SUMARIO

Estudos sobre a variacéo interobservadores
em citologia cérvico-vaginal
Carla Filippin, Leila Maria Borsarini Felipe,
& Maria Suely Soares Leonart
Inter-observer studies variation in cervical smear cytological examinations
Proposta de um modelo de padronizacao para
0 exame sumario de urina.
Queiroz, M. G. R., Alencar, N. M. N & ]
Proposal to standardization model for the urinalysis
Avaliacao da funcéo plaquetaria de doadores de SANYUE cuvnmnsrrrsrnnsnnrrssnsnes
Neiva, T.J.C.; Brocardo, G.; Ferreira, J.8.; Fern VL& C C.E.S.
Assessment of the piatelet function of biood donnors
Comparacéo do crescimento em corda do bacile
da tuberculose nos caldos sangue lisado seletivo e Middlebrook ............
L ) G, César Helbel, Roger Lean, Vunes Ogassawara,
Ang Maria Werneck Barreto & Celso Luiz Cardoso
Comparison of the growth in cord of the tubercle bacilli
in a selective lysed blood broth and Middlebrook medium
Artigo de revisao {
Esterdides anabolizantes e suas alteracées
em analises clinicas .
E a Perin Fon  Flz Valla Thi
Anabolic steroids and its alterations in clinical chemistry
Desempenho do teste ELISA-“conta” na rotina laboratorial
para o diagndstico da neurocisticercose humana .
Edsc Z I € s Maria Amud Ali do.
annes - (a1 i
Perform st for human cysticercosis diagnosis
in laboratoryal routine
Métodos laboratoriais disponiveis para o diagnéstico
da Fllarioe EIMBAHCR .o maminmammssiivviisisis isadumsisios s e st b ivais
Abraham Rocha
Available laboratorial diagnostic methods of the Lymphatic Filariasis
Avaliacao dos niveis plasmaticos do fragmento 1+2
da protrombina (F,,,) na Doenca Hipertensiva
Especifica da Gravidez (DHEG]).
Lug ia Sant’Ana Dusse, Lauro Mello Vi as (
Prothrombin fragment 1+2 (F,,,) evaluate from plasma levels
in pregnant women showing pre-eclampsia
Prevaléncia de vaginites especificas e inespecificas
em mulheres na pos-menopausa
af, H\ i

Avalia%ﬁo hormonal, bioquimica e citolégica .

em mulheres com id’ade entre 40 e 55 anos, sem reposi¢cao hormonal,

no interior de Pernambuco-Brasil
: Ja de Almeida Catanh

Hormonal, biochemical and cytological evaluation of women between 40 and 55 years old,
without hormonal replacement therapy, in the rural drea of the state of Pernambuco-Brazil
Isolamento de amostras multirresistentes de Staphylococcus aureus
em estetoscoépios usados no ambiente hospitalar....
Bismark Azevedo Cruz de Araujo, Al Lages de Olivi % Laur

Isolation of multi-resistant Staphylococcus aureus str

used in nosocomial enviroment

Ramulo Te

Maria da C
Parasitologic feces analysis: a comparative study using
Coprotest, MIFC, Baermann and Kato methods

Indice remissivo ..




“':"%e e FaE W
SEE E e o
. 'I:q P,

GEE BShR MaG oSSR W R

PR CREARC NGRS ol n
- ezt Lot :I._.lq. e ;_a{:_
o e T T b e

e
£ = Fetie .\,%. s 1 i
i - ] e e L R
BE o0 BE o @ oy N B B
2 o E!‘.:.:. byt [ r s 1 el e e
T e s Cr R TRLNT e
e . Py

5

.............
oo o < O o A
e o B, e

E ncerra-se mais um milénio, marcado por um alto grau de desenvolvimento e por grandes

descobertas, que propiciaram um mundo muito melhor para toda a humanidade. As desco-
bertas da aviagao, dos teleguiados e da comunicagao falada, escrita e por imagem que possibilita-
ram diminuir as distGncias e aproximar mais a humanidade, permitindo ao homem conhecer seu
satelite, ir a um novo planeta e construir a primeira casa extraterrestre.

Na drea da medicina, os progressos foram extraordindrios. Assim, as descobertas das vaci-
nas que permitiram a profilaxia e a erradicagao de doeng¢as como a variola e a poliomielite; da
descoberta da penicilina e de muitos medicamentos modernos e mais eficazes. Também, nesta
area, constatamos o desenvolvimento e transformagées tecnoldgicas e cientificas importantes nas
analises clinicas, onde na bioquimica passou-se dos simples colorimetros aos equipamentos auto-
matizados permitindo a realiza¢ao de mais de 2.000 exames/hora; do emprego dos kits propician-
do maior precisao e exatidao. Ainda nessa area, verificamos a evolug¢ao da imunologia, da biolo-
gia molecular, do emprego de sondas genéticas em microbiologia, do conhecimento avan¢ado do
genoma, das clonagens e de muitos outros avangos.

