aglutinacdo em
latéx com determinacoes qualitativas e quantitativas
(In vitro®). A reacdo de aglutinacdo em latex foi conside-
rada reagente quando houve presenca de aglutinacao,
indicando que a concentracao de PCR estava igual ou
acima de 6,0 mg/l em amostras nao diluidas, assim es-
sas amostras foram tituladas pelo método quantitativo.
Na auséncia de aglutinacdo considerou-se reacdo nao
reagente, ou seja, a concentracao de PCR estava inferi-
or a 6,0 mg/l. Para a realizacao do teste quantitativo, as
amostras foram diluidas conforme recomendacao do fa-
bricante. A leitura foi a maior diluicao da amostra que
apresentou nitida aglutinacgéo e o resultado foi expresso
em mg/l. Controles positivos e negativos foram utiliza-
dos em todos os ensaios qualitativos e quantitativos.
Utilizou- se soro como amostra porque no caso de ser
usado plasma, o fibrinogénio pode causar agregacao
inespecifica das particulas de latex.

RESULTADOS

A Tabela 1 demonstra os resultados da dosagem de

TABELA 1
Comparacédo da dosagem
de Proteina C-Reativa (PCR) no soro de pacientes
com Meningite Bacteriana (MB)
e Meningite de Etiologia Viral (MEV)

PCR no soro de 106 amostras analisadas. Nas 28 amos-
tras de pacientes com suspeita de MEV disponiveis para
analise, 20 (71,40%) apresentaram resultado nao rea-
gente e 8 (28,5%) resultado reagente para PCR no soro.
Amostras de soro de 78 pacientes com MB foram analisa-
das, das quais 70 (89,00%) foram reagente e 8 (10,25%)
nao reagente para PCR. Foi obtido um p= 0,00001 que
foi estatisticamente significativo. A sensibilidade e a espe-
cificidade foram de 89,0% e 71,0%, respectivamente,

Considerando a menor sensibilidade do método uti-
lizado (6mg/1), os titulos séricos iniciais de PCR nos pa-
cientes com MB variaram de nao reagente a 1/256,
equivalente a niveis menores que 6mg/l a 1536mg/],
enquanto que nas amostras de soro de pacientes com
MEYV os valores variaram de ndo reagente a 1/4, equi-
valente a niveis menores que 6mg/l a 24mg/l, tendo so-
mente uma amostra de soro apresentado titulo de 1/64,
equivalente a 384mg/l, em um paciente com caxumba
(Figura I).

Quanto as dosagens de PCR no LCR dos pacientes
com MB, os titulos variaram de nao reagente a 1/4,
equivalente a menor que 6 mg/l a 24 mg/l e nos paci-
entes com MEV todas as amostras demonstraram re-
sultado nao reagente, equivalente a niveis menores que
6 mg/l (Figura II).

TABELA 2
Comparacédo da dosagem
de Proteina C-Reativa (PCR) no liquido cefalorraquidiano
de pacientes com Meningite Bacteriana (MB)
e Meningite de Etiologia Viral (MEV)

Nao reagente Reagente Total Néo reagente Reagente Total
(< 6mg/l) (=6mg/) (< 6mg/l) (26mgfl)
MB 8(10,25%) 70(89,70%) 78 MB 43(53,75%) 37(43,25%) 80
MEV 20(71,40%) 8(28,50%) 28 MEV 24(100%) 0(0%) 24
Total 28 78 106 Total 67 37 104

sensibilidade: 89,0%; especificidade: 71,0%; p= 0,00001.

TABELA 3
Correlacédo da dosagem de Proteina C-Reativa no soro e
no liquido cefalorraquidiano obtida na primeira amostra
colhida dos pacientes analisados

sensibilidade: 46,20%; especificidade: 100,0%; p= 0,0000931.

TABELA 4
Correlagéo da dosagem de Proteina C-Reativa no soro e
no liquido cefalorraquidiano obtida na terceira amostra
colhida dos pacientes analisados

SORO Néo reagente Reagente Total LCR Ndo reagente Reagente Total
LCR (< 6mg/l) (26mg/l) SORO (< 6mg/) (26mg/)
Nao reagente Nao reagente
(< 6mg/l) 9(100%) 0 9 (< 6mg/l) 7(100%) 0 7
Reagente Reagente
(=6ma/l) 10(40%) 15(60%) 25 (26ma/l) 39(92,8%) 3(7,2%) 42
Total 19 15 34 Total 46 3 49
p= 0,000940. p= 0,232756.
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FIGURA |
Titulos de Proteina-C-Reativa obtidos em 3 amostras
seriadas de soro de pacientes
com Meningite Bacteriana (MB)
e Meningite de Etiologia Viral (MEV),
colhidas na admissao (12 amostra),
42 dia (22 amostra) e 10 dia (32 amostra)
de evolugao clinica. NR = ndo reagente

FIGURAII
Titulos de Proteina-C-Reativa obtidos em 3 amostras
seriadas de liquido cefalorraquidiano de pacientes
com Meningite Bacteriana (MB)

e Meningite de Etiologia Viral (MEV),
colhidas na admissao (12 amostra), 4° dia (2¢ amostra)
e 102 dia (32 amostra) de evolucéo clinica.

NR= nao reagente
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A Tabela 2 mostra a comparacao da dosagem de PCR
no LCR de pacientes com MB e MEV. Nas amostras de
LCR de MEV, 24 (100%) tiveram resultado nao reagen-
te, 43 (53,75%) das amostras de LCR de MB apresenta-
ram resultado nao reagente e 37 (46,25%) reagente. A
sensibilidade foi de 46,20% e a especificidade de 100%.
O valor de p = 0,0000931 foi estatisticamente signifi-
cativo,

A Tabela 3 e Tabela 4 mostram a correlacao da dosa-
gem de PCR no soro e no LCR, obtidas na primeira e
terceira amostras colhidas, respectivamente. Com a
primeira amostra houve uma correlacao estatisticamen-
te significativa (p= 0,000940). Com a terceira amostra,
nao se obteve uma correlacao estatiticamente signifi-
cativa (p= 0,232756)

DISCUSSAO

Os dados da literatura afirmam que os niveis séri-
cos da PCR atingem concentracdes de 100 mg/l em res-
posta a infecgdes bacterianas enquanto as infeccoes
virais sao caracterizadas por niveis normais de PCR ou
apenas moderada elevacdo, permitindo diferenciar a
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infeccao de etiologia viral ou bacteriana, como por
exemplo em casos de infecgdes do trato respiratorio su-
perior, pneumonia e meningites, o que é de grande valor
para se estabelecer a terapia adequada®®'’. A PCR sé-
rica € um bom indicador para o diagnostico de pneu-
monia bacteriana (sensibilidade de 76,0%), sendo me-
lhor do que o Raio-X, o numero de leucocitos e a Velo-
cidade de Hemossedimentacao (VHS) no diagnostico
diferencial com pneumonia viral®. A dosagem de PCR
tem sensibilidade de 100% e especificidade de 94% para
detectar MB?. Quando a primeira dosagem de PCR néao
¢é elucidativa, uma nova amostra apos 24 horas pode
definir o diagnoéstico, ja que coletas com menos de 12
horas de evolucao podem ser falso-negativas, ressal-
tando a importancia de mensuragdes seqilenciais’.
Determinacoes iniciais de PCR tém maior valor infor-
mativo prognostico que testes como leucécitos, glicose
e proteinas no LCR, diferencial de leucdcitos no san-
gue e VHS",

Valores séricos de PCR acima de 20 mg/l sugerem
etiologia bacteriana sendo uma indicacao imediata para
uma terapia antimicrobiana’. Trabalhos pioneiros re-
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gistraram que a PCR nao se eleva nas meningites as-
sépticas, enquanto que esta elevada em todos os casos
de meningite bacteriana®'. Uma avaliacao de 37 cri-
ancas de 0-12 meses com meningite purulenta e/ou sep-
ticemia, demonstrou que a PCR estava aumentada em
32 criancas®.

Os resultados apresentados nas Tabelas 1 e 2 e Fi-
guras I e IT coincidem com os dados registrados na li-
teratura. Embora 28,50% das amostras de soro de paci-
entes com MEV também apresentassem resultado rea-
gente para a dosagem de PCR, os titulos séricos detec-
tados foram consideravelmente inferiores ao obtidos nas
amostras de soro de pacientes com MB.

A literatura registra que o método quantitativo ra-
pido para PCR foi considerado til no diagnoéstico de
meningites bacterianas, fornecendo valores séricos
sempre maiores que 20 mg/1'"!". Neste estudo, em so-
mente um caso de meningite viral pelo virus da ca-
xumba associado a parotidite, portanto com envolvi-
mento tecidual extenso, foi encontrado um valor acima
de 20mg/l mo primeiro dia e menor que 20mg/l no dia
seguinte, revelando ser um importante indicador para
diagnostico, acompanhamento e prognostico das me-
ningites.

A quantificacao de PCR no LCR foi demonstrada
ser util no diagnostico diferencial das meningites, quan-
do os valores médios de PCR no LCR foram 3,5 vezes
maiores nos portadores de meningites bacterianas que
naqueles com meningites assépticas, e os valores se
mantiveram elevados apos a negativagao das cultu-
ras18. Mesmo apos o inicio da antibioticoterapia, a PCR
se manteve em niveis elevados, com valores de 55 a
375mg/dl".

Através das dosagens seriadas de PCR (Figuras [ e
IT), verificou-se que apoés o estabelecimento de uma
adequada antibioticoterapia nas infec¢des bacterianas,
os titulos de PCR comecaram a ter um declinio nas suas
concentracoes no soro e no LCR, propiciando uma fer-
ramenta 1til no monitoramento da eficacia do trata-
mento e deteccao de complicagoes na fase de recupe-
racao das meningites bacterianas.