Em sintese, os beneficios legados neste milénio foram visiveis e de grande valia para a
humanidade em todas areas do conhecimento.

Para os analistas clinicos, ha ainda fatos e datas marcantes que desejamos destacar. Em 28
de novembro de 1967, varios profissionais se reuniram e fundaram a Sociedade Brasileira de And-
lises Clinicas — SBAC, uma associagdo cientifica para divulgar as modernas tecnologias e defen-
der os legitimos direitos dos profissionais legalmente habilitados a exercer a especialidade, pois
até esta data era vedada esta autoriza¢do, apesar de constar na legisla¢do desde 1931.

Como nao podia deixar de ser, a SBAC evoluiu e acompanhou o progresso. Criou em 1969 a
Revista Brasileira de Andalises Clinicas para divulga¢ao da especialidade; em 1971 passou a orga-
nizar os Congressos Brasileiros de Analises Clinicas para o encontro, interc@mbio de experiéncias
e lransmissao de tecnologias aos profissionais, tendo ja realizado 27 congressos em quase todas as
capitais do pais; em 1972 estabeleceu o requlamento para outorga do Titulo de Especialista em
Analises Clinicas para profissionais aprovados em concurso de provas escritas, orais e praticas;
em 1973 participou da fundag¢do da Confedera¢ao Latinoamericana de Bioquimica Clinica — CO-
LABIOCLI; em 1976 criou o Programa Nacional de Controle de Qualidade — PNCQ o qual é hoje o
maior e melhor Programa de Proficiéncia em Andalises Clinicas da América Latina; em 1998 criou o
Departamento de Inspecao e Credenciamento da Qualidade — DICQ, para credenciamento dos
Laboratorios Clinicos do pais em sistemas da qualidade.

Atualmente, a SBAC é filiada a varias organizag¢oes nacionais e internacionais de prestigio
na area, tendo recebido da Associacgao Brasileira de Normas Técnicas — ABNT a incumbéncia da
coordenagao do CB-36 e da Associagao Mercosul de Normalizagdo o CSM-20.

Com este rapido relato, nao citando outras inumeras atividades realizadas, evidenciamos
que nossa Sociedade sempre se encontra alerta as novidades cientificas e tecnolégicas e através
de seus orgaos de divulgagdo as transmite aos seus associados.

Esta Sociedade agradece a todos que colaboraram para o seu engrandecimento, neste milé-
nio que finda, desejando que o novo milénio seja pleno de felicidades e que a prosperidade sempre
esteja presente.

Dr. Willy Carlos Jung
Presidente da SBAC
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Estudos sobre a variacao interobservadores
em citologia cervico-vaginal

Inter-observer studies variation in cervical smear
cytological examinations

Carla Filippin', Leila Maria Borsarini Felipe®, Aguinaldo José do Nascimento® & Maria Suely Soares Leonart’

RESUMO - O carcinoma de colo de titero tem sido extensivamente estudado em relacao a sua etiologia. O acesso aos
métodos diagnosticos, devido a sua localizacdo anatémica, torna este tipo de neoplasia facilmente controlavel, e
mesmo prevenivel. Semelhancas epidemiologicas entre as displasias e os carcinomas cervicais reforcam o conceito de
que se trata de estagios de um mesmo processo patolégico. O exame citologico de Papanicolaou se constitui em uma
arma poderosa para a diminuigao da morbidade e mortalidade por carcinoma cervical. Neste trabalho, foram analisa-
das 40 laminas de material cérvico-vaginal, coradas pelo método de Papanicolaou, por 3 observadores, sem que cada
um tivesse conhecimento prévio sobre os resultados obtidos pelos outros dois. Foram estabelecidos 18 critérios morfo-
l6gicos em graus leve, moderado e acentuado, priorizando-se relagao nucleo/citoplasma, irregularidade da cromati-
na, hipercromasia do nucleo e irreqularidade do contorno nuclear, para displasia ou carcinoma e, adicionalmente,
presenca de espagos vazios no nucleo, formas celulares aberrantes, nucléolos aberrantes e diatese tumoral, para
carcinoma. A sugestao final do diagnostico variou entre: lesao intra-epitelial de baixo grau (LSIL) ou displasia leve;
lesao intra-epitelial de alto grau (HSIL) discriminada como displasia moderada, displasia acentuada ou carcinoma
epidermoide in situ; carcinoma epidermoide invasor e, em alguns casos, adenocarcinoma. As variacoes entre observa-
dores obtidas mostraram concordancia, para a maioria das amostras, nao s6 com relacao aos graus conferidos aos
critérios morfolégicos empregados, como também aos diagnosticos sugeridos. Em quase todas as situacoes em que
houve discordancia, as diferencas foram de apenas um patamar, ou seja, entre displasia leve e displasia moderada ou
entre displasia acentuada e carcinoma In situ. Os resultados obtidos sugerem que o exame citologico de material
cérvico-vaginal, se baseado em critérios morfolégicos bem definidos, apresenta variacoes aceitaveis interobservado-
res, e que pode contribuir de forma segura para o diagnostico.