As dosagens de PCR no soro e no LCR obtidas na
primeira amostra analisada apresentaram correlacao
estatisticamente significativa (Tabela 3) e confirmou-
se que o nivel sérico de PCR é um bom indicador dife-
rencial de MB e MEV, podendo orientar precocemente
o clinico quanto a sua conduta. As dosagens de PCR
no soro e no LCR obtidas na terceira amostra analisada
nao apresentaram correlacao estatisticamente signifi-
cativa (Tabela 4). A ndo correlacdo poderia ser explica-
da pela normalizacao dos niveis de PCR ter ocorrido
mais precocemente no LCR do que no soro, uma vez
que no LCR se apresentavam em niveis mais baixos.
No entanto, é importante salientar que ha uma grande
variagao individual na quantidade absoluta de PCR pro-
duzida em resposta a um estimulo especifico (seja ele
inflamatorio, infeccioso ou traumatico), de modo que
uma unica determinacdo de PCR nao deveria ser inter-
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pretada isoladamente. Portanto, os niveis séricos da
PCR deveriam ser analisados dentro do contexto clini-
co e preferencialmente de forma seriada, a fim de in-
formar com maior precisao e precocidade o grau de
atividade inflamatéria, orientando a conduta terapéu-
tica'. Porém, um valor de PCR maior que 20mg/1 suge-
re fortemente infeccao bacteriana, autorizando a intro-
ducao de antibioticoterapia, até que outros dados cli-
nicos e laboratoriais confirmem a etiologia da menin-
gite.
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Pesquisa de eosinéfilos em secrecao nasal
no Hospital Universitario de Floriandpolis

A research on eosinophils in nasal secretion
at the Floriandpolis University Hospital

Steinwandter’, S.T., Tenconf, P. & Haas®, P

RESUMO - A caracterizacdo de uma rinite depende de varios exames que incluem desde a anamnese até outros
exames complementares, para a definicdo da etiologia da rinite. E definido como rinite, um hiperfuncionamento
nasal e inflamacao tecidual, que leva a congestao nasal, rinorréia, obstrucao nasal, prurido e espirros. As rinites
podem ser classificadas quanto ao tipo como: nao-alérgica e nao-infecciosa, alérgica, alérgica aguda, alérgica sazo-
nal, alérgica perene, infecciosa. Nesta pesquisa, analisamos 97 casos de exames, quanto a sua parte citologica, onde
encontramos apenas 7 casos de eosinofilia. Na maior parte (46 exames), verificamos auséncia de eosindfilos, sequi-
do de 37 exames com menos de 10% de presenca de eosinéfilos. Quanto ao sexo, outro item observado, observamos
a equivaléncia de casos, ou seja, 50 exames para o sexo masculino e 47 para o sexo feminino.

PALAVRAS-CHAVE - Eosinofilia em secrecao nasal, pesquisa de eosinofilos.

ABSTRACT - The characterization of a rhinitis depends on various exams which go from anamnesis to other comple-
mentary exams to obtain a definition on rhinitis etiology. A nasal hyperfunctioning and tissue inflammation fit the
definition of rhinitis, causing nasal congestion, rhinorrhea, nasal obstruction, itch and sneezing. As to type, rhinitis
can be classified as: non-allergic and non-infectious, allergic, acute allergic, seasonal allergic, perenial allergic, and
infectious. Along the present research, we analyzed 97 cases of exams, as to the cytology, having found eosinophilia in
no more than 7 cases. In its majority (46 exams) we found eosinophils to be absent, to be followed by 37 exams showing
less than 10% of eosinophils present. As to another observed ilem, gender, case equivalence was found, that is, 50

exams for men and 47 for women.

KEY WORDS - Eosinophilis in nasal secretion, research on eosinophils.
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INTRODUCAO
Anatomia e fisiologia do nariz

lém de atuar como um 6rgéo olfativo, o nariz aquece,

mistura e filtra o ar inspirado, desempenhando um
papel importante na defesa contra agentes ofensores do ar
ambiente.

E revestido de epitélio pseudo-estratificado que
repousa sobre a membrana basal, separando-o das ca-
madas submucosas mais profundas. A submucosa con-
tém glandulas mucosas, seromucosas e serosas. O flu-
x0 sanguineo regional é efetuado através de pequenas
artérias, arteriolas e anastomoses arteriovenosas. Os
vasos de capacitancia, que consistem em veias e
sinusodides cavernosos, sao responsaveis pela desobs-
trucao nasal.

Os sinusoides cavernosos situam-se abaixo dos ca-
pilares e das vénulas, exibem maior densidade nos os-
sos turbinados inferiores e meédios e contém células
musculares lisas controladas pelo sistema nervoso sim-
patico. A remocao do tono simpéatico ou, em menor grau,
a estimulacao colinérgica fazem com que este tecido
erétil sinusdide se torne ingurgitado. A estimulacéao co-
linérgica produz dilatacao arterial e promove a difusao
passiva de proteinas plasmaticas nas glandulas, bem
como secrecao ativa das glandulas mucosas nas célu-

las!.

Definicdo
A rinite é um hiperfuncionamento nasal e inflama-

cao tecidual, que leva a congestao nasal, rinorréia, obs-
trucao nasal, prurido e espirros’. Com frequéncia esta
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associada a gotejamento pds nasal, tosse, irritabilida-
de e fadiga, todos os quais ocorrem em uma relacao
temporal com a exposicao ao alergénico®. A rinite de
maior ocorréncia é a alérgica e é necessario sua dife-
renciacao devido a diferenca na terapéutica. Pode-se
definir a rinite alérgica como o acometimento inflama-
tério da mucosa nasal desencadeado por reacao de hi-
persensibilidade a alergenos®.

* Epidemiologia

Embora a rinite geralmente ndo apresente risco de
vida, freqiientemente leva a uma perturbagao geral e
reducao da qualidade de vida, fazendo com que mui-
tos pacientes procurem cuidados médicos’. A rinite alér-
gica é comum, sendo responsavel por pelo menos 2,5%
de todas as consultas médicas, por 2 milhées de faltas
escolares por ano, 6 milhdes de dias perdidos de traba-
lho, 28 milhdes de reducdo da jornada de trabalho por
ano. Estima-se em um bilhao de doélares o gasto anual
com medicamentos prescritos e adquiridos sem receita
para o tratamento da alergia'.

» Classificacao

As sindromes de rinite podem ser divididas em alér-
gicas, infecciosas, ndo-alérgicas e ndo-infecciosas. A
rinite alérgica é subdividida em alérgica aguda, alér-
gica sazonal e alérgica perene.

« Rinite Alérgica

E em geral, provocada por antigenos inalaveis, em-
bora alimentos e medicamentos possam tambem ser
fatores etioldgicos especificos®.

* Rinite Alérgica Aguda

Desencadeada por exposicao episodica de alerge-
nos inalados como proteinas salivares, pélos de cavalo,
polem ou fezes de acaro e poeira doméstica

* Rinite Sazonal

Acomete o individuo quando ha exposicdao ao aler-
geno em certas estacdes do ano como, por exemplo, po-
len de arvores e gramineas na primavera (febre das ro-
sas) ou exposicao ao polen da ambroésia americana no
outono (febre do feno), com sintomas previsiveis e re-
produziveis.

* Rinite Alérgica Perene

Desencadeada por exposicdo cronica a alergenos co-
muns em regides subtropicais com estagoes longas de
polinizacao e presenga continua de alergenos de fungos
e dcaros de poeira e exposicdo a alergenos ocupacionais.

* Rinite Infecciosa

Pode ser aguda ou cronica. Os sintomas cronicos
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podem ser devidos a infeccoes especificas, como fun-
gos ou tuberculoses. Infeccdes crénicas podem também
serresultado de deficiéncia na defesa inicial; isso pode
ser sistémico ou um problema local®,

* Rinite ndao-alérgica e nao-infecciosa

Formam um grupo relativamente numeroso de pa-
tologias com etiopatologias diversas, que produzem
sintomatologia as vezes semelhante, embora de inten-
sidade menor, a da rinite alérgica®.

* Mecanismo da alergia

A expressdo das doencgas alérgicas reflete um pa-
drao de heranca auto-sémica dominante, com pene-
trdncia incompleta. Este padrao manifesta-se na forma
de propensao a responder a exposi¢do a alergenos ina-
latérios através da producdo de altos niveis de IgE alér-
geno-especifica',

Quando acontece uma exposi¢ao a um alérgeno,
proteinas antigénicas sdo dissolvidas em muco e en-
tram na mucosa nasal’. Apos ser inalado, esse alerge-
no é internalizado por células imunocompetentes (lin-
focitos T e B), com subseqiiente producao de anticorpo
especifico - IgE. Apos a sintese e a secrecao de anticor-
pos IgE especificos para determinado alergeno, esses
anticorpos ligam-se a mastdcitos e basofilos'.

Quando acontece um novo encontro, dito desenca-
deante, entre o antigeno que determinou a formacao
desta IgE, especifico para ele, e este anticorpo ja fixa-
do na superficie de um mastécito, hd uma série de even-
tos elétricos, enzimaticos e quimicos que determinam
pela liberacao da histamina, substdncia de reacao len-
ta na anafilaxia e outros mediadores’.

A histamina provoca vasodilatacao, resultando em
congestdo nasal, secrecdao de muco e aumento da per-
meabilidade vascular que, por sua vez, resulta em ede-
ma tecidual e espirros através da estimulacao de fibras
nervosas sensoriais’.

Uma vez iniciada a reacao alérgica, os mastécitos a
amplificam ao liberarem nao apenas agentes vasoativos,
como também citocinas. Essas citocinas promovem ain-
da mais a producéo de IgE, o crescimento dos mastécitos
e 0 crescimento, a quimiotaxia e a sobrevida dos eosino-
filos'. Os eosindfilos liberam radicais de oxigénio e protei-
nas, incluindo a proteina bésica maior eosinofilica, que
sao toxicos para o epitélio nasal. Esses eosinofilos pare-
cem ser os responsaveis pela inflamacao existente.

As alteracoes teciduais resultantes produzem os sin-
tomas da doenca e intensificam as respostas desenvolvi-
das com a exposicao subseqiiente aos alergenos e ir-
ritantes’.

¢ Diagnostico

A classificacdo acurada e terapia subseqiiente re-
querem uma historia, exames fisicos cuidadosos e exa-
mes laboratoriais apropriados’. A primeira etapa € iden-
tificar os alergenos que provocam sintomas'. Os aler-
genos procurados mais comuns sdo polens das grami-
neas, arvores e ervas, fungos, alergenos dos animais e
acaros da poeira®.