PALAVRAS CHAVE - Neoplasia cervical; citologla cérvico-vaginal; variagao interobservadores.

SUMMARY - The cervical uterine cancer etiology has been extensively studied. The easy accesses make this neoplasic
type controllable and preventable. Similarities between dysplasia and cervical carcinoma reinforce the concept that
there is different phases in the same pathological process. The Papanicolau smears are an armiul against the morbid-
ness and mortality for the cervical uterine carcinoma. The purpose of the present studies is to show the inter-observer
variations in 40 cervical cytology smears by 3 observers, in a blind test. It was established 18 morphological crl teria as
mild, moderate and severe, giving priorities to nuclear/cytoplasmic ratio, dyskaryosis, hypechromasia and nuclear sha-
pes, for dysplasia and carcinoma, cellular pleomorphisms, macronucleoll, intranuclear clear spaces and tumor diathesis
for neoplasia. The cytological diagnosis were: low-grade squamous intraepithelial lesion (SIL) or mild displasia; high-
grade squamous intraepithelial lesion (HSIL) discriminated as moderate dysplasia, severe dysplasia or carcinoma in
situ: invasive squamous carcinoma or in few cdses, glandular neoplasia. The variations inter-observers showed agree-
ment in more than 50% considering the grades for diagnosis and morphological criterid. In the majority of disagreement
the difference laid on one criterion degree, e.g. mild dysplasia to moderate dysplasia or severe dysplasia to carcinoma in
situ. The results suggest that the cervical smear cytological examination, when based in well-defined morphological

criteria, show variations within acceptable ranges and ensure securities for diagnosis.

KEY WORDS - Cervical neoplasia; cervical smears; cervical cytology; observer variation.
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INTRODUGAO técnicas citolégicas contribuem para o conhecimento
dessas lesoes e instalacao de seu tratamento, com uma
0 carcinoma cervical invasivo ¢ precedido por uma queda consequente da incidéncia deste estado morbi-
série de modificacées do epitélio original, que do (Rezende Filho et al.,1993; Reis et al., 1992).
constituem as lesdes pré-cancerosas ou displasias. As Enquanto no interior do citoplasma de células des-
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camadas no colo uterino normal sao vistos nucleos pe-
quenos e uniformes, com cromatina regularmente dis-
tribuida; em pacientes com neoplasia cervical intra-
epitelial, ou seja, que apresentam lesoes pré-malignas
ou malignas, as caracteristicas citoplasmaticas e nu-
cleares sao diversas, em geral com o citoplasma re-
lativamente menor, albergando um nucleo volumoso,
hipercromatico, com cromatina densa e irregularmen-
te distribuida (Bibbo, 1997).

A variacao de interpretacao em citologia ceérvico-
vaginal tem sido estudada, ao se considerar critérios
morfologicos ou variacoes interobservadores, e até
mesmo de um observador em diferentes oportunida-
des (Kato, et al., 1995). Com o Sistema Bethesda, no
qual as displasias leves sao consideradas como LSIL,
enquanto as displasias moderadas e acentuadas, bem
como 0s carcinomas Iin situ, sao consideradas como
HSIL, reduziu-se as variantes para o diagnostico (Kur-
man & Solomon, 1997). No entanto, as chamadas le-
soes de alto grau geralmente correspondem a um ex-
tenso periodo de evolucao, em diversos estagios. Desta
forma, observou-se a necessidade de se adicionar ter-
mos como displasia leve, displasia moderada, displa-
sia acentuada ou carcinoma Iin situ ao se empregar o
Sistema Bethesda em laudos citologicos (Maeda et al.,
1997; Meisels & Morin, 1997).

Neste trabalho, pretende-se avaliar a variacao in-
terobservadores em citologia cérvico-vaginal, conside-
rando-se critérios morfologicos previamente definidos
para a conclusao do exame citologico.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas, com base na adequacao dos
esfregacos (Kurman & Solomon, 1997; Gompel &
Koss,1997), 40 laminas de material cérvico-vaginal
coradas segundo Papanicolaou, com diagnosticos pre-
vios de LSIL, HSIL ou carcinoma invasor, provenien-
tes de varios laboratorios clinicos. Os esfregacos apre-
sentavam caracteristicas de coleta e aspectos morfolo-
gicos bem adequados, com celulas em quantidades
suficientes. A avaliacao foi feita por 2 ou 3 observado-
res, por escrutinio minuncioso das laminas, sem que
nenhum deles tivesse conhecimento prévio dos resul-
tados obtidos pelos outros observadores.

Para a avaliacao do material, estabeleceu-se os se-
guintes criterios morfologicos, aos quais se conferiram
os graus discreto (D) moderado (M) e acentuado (A),
segundo Takahashi, 1985; Nardozza et al., 1993; Sch-
neider & Schneider, 1998:

*» Numero e tipos de células afetadas

A escassez de celulas alteradas nao reforca um acha-
do morfologico. O aparecimento de células afetadas me-
nos diferenciadas aponta para o agravamento da lesao
intra-epitelial;

* Cariomegalia - nucleo maior que o dobro do seu ta-
manho normal

* Relacao nucleo/citoplasma (relacao N/C) - em com-
paracao com a relacao normal apresentada pelo tipo
celular em analise;
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* Hipercromasia- o aumento do conteudo da cromati-
na acentua a coloracao pela hematoxilina, que se mui-
to acentuada e associada a irreqularidades do contor-
no do nucleo e da cromatina e a aumento da relacao
N/C, sugere malignidade;

* Irregularidade da cromaitina - tendéncia a distri-
buicgao irregular da cromatina, desde aspecto granulo-
so discreto ate bloqueamento, com espacos vazios e blo-
cos 1irregulares com coloracao em tinta nanquim;

* Irregularidade da membrana nuclear - com uma
ou varias indentac¢oes, ou mesmo com alteracoes rele-
vantes na forma nuclear;

» Espessamento irreqular da membrana nuclear - a
cromatina se adere a membrana nuclear de forma irre-
gular, com aspecto heterogéneo da espessura da cario-
teca;

* Disqueratose - orangiofilia em células com diferen-
clacao anormal; Paraqueratose - orangiofilia em célu-
las parabasais com nucleo picnotico; Multinucleacao -
nucleos em numeros variados, idénticos ou pleomorfi-
COoS;

* Pleomorfismo celular - alteragoes morfologicas va-
riadas nas celulas afetadas, que se acentuam com a
evolucao do processo;

* Presencga de coilocitos - extensa regiao perinuclear
clara, circundada por um espessamento do material ci-
toplasmatico. E freqiiente a associacao entre a infec-
¢ao pelo papillomavirus humano e 0s processos pré-ma-
lignos e malignos;

* Anisocariose - variagao do tamanho nuclear, que pode
se acentuar com a evolucao do processo;

» Espacos vazios - o desarranjo da cromatina forma
espacos vazlios, que nao se coram pela hematoxilina, e
que podem ser precoces em carcinomas;

* Nucléolos aberrantes - nucléolos evidentes, com nu-
mero, tamanho, forma e coloracgao irregulares, geral-
mente vistos apenas em carcinoma invasivo;

* Didtese tumoral - aspecto sujo do fundo do esfrega-
¢o, com muco e restos de variadas células degenera-
das, em geral apenas em casos de carcinoma invasivo -
* Presencga de células com formas aberrantes - célu-
las com formas em girino, fibra, formas bizarras e célu-
las indiferenciadas:

* Mifoses anormais - aparecem com estrutura hetero-
morfica, especialmente em carcinomas. Os itens desta-
cados em negrito correspondem aos critérios prioritarios.

A conclusao dos laudos citologicos baseou-se no Siste-
ma Bethesda, com as classificagoes de lesao intra-epitelial
de baixo grau (LSIL) acrescida de displasia leve; lesdao in-
tra-epitelial de alto grau (HSIL) acrescida de displasia mo-
derada, displasia acentuada de células glandulares; ou car-
cinoma cervical invasor de ceélulas escamosas, ou ainda,
adenocarcinoma endocervical ou endometrial.

Na citologia inflamatoéria ocorrem alteracoes reati-
vas e degenerativas das células epiteliais, porém sem
critérios citologicos para displasia ou carcinoma. Quan-
do os critérios citologicos descritos para lesoes pré-
malignas ou malignas se apresentam em raras celulas,
escassos ou pouco evidentes, a classificacao diagnosti-
ca e a de celulas escamosas atipicas de significado in-
determinado (ASCUS) ou de células glandulares atipi-
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cas de significado indeterminado (AGUS), segundo
Bethesda (Kurman & Solomon, 1997). Na displasia leve
as ceélulas afetadas sdo predomintemente superficiais
e intermediarias, podendo ocorrer bi ou multinuclea-
cao, hipercromasia, cariomegalia e discretos aumen-
tos da relacao N/C e irregularidade da cromatina. Na
displasia moderada, em geral muitas das celulas afeta-
das sao metaplasicas, com aumento dos tamanhos nu-
cleares, da hipercromasia, da relacao N/C e das altera-
coes da cromatina, em relacao a displasia leve. Na dis-
plasia acentuada, as alteracoes observadas predomi-
nam em celulas parabasais e metaplasicas imaturas,
com relacao N/C, hipercromasia e irregularidades da
cromatina e da membrana nuclear pronunciada.

O quadro citologico do carcinoma in situ é tipico,
com celulas basais, muito pouco diferenciadas, com
tendéncia a disposicao em fila indiana, citoplasma es-
casso e relacao N/C muito elevada. Podem apresentar
espacos vazios e, excepcionalmente, nucléolos eviden-
tes, que podem auxiliar na definicao do diagnostico.
(Fochi et al., 1987). No carcinoma escamoso invasivo
queratinizado observa-se pleomorfismo celular mais
acentuado, com células aberrantes, como as formas de
fibra ou girino, em geral acompanhada de diatese tu-
moral, nucléolos aberrantes e mitoses anormais.
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Anﬁiisa de residuos do y?