RBAC, vol. 32(1), 2000



FIGURA |

Percentual quanto
ao sexo de pacien-
tes que realizaram
o citograma nasal
no Hospital Univer-
sitario de Floriano-
polis no periodo de
margo de 1998 a

FEMININO 49%

julho de 1999 MASCULINO 51%
FIGURA Il
Percentual de eosindfilos nos exames analisados

50 7 A%
40 . 38%
30

52

204
10 7% 7%

T T )
Auséncia de eosingfios > 30% de eosindfics | Entra 11 20% de < 10% de eosindilos
gosingfilos

Celularidade

A anamnese ¢ uma parte importante do diagnosti-
co. Sao importantes nessa fase a identificacao da épo-
ca do inicio dos sintomas e a existéncia de fatores de-
sencadeados do quadro, a freqliéncia e intensidade das
crises. A caracteristica da secrecao nasal (aquosa, cla-
ra, amarelada) orienta sobre a fase da crise e existén-
cia de infec¢ao concomitante’,

O exame fisico é sempre recomendado numa avalia-
cao geral relativamente simples, buscando, basicamen-
te, a existéncia de lesoes cutdneas alérgicas concomi-
tantes, como eczemas, dermatites e exantema, além da
asma brénquica’,

Uma vez estabelecida pela anamnese e exame cli-
nico, a provavel natureza alérgica da rinite, a confir-
macao se faz por testes complementares, como o cuta-
neo, tipo imediato e recentemente muito mais preciso,
por intermédio do teste radio-alergo-absorvente ou sim-
plesmente RAST e a citologia nasal.

A citologia nasal consiste na investigagdo da pre-
senca ou auséncia de eosinofilos ou neutréfilos. A co-
leta de material ao nivel do corneto inferior com swab
parece ser o melhor meio de obtencao de produtos para
esse estudo®. A presenca de eosindfilo pode ser encon-
trada, geralmente em menor niimero e transitoriamen-
te, na fase evolutiva dos resfriados comuns. O uso pro-
longado de vasoconstritores nasais parece trazer tam-
bém um aumento de eosindfilos na secrecao. Nas se-
crecoes infectadas ha também um grande aumento do
numero de bactérias. A interpretacao dos resultados no
exame citologico geralmente é dada em cruzes®.

MATERIAL E METODOS

Material: registros do laboratorio de hematologia do
Hospital Universitario de Floriandpolis. Os registros ava-
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liados foram de pacientes atendidos no hospital no periodo
de marco de 1998 a julho de 1999, totalizando 97 exames.

Métodos: inicialmente foi realizada uma sele¢ao dos
registros da citologia nasal. Nos registros coletados ob-
teve-se dados de sexo e citologia diferencial dos 97 exa-
mes avaliados. A revisao bibliografica sobre citologia na-
sal na rinite no referente ao periodo de 1977 a 1998, foi
realizada na biblioteca setorial do Hospital Universitario
da Universidade Federal de Santa Catarina.

RESULTADO E DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo a avaliagao
citologica das secrecdes nasais em exames realizados
em pacientes atendidos no laboratério do Hospital Uni-
versitario de Florianépolis. O trabalho teve um total de
97 exames avaliados.

Os resultados obtidos foram comparados com cita-
¢oes bibliograficas, no que diz respeito a citologia da
secrecdo nasal. Nenhum diagnéstico foi definido pois,
como exposto no trabalho, sdo necessarias varias eta-
pas, desde anamnese até outros exames complementa-
res, para definicao da etiologia da rinite. .

Nos dados coletados observou-se um certo equili-
brio entre os dois sexos, com uma pequena vantagem
do sexo masculino, (Figura I).

No ntumero de células contadas, observou-se em 7
dos 97 exames avaliados um predominio de eosinoéfilos
(> 30%). As secre¢des nasais dos pacientes alérgicos
sdo ricas em eosinofilos e a eosinofilia periférica com
elevacoes relacionadas com as exacerbacoes clinicas,
é uma caracteristica comum®. Nas rinites, uma propor-
¢do de eosindfilo nas secrecdes, maior que 30% do total
de células leucocitdrias significa processo alérgico®.

Dos 97 exames avaliados, 46 apresentaram ausén-
cia de eosinodfilos, 37 com nuimero de eosindéfilos infe-
rior a 10% e 7 com ntimero entre 11 e 29%, mostrando
um predominio de neutrofilos, (Figura II). Neutrofilia
local ou sistémica indica uma infeccao®.
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Formacao de agentes multiplicadores
em doencas parasitarias

The formation of multiplyer agents in parasitic diseases
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RESUMO - A educacao em saude deve fundamentar-se no proprio meio em que O individuo vive. Pessoas que
pertencem a comunidade podem tornar-se pecas-chave para a consolidacgao de campanhas de esclarecimento e
prevengao de doencas infecciosas e parasitarias. Objetivando uma facilitacao de aprendizagem de conhecimentos
especificos na area de saude e com a finalidade de estimular profissionais da area de ensino, saude e lideres comu-
nitarios a se tornarem agentes multiplicadores, foram ministrados 12 cursos teorico-praticos de 30 horas/aula cada.
Descreve-se aqui a forma de conducéo do processo educativo: escolha da populagdo-alvo, analise da situagao, esira-
tegias didaticas adotadas e produgao de material instrucional. Acredita-se que as proprias comunidades possam
desenvolver a longo prazo, através da monitoragao de agentes multiplicadores, uma consciéncia critica que promova

melhorias na qualidade de vida da populagao e que leve a pratica efetiva da cidadania.