A analise estatistica empregada foi o teste qui-qua-
drado de Pearson e teste qui-quadrado residual.

RESULTADOS

‘Nas Figuras 1 e 2 estao representadas as frequén-
cias dos trés observadores em relacao a classifica-
cao dos esfregacos cérvico-vaginais analisados, que
variou entre ASCUS e carcinoma invasivo. Obser-
vou-se concordancia integral em 50% das laminas
analisadas entre os 3 observadores; em 82%, entre
0s observadores 1 e 2; em 56%, entre os observado-
res 1 e 3; e em 59%, entre os observadores 2 e 3.
Entretanto, ao se considerar também as variacoes
na avaliacao do diagnostico em apenas um grau, a
concordancia aumentou para 87% entre os 3 obser-
vadores; 97% entre os observadores 1 e 2; 84% entre
0s observadores 1 e 3; e 90% entre os observadores
2 e 3. As Tabelas I e Il mostram as frequéncias ob-
servadas para cada examinador e o resultado da ana-
lise do Qui-quadrado.

DISCUSSAO
A observacao e a priorizacao de critérios bem esta-
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belecidos para a determinac¢ao do grau de displasia
e de cdncer € de grande valia para a sugestao do
diagnostico em citologia cérvico-vaginal. Alguns cri-
térios morfologicos foram priorizados neste traba-
lho por correlacionarem melhor, conceltualmente,
com o processo de diferenciagcao anormal que ocor-

re em pré-malignas e malignas (Gompel & Koss,
1997; Bibbo, 1997).

Os trés observadores analisaram laminas previa-
mente classificadas, como processos pre-malignos
ou malignos. Nao houve conhecimento prévio, no
entanto, sobre o estagio conferido pela classificacao
inicial, ou mesmo pelos outros observadores. Em
quase todas as situacoes em que houve discordan-
cia entre os observadores, as diferencas foram de
apenas um patamar. A analise estatistica pelo meto-
do do qui-quadrado indicou nao haver diferencas
entre os 3 observadores em relacao a sugestao de
diagnostico (Tabela I; p>0,05). Entretanto, a anali-
se do qui-quadrado residual para a indicacao de
ASCUS, apontou semelhanca entre o examinador 1
(2 casos) e o examinador 2 (1 caso), e diferenca para
0 examinador 3 (7 casos). O observador 3 discordou
dos outros dois em laminas com alteracoes discretas

optando em algumas delas pelo diagnostico de AS-
CUS (Figura 1).

Existe uma tendéncia entre os citologistas em des-
valorizar critérios morfologicos tipicos de displasia
em presenca de agentes infecciosos agressivos, por
relaciona-los a reatividade celular que acompanha
o processo inflamatorio. No entanto, € preciso ob-
servar atentamente se o somatorio das alteracoes ca-
racteristicas do processo displasico e suficiente para
confirma-lo, ou, em caso de duvida, para apontar a
presenca de ASCUS ou AGUS. Apesar da probabili-
dade de que as alteragoes observadas tenham sido
provocadas pelos proprios agentes, as mesmas exis-
tem e, portanto, devem ser consideradas. Uma pos-
sivel regressao da lesao celular, apo6s a terapéutica
adequada, nao descarta um quadro de displasia, re-
conhecidamente reversivel (Gompel & Koss, 1997).
Neste caso, a diferenga podera ser tanto mais acen-
tuada quanto menor a experiéncia do observador,
dada a dificuldade de interpretacao de critérios mor-
fologicos que se apresentam em grau discreto.

As Figuras 1 e 2 mostram que a discordancia au-
menta para algumas situacgoes, como a diferenciacgao
entre ASCUS e displasia discreta. Ao se tentar corre-
lacionar os diagnosticos sugeridos com a distribui-
cao dos critérios morfologicos avaliados, classifica-
dos como leves, moderados e acentuados, entre o0s
observadores (dados ndao mostrados), observou-se
que, para estagios nos quais os criterios morfologi-
cos adotados sao mais evidentes, como no carcinoma
epidermoide invasivo, a concordancia foi maior (Fi-
guras 1 e 2; Tabela I). A sensibilidade do método ci-
tolégico é relativamente baixa para as formas mais
incipientes de lesao, mas € altissima nas formas mais
avancadas de neoplasia (Fochi et al., 1987)

Como, com a citologia cérvico vaginal sugere-se
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o diagnostico, a ser confirmado através do exame
histopatolégico, € importante oferecer um resultado
descritivo das alteracoes observadas, com subsidios
a avaliacao da gravidade do caso, bem como pre-
meéencia e tratamento aplicavel. A sensibilidade em
detectar células displasicas, independente da espe-
cificidade em relacao ao grau da displasia, nao in-
valida o método; mas o reafirma como um excelente
melo de triagem, que se associado a colposcopia,
pode elevar o indice de acerto do diagnostico para
100%. (Fochi et al., 1987).

Os resultados obtidos sugerem que o exame cito-
logico de material cérvico-vaginal, se baseado em
criterios morfologicos bem definidos, apresenta va-
riagoes aceitavels interobservadores, e que pode con-
tribuir de forma segura para o diagnostico.

Entretanto, a subjetividade dos critérios morfo-
l6gicos, e de sua aplicacao para a decisao sobre a
sugestao do diagnostico, leva a variacoes interob-
servadores, que efetivamente ocorrem na rotina, in-
tra ou interlaboratorios.

No sentido de diminuir o risco de erro do exame
citologico, torna-se premente o estabelecimento de
sistemas de controle de qualidade, incluindo o in-
tercambio interlaboratorios através de trocas de
experiéncias, discussoes de casos e avaliacoes de
exames citologicos. Além disso, é necessarlio apro-
fundar as pesquisas com o estudo dos erros e o deta-
lhamento e padronizacdo de critérios morfologicos
em niveis regionais e nacional.
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Proposta de um modelo de padronizacao
para o exame sumario de urina

Proposal to standardization model for the urinalysis

Queiroz, M. G. R., Alencar, N. M. N & *Melo, C. L.

RESUMO - O exame sumario de urina representa sem duvida um elemento indispensavel na deteccao de diversas
doencas do trato urinario, metabodlicas ou sistémicas nao relacionadas com o rim. Quando realizado e interpretado
criteriosamente, oferece ao solicitante valiosas informacoes para o esclarecimento diagnostico. O presente traba-
lho tem como objetivo propor um modelo de padronizagao de resultados, descritos de acordo com o exame fisico
(volume, cor, aspecto, depésito e densidade), pesquisas bioquimicas realizadas através de tiras reativas (pH, pro-
teinas, glicose, corpos cetonicos, hemoglobina, urobilinogénio, bilirrubina, esterase leucocitaria e nitrito) e os
elementos encontrados na sedimentoscopia urinaria (celulas epiteliais de descamacao, leucocitos, hemacias, cilin-
dros, bactérias, muco, cristais, sais amorfos, leveduras, espermatozoides e parasitas). Além destes parametros,
algumas observacoes podem ser descritas, quando necessarias, com a finalidade de fornecer informacoes ao clini-
co que possam auxiliar no diagnostico de doencas mais especificas. Sabe-se da existéncia de varios interferentes
na urina que podem provocar reacoes falso-positivas ou falso-negativas. Por este motivo, a confirmacao de alguns
componentes urinarios (proteinas, glicose, bilirrubina e urobilinogénio) € necessaria para garantir a exatidao do
resultado. A padronizacao de procedimentos podera evitar as diferentes formas de transcricao do laudo interlabo-
ratorial, o que ocasiona interpretacao e tratamento inadequados.

PALAVRAS-CHAVE - Padronizacao de sumario de urina.

N

SUMMARY - The urinalysis represents, without any doubt, an indispensable element in the detection of several
diseases, metabolic or sistemic of the urinary tract no related with the kidney. When accomplished and interpreted
with criterion, offers to the clinic valuable information to elucidate diagnosis. The present work has the objective to
propose a standardization model of results, described in agreement with the physical exam (volume, color, aspect,
deposit and density), chemical tests (pH, proteins, glucose, ketones, hemoglobin, urobilinogen, bilirrubin, leukocytes
esterase and nitrite) and the elements found in the urine microscopic examination (epithelial cells, white cells, red
cells, cylinders, bacteria, mucus, crystals, amorphous salts, yeasts cells, spermatozoon and parasites). Besides these
parameters, some observations can be described, when necessary, with the purpose of supplying information to the
clinical that can help in the diagnosis of more specific diseases. As know, there are several interferents in the urine
that can promote the false-positive and false-negative reactions. For this reason, the confirmation of some compo-
nents (proteins, glucose, bilirrubin and urobilinogen) is necessary to guarantee the accuracy of the result. The stan-
dardization of procedures can avoid the different transcription forms from interlaboratorial results which causes
inadequate interpretation and treatment.

KEY WORDS - Urinalysis standardization.

W

INTRODUCAO

Padronizacao

padronizacao de procedimentos no laboratorio

clinico, particularmente no setor de uroanalise,
¢ de fundamental importancia para a obtencao da exa-
tidao e da precisao dos resultados. O objetivo da pa-
dronizacdo € eliminar ou pelo menos reduzir a ambi-
guidade e a subjetividade inerentes aos procedimen-
tos adotados na rotina laboratorial. A padronizacao co-
meca com o preparo do paciente atraves das instru-
coes a ele fornecidas pelo laboratoério, (verbal e escri-
ta), no sentido de que o material seja coletado, arma-

zenado e transportado da forma mais adequada e cor-
reta possivel, seguida do processamento, analise, in-
terpretacao e digitacao do laudo.

Com a intencao de padronizar o Exame Sumario
de Urina quanto a descricao de suas caracteristicas
fisicas, pesquisas bioquimicas e analise microscopica
do sedimento, algumas sugesioes sao propostas no que
diz respeilito ao modelo de resultado a ser utilizado no
laboratério clinico, com base nas referéncias abaixo
mencionadas e na nossa experiéncia adquirida.