PALAVRAS-CHAVE - Educacao em saude; agentes multiplicadores; comunidades

INTRODUGAO

saude € uma preocupagao Cres cente freqliente-

mente inserida como um dos objetivos gerais da
educacao. Deve, por isso, ser enfatizada desde o nivel
primario de ensino, fundamentando-se na realidade vi-
venciada (Pedrazanni et al, 1989; Andrade e Coelho,
1997) e na conscientizagao da comunidade de que a
educacao em satude depende de um processo de acao
coletiva ( Mello et al, 1992; Carandina e Magaldi, 1989).
Assim, a participagao dinamica de forma consciente e
engajada de seguimentos expressivos da populacao
deve ser incentivada a fim de consolidar campanhas
de esclarecimento € prevencao de doencas infecciosas
e parasitérias (OMS, 1982). Do mesmo modo, a esco-
la, seja ela de 1°, 20 ou 3° grau, surge como polo inte-
grador de agoes concretas € como instrumento facilita-

ABSTRACT - The population health education must be based on their own environment. Persons helonging to the
community can become key-pieces [0 enlightenment and prevention campaigns of infectious and parasitic disedases.
Having on mind d specific knowledge learning of the health areda and aiming to encourage education and health
professionals and community leaders to become multiplier forming, it was offered twelve theoretical and practical
courses of 30 hours each. We describe here the development of the educational process: the target population choice,
situation analysis, didactic strategies adopted and educational materials production. We believe the communities can
develop, in long term, trough the multiplier agents monitoration, a critical conscience that promotes dil improvement
of the life quality and leads to the effective practice of the citizenship.

KEY WORDS - Health education; multiplier agents; communities.

dor da participacao da comunidade nos problemas de
saude que lhe aflige.

Este trabalho propds-se a formacao de agentes mul-
tiplicadores em doencas parasitarias, utilizando dife-
rentes estratégias pedagogicas.

MATERIAL E METODOS

O trabalho educativo desenvolveu-se através da ofer-
ta de cursos tedrico-praticos para professores de preé-
escola e de 1° grau, trabalhadores assiduos de saude
(auxiliares de enfermagem, técnicos e auxiliares de
laboratorio), lideres comunitérios e de Pastorais de Sau-
de. Os cursos eram compostos de médulos de 30 horas/
aula com um MmAaximo de 40 e um minimo de 5 vagas
por curso, sendo realizados durante 0s anos de 1996 €
1997.
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Os cursos foram ministrados por
académicos dos cursos de Farma-
cia, Medicina, Enfermagem e

TABELA 1

Cursos tedrico-praticos realizados visando

a formacao de agentes multiplicadores

Odontologia supervisionados por

professores da area basica de Para- Cidade Escola Clientela atendida
sitologia. Tinham um programa
pautado em uma linha de acao pra- Sarandi Hioshi Yahiashi 20 professores de 12 grau
tica e reflexiva, sobre as experién-
cias vivenciadas pelos participan- Maringa Maria Balani 30 professores de 1° grau
tes e a realidade Vlgente' OS traba- Maringa Ney Braga 25 professores de 12 grau e 2 lideres comunitarios
lhos foram conduzidos utilizando-
se de dindmica de grupo. As colo- Juranda Escolas municipais 28 professores de 1° grau e 6 de 2° grau (sede distritos, rurais)
cacoes foram feitas resgatando o
"saber popular" que a populacédo- Maringa Escolas municipais 40 professores de pré-escola
alvo dominava sobre a tematica e it : i i
articulando-o com conhecimentos Maringa Pastoral da Salude 5 lideres dos bairros Horténcia e Tais | e Il
Cl?ntlﬁcos “ FECDICOS. Dessfa forma Rolandia Escolas municipais 28 professores de 1 grau e 8 trabalhadores de salde
foi estabelecida uma estreita coo-
peragao entre os coordenadores, Sarandi Municipio 20 trabalhadores de satide
ministrantes e os participantes.
Juranda Municipio 17 trabalhadores de saude
* Recursos didaticos utili-
Floraf Maria E. Pedroni 30 professores de 12 grau
zados
Florai Pastoral da Saude 7 lideres
1. Videos e slides sobre o corpo
humano (visando a localizacao e a Maringa Municipio 40 professores de Ciéncia de 12 grau

fisiologia dos orgaos utilizados
como habitat de parasitas) e sobre
0s parasitas (ciclo evolutivo, epidemiologia, alteragoes
patolégicas, sintomas e medidas de controle);

2. Pecas anatdbmicas com parasitas, parasitas con-
servados, laminas permanentes, parasitas vivos;

3. Manual de orientacao em parasitoses.

Para operacionalizar a nossa proposta, o trabalho
educativo foi desenvolvido em 4 etapas:

19) resgate do conhecimento, atitudes e percepgoes
da populacao-alvo sobre o assunto;

29) planejamento e realizacdo dos cursos;

39) producao de material instrucional;

4%) divulgacdo dos materiais produzidos e dos co-
nhecimentos adquiridos em feiras de saude, jogos, apre-
sentacao de pecas teatrais, etc.