Como e visto e sabido, a apresentacao do Exame
Sumario de Urina assume aspectos diferentes entre os
laboratorios no momento em que se observa a diversi-
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dade de formas de transcricao dos resultados obtidos.

Via de regra, os modelos de Exame Sumario de
Urina contém as seguintes informacoes:

1. Exame Fisico - Volume enviado, cor, aspecto, de-
posito e densidade;

2. Exame Quimico - pH e as pesquisas qualitativas
ou semi-quantitativas de alguns componentes urina-
rios tals como: proteinas, glicose, corpos cetdnicos,
hemoglobina, urobilinogénio, bilirrubina, esterase leu-
cocitaria e nitrito;

3. Analise microscopica do sedimento urinario
(sedimentoscopia).

4. Observacoes importantes que poderao auxiliar
no esclarecimento diagnostico.

* Volume - informacao desnecessaria, visto que, a
quantidade de material enviado ao laboratoério difere
entre os usuarios. Portanto, sugere-se que este item
seja retirado do modelo de resultado por nao ter ne-
nhuma importancia clinica.

* Cor — amarelo citrino, amarelo ambar, vermelha
e negra. Evidentemente, outras cores deverao ser des-
critas como se apresentam (azul, verde, laranja, etc),
possivelmente devido a ingestao de medicamentos.

* Aspecto - limpido, levemente turvo e turvo.

* Deposito — nulo, discreto, regular e abundante,
cuidadosamente observado com a urina em repouso e
o primeiro item a ser anotado.

* Densidade - 1,005 a 1,035 (alguns fatores devem
ser considerados na interpretagao correta da densida-
de urindaria, quais sejam.: estado da funcao renal e in-
gestdo de liquidos, alimentos e medicamentos).

et "'-'"'1'&"' T- e e L T e L
L, Ly . w
e = o o

* pH - embora um individuo sadio geralmente pro-
duza a primeira urina da manha com pH ligeiramente
acido, (entre 5,0 e 6,0), o pH normal das outras amos-
tras do dia pode variar de 4,5 a 8,0. Consequentemen-
te, nao existem valores normais para o pH urinario,
fator que deve ser considerado em conjunto com ou-
tras informacoes do cliente, tais como: valor do equili-
brio acido-base do sangue, funcao renal, presenca de
infeccao do trato urinario, ingestao de alimentos ou
medicamentos e tempo transcorrido apos a coleta da
amostra.

* Proteinas

tracos, positivo (1+, 2++, 3+++ e 44++++) ou
negativo.

* Glicose

tracos, positivo (14, 2++4, 3+++ e 4++++) ou
negativo.

* Corpos Cetonicos

tracos, positivo (1+, 2+ + e 3+ ++) ou negativo.

* Hemoglobina -

tracos, positivo (14, 2++, 3++4++ e 4+ +++4+) ou
negativo.

* Urobilinogénio

tracos normais, aumentado (1+, 2++ e3+++), em
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mg/dL ou E.U. (do inglés, Unidades Erlich) quando
possivel e de acordo com o desempenho da tira reati-
va.

* Bilirrubina

tragos, positivo (1+, 2++ e 3+++) ou negativo.

* Esterase Leucocitaria

tragos, positivo (1+, 2++ e 3+++) ou negativo.

* Nitrito

positivo ou negativo.

2.1.Testes confirmatorios

Existem varios interferentes na urina que podem
provocar o aparecimento de reacgoes falso-positivas ou
falso-negativas nas tiras reativas. Por este motivo, a
confirmacao de alguns parametros bioquimicos é ne-
cessaria para garantir a exatidao do resultado.

Em caso de proteinas, glicose, bilirrubina e urobi-
linogénio positivos (tira reativa), confirmar os resulta-
dos adotando os procedimentos descritos abaixo:

*Centrifugar 10 mL de urina previamente aqgi-
tada a 1.500 rpm durante 5 minutos.

* Proteinas - Transferir 2 mL desta urina para um
tubo de ensaio. Pipetar 2 mL de Acido Sulfossalicilico
10% e introduzir a pipeta ate o fundo do tubo, deixan-
do o acido escoar lentamente sem agitacao. Observar
atentamente o aparecimento ou nao de um anel es-
branquicado entre a urina e o acido de intensidade
diretamente proporcional a concentracao de proteinas
na amostra analisada.

Interpretacao

Auséncia de turvacao Proteinuria Negativa

Discreta turvacao Tracos
Fraca turvacao (+)
Moderada turvagao (++)
Intensa turvacao (+++)
Intensa turvagao com precipitacao (++++),

Causas
- Funcionais (exercicio muscular intenso, gravidez,
proteintria ortostatica).

- Preé-renal (febre, condicoes toxicas, congestao ve-
nosa, hipertensao maligna, proteinuria de Bence-Jones).