RESULTADOS

A populacdo alvo foi formada por 306 individuos,
dos quais 88,6 % eram mulheres e 11,4 % homens. A
idade media foi de 32 anos, compreendendo uma faixa
etaria de 18 a 52 anos. Quanto ao grau de instrugao,
7(2,28%) tinham o 1° grau incompleto, 17(5,56%) 1°
grau completo, 29(9,48%) segundo grau incompleto,
167(54,58%) 2° grau completo e 86(28,10%) curso uni-
versitario. Com relacao a ocupacgao, 201(65,68%) eram
professores de 1° grau, 40(13,07%) professores de pré-
escola, 22(7,19%) eram auxiliares de enfermagem,
13(4,25%) técnicos de laboratoério, 16(5,23%) auxilia-
res de laboratorio e 14(4,58%) lideres de comunidades
civis ou religiosas. A clientela e sua origem foram rela-
cionadas na Tabela 1.

O resgate do conhecimento, de atitudes e da per-
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cepcao da populagao-alvo, feito uma semana antes da
realizacdo dos cursos, serviu de base para o planeja-
mento e direcionamento dos temas trabalhados. De uma
maneira geral, as necessidades apontadas diziam res-
peito ao conhecimento de doencas parasitarias, elabo-
racao de programas para controle da transmissao de
parasitoses e estratégias de montagem de campanhas
de educacao em saude.

O material pedagdgico produzido foi utilizado den-
tro das salas de aula, em feiras de saude e como suges-
tdo para trabalhos com criancas em ruas de lazer, pas-
seatas e pecas de teatro. Este material constou de tex-
tos, cartazes, videos e jogos onde as informacdes cien-
tificas foram somadas ao conhecimento popular e adap-
tadas ao nivel da clientela a qual seria aplicada.

DISCUSSAO

Ao aplicar diferentes estratégias educativas a for-
macdo de agentes multiplicadores, acreditamos ter pro-
porcionado oportunidade para reflexao sobre medidas
de intervencao na transmissao de doencas infecciosas
e parasitarias, objeto deste artigo. Partimos da premis-
sa basica de que essa acdo pudesse contribuir para
desenvolver no individuo e no grupo a capacidade de
analisar criticamente sua realidade, a partir da qual
pudesse planejar agdes que minorassem problemas e
modificassem situacoes existentes. Dessa maneira, pro-
curamos conscientizar de tal forma os envolvidos para
que pudessem ser sujeitos ativos de mudancas concor-
rentes para a melhoria das condi¢oes de saude.

Um dos pontos estabelecidos sobre a educacéao de
adultos é que eles trazem uma grande quantidade de

RBAC, vol. 32(1), 2000



experiéncias de suas vidas para a sala de aula. Esta é
uma vantagem que deve ser reconhecida e usada.
Buscamos, ao introduzir conhecimentos cientificos, re-
ordenar o "saber popular’ no sentido de desmistificar
conceitos vagos, difusos ou inveridicos. Acreditamos
ter sido possivel a passagem de um nivel de saber po-
pular para outro de maior complexidade, através do uso
da realidade vivenciada. Segundo Andrade et al (1996)
a aprendizagem pode ser comparada a um movimento
contraditério, em que a experiéncia é fundamental para
a realizagao de novos e mais complexos processos de
aprendizagem. Seguindo a mesma idéia, Dreyden e Vos
(1996) afirmam que aprendemos 10% do que lemos, 15%
do que ouvimos e 80% do que vivenciamos. A quantida-
de e diversidade de material didético produzido reflete
a apropriacao dos conhecimentos cientificos e sua apli-
cabilidade aos outros niveis da comunidade.

O envolvimento de académicos nestes projetos é 1til
na formagdao de um profissional de satide contextualizado
com as necessidades basicas da populacéo, adaptados a
vivéncia da realidade que os cerca.

O trabalho de formacao de multiplicadores incluin-
do professores de pré-escola e de 1° grau baseia-se fun-
damentalmente na idéia de que a transformacao da
crianga concorre para a modificacdo da sociedade, quer
seja a nivel de incorporacdo de conhecimentos com mu-
dancas de atitudes ou de exigéncias de direitos na pra-
tica da cidadania. Da mesma forma, técnicos e auxilia-
res em saude e lideres comunitarios, por sua proximida-
de e influéncia junto a populacdo também séao agentes
interferentes e estimuladores de préticas que levem a
um incremento nas condicoes de vida da populacéo.

A estratégia de ter como tarefa a producao de mate-
rial instrucional na forma de jogos, palavras cruzadas,
estorias, pecas de teatro, baseou-se na afirmacdo de
que aprender qualquer coisa pode ser divertido desde
que o assunto seja apresentado e ensinado como um
jogo (Dreyden e Vos, 1996). Lembram ainda estes auto-
res que alguns alunos sdo extremamente visuais, outros

sao auditivos e outros sao cinestésicos, aprendendo
atraves do movimento de seus corpos. Assim, exem-
plificam que os diferentes estilos de aprender (ou
apreender) requerem instrumentos adequados a
cada um.

Entretanto, a eficcia da transmissao de conhe-
cimentos e de mudangas comportamentais ocorri-
das na comunidade e na qualidade dos servicos de
saude s6 poderda ser efetivamente avaliada a longo
prazo, desde que modifica¢des de outras variaveis,
como melhoria em servicos de satide, de 4qgua e es-
goto e de coleta de lixo, forem tentadas conjunta-
mente.

Neste sentido, a acao educativa precisa realizar-
se num contexto global, embora ndo deva ser descar-
tada a utilizacdo de qualquer instrumento isolado que
promova o aumento do conhecimento e leve o indivi-
duo a pratica efetiva da cidadania.
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Curso preparatorio

Credenciamento do Sistema da Dualidade

A SBAC ird realizar durante o XXVII Congresso Brasileiro de Anélises Clinicas, um curso
preparatorio para o laboratério implantar o Sistema da Qualidade, com ou sem o objetivo de alcancar

Assim como todos os organismos de certificacao que fornecem treinamento para os interessados
no reconhecimento de um Sistema da Qualidade, a SBAC, atuard dentro desse mesmo principio e
objetivo: treinar os interessados, para alcancarem o credenciamento da SBAC.,
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Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas

Rua Vicente Licinio, 95 - Rio de Janeiro - RJ - 20270-340 Tel.: (21)264-4449/234-4881
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PREMIO DOLES

de Bioquimica Clinica
REGULAMENTO

1- DO PREMIO

1) O "Prémio Doles de Bioquimica Clinica” é promovido pela Sociedade Brasileira de And-
lises Clinicas - SBAC, com o patrocinio da Doles Reagentes;

2) O Prémio sera no valor correspondente a 20(vinte) saldrios minimos da data da outorga,
além de diploma alusivo;

3) O Prémio serd entregue na solenidade programada pela SBAC nos Congressos Brasilei-
ros de Analises Clinicas - CBAC.

Il - DOS OBJETIVOS

O “Prémio Doles de Bioquimica Clinica” tem por objetivo:

1) Estimular o desenvolvimento de pesquisas na area de Bioquimica Clinica no Pais; e

2) Premiar o melhor trabalho apresentado na sessdo de Temas Livres dos Congressos Brasi-
leiros de Anédlises Clinicas, com vistas a melhoria técnica do Laboratério Clinico.

I - DA PARTICIPA(;RD

1) Poderao concorrer ao Prémio, todos os trabalhos inscritos e apresentados na sessao de Temas
Livres dos Congressos Brasileiros de Andlises Clinicas;

2) Para concorrer ao Prémio, os autores deverao remeter a Secretaria da SBAC, até 45 dias antes
do Congresso, 5 (cinco) cépias do trabalho original completo, atendendo as normas de publicacao
da Revista Brasileira de Anélises Clinicas, contendo: introdugdo (com objetivo definido do trabalho)
material e métodos, resultados, discussdo, conclusdo, bibliografia, resumo em portugués, summary
em inglés, palavras chaves (unitermos) e key words (uniterms).

3) Os trabalhos concorrentes deverdo ser escritos em portugués e serem originais, ainda nao
publicados nem comprometidos para publicagdo em qualquer Revista Cientifica da Especialidade;

4) O trabalho premiado sera publicado, com exclusividade, na Revista Brasileira de Anali-
ses Clinicas e deverd ser obrigatoriamente apresentado pelo autor (ou autores) aos congressis-
tas do CBAC em que foi premiado, em dia e hora determinados pela Comissao Julgadora do
Prémio e Comissdo Organizadora do CBAC. Para isto, é necessario que o(s) autor(es)
compare¢a(m) ao Congresso preparado(s) para fazer tal apresentacao com slides, transparén-
cias e outros recursos que o(s) autor(es) julgar(em) pertinente(s);

5) Os demais trabalhos selecionados pela Comissao Julgadora ao “Prémio Doles de Bioqui-
mica Clinica", poderao ser publicados na Revista Brasileira de Anélises Clinicas;

6) O nao atendimento aos itens 1 a 4 desqualifica o trabalho e/ou o recebimento do Prémio.

1V - DA COMISSAO JULGADORA

1) A Comissdo Julgadora sera composta de pelo menos 5 (cinco) membros nomeados pela
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas, sendo um o Presidente;

2) A composicao da Comisséo Julgadora serd divulgada pela SBAC nos Programas oficiais
dos CBAC;

3) A Comissao Julgadora selecionara os 3 (trés) melhores trabalhos apresentados, outor-
gando a um deles o "Prémio Doles de Bioquimica Clinica", e aos outros 2 (dois), um diploma de
Mencao Honrosa;

4) A decisao da Comissdo Julgadora é soberana e irrecorrivel.

V - DISPOSICOES GERAIS

1) O "Prémio Doles de Bioquimica Clinica" é indivisivel e serd conferido a apenas um
trabalho, ficando a inteiro critério dos autores seu eventual rateio;

2) O trabalho inscrito mas ndo apresentado na sessdo de Temas Livres do Congresso, serd
desclassificado para concorrer ao "Prémio Doles de Bioquimica Clinica";

3) O trabalho concorrente ao Prémio, deve ser apresentado na sessdao de Temas Livres obri-
gatoriamente por um dos autores regularmente inscrito no Congresso;

4) Os casos omissos serdo resolvidos pela Diretoria da Sociedade Brasileira de Andlises
Clinicas, ouvida a Comissdo Julgadora.

Rio de Janeiro, 28 de Janeiro de 1997,
Dr. Humberto Marques Tiburcio
Presidente

Informagées
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas
Prémio DOLES de Bioguimica Clinica

Rua Vicente Licinio, 95 * Rio de Janeiro * RJ * 20270-340
e-mail: congresso@sbac.org.br
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