- Renal (glomerulonefrites, sindrome nefrotica, le-
sao do parénquima renal)

- Pos-renal (cistites, uretrites, prostatites, contami-
nacao com secrecao vaginal e uretral).

* Glicose - Em um tubo de ensaio, colocar 2,5 mL
do reativo de Benedict e 4 gotas de urina. Misturar e
aquecer em bico de Bunsen ou lampada a alcool ateé
ebulicao, durante 2 minutos. Observar cuidadosamen-
te a mudanca na cor da mistura (reativo/urina). ‘
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Interpretacao

Azul ou verde (limpido) Auséncia
Verde oliva (turvo) Tracos
Verde amarelado (+)
Amarelo claro (++)

Alaranjado (+++)
Vermelho tijolo (++++)

Causas
- Diabetes mellitus, reabsorcao tubular deficiente
(sindrome de Fanconi e nefropatia tubular avancada),
lesdoes do SNC, disturbios da tireoide, gravidez com
possivel diabete melito latente.

* Bilirrubina - Em um tubo de ensaio, colocar 2 mL
de urina. Pipetar 2 mL da solucao de Lugol forte, intro-
duzindo a pipeta até o fundo do tubo, deixando escoar
lentamente o Lugol sem agitacao. Observar atentamente
0 aparecimento ou nao de um anel verde entre a urina
e o Lugol, de tonalidade tanto mais intensa quanto maior
a concentracao de bilirrubina na amostra.

Causas
- Hepatites, cirrose, obstrucao biliar.

O bservagao: Deve despertar grande aten¢ao
a urina amarelo-laranja de pessoas que es-
tao fazendo uso de compostos derivados da
Piridina (Pyridium), ja que o espesso pigmento
produzido pode ser tomado erroneamente por
bilirrubina no exame inicial.

* Urobilinogénio - Em um tubo de ensaio, colocar
2 mL de urina. Pipetar 2 mL de Acido Nitro-Nitroso,
introduzindo a pipeta ate o fundo do tubo, deixando
escoar lentamente o acido sem agitagcao. Observar cui-
dadosamente o aparecimento de um anel castanho
(Ambar) entre a urina e o acido, de tonalidade tanto

mais intensa quanto maior a concentracao de urobili-
nogénio na amostra.

Causas
- Doencas hepaticas, disturbios hemoliticos, uri-
nas concentradas.

Observacadao: Algumas areas das tiras reati-
vas de boa qualidade, tais como, corpos ceto-
nicos, sangue (hemoglobina), nitrito e leuco-
citos (esterase) proporcionam confiabilidade
na leitura suficiente para dispensar os testes
confirmatorios.

Importante: As caracteristicas fisicas da uri-
na e a leitura das tiras reativas devem ser ob-
servadas em ambiente com boa luminosida-
de. A luminosidade ndo tera muita importan-
cia no que diz respeito a leitura das tiras reati-
vas quando o laboratorio possuir equipamen-
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to automatizado. O armazenamento e o uso
adequados das tiras reativas devem obedecer
as recomendacoes lécnicas do fabricante.

2.2. Controle de qualidade

O uso obrigatorio e diario de controles qualitati-
vos, semi-quantitativos e quantitativos tem como ob-
jetivo checar metodologias, reagentes, equipamentos
e a capacidade técnica de quem realiza os testes labo-
ratoriais, no sentido de obter resultados confiaveis e
facilitar a interpretacao analitica. Para tanto, torna-se
necessario que o laboratério clinico seja vinculado a

programas de controle de qualidade idéneos tais como
PNCQ, PELM, etc.
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3. Andlise microscépica do rindrio
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3.1. Preparo e analise do sedimento urinario

a) Agitar suavemente toda a urina.

b) Colocar 10 mL da amostra em um tubo c6nico gra-
duado e identificado para concentrar o sedimento
urinario.

c) Centrifugar o material a 1.500 rpm durante 5 mi-
nutos. Manter os tubos fechados com tampa ros-
queavel (preferencialmente) para evitar o fendme-
no do aerosol.

d) Desprezar o sobrenadante, caso nao haja necessi-
dade de confirmar algum parametro conforme des-
crito.

e) Misturar suavemente o sedimento, retirar 50 uL e
colocar sobre uma lamina para microscopia.

f) Homogeneizar o sedimento com a ponta da lami-
nula e cobrir o material.

g) Aguardar cerca de 1 minuto para que os elementos
se depositem na superficie da lamina.

h) Observar o sedimento inicialmente com Obj. 10x e
luminosidade reduzida (diafragma embaixo) para
obter uma visao geral em varios campos microsco-
p1Cos.

1) Efetuar a identificacao dos elementos com Obj. 40x
e descrevé-los como estabelecido abaixo:

3.2. Ordem e forma de descricao dos elementos
presentes no sedimento urinario

1°) Células epiteliais de descamacao (contar 10
campos microscopicos Obj. 40x e descrever de acordo
com O €caso):
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Obs: Lembrar que, as células tubulares renais
e as lransicionais em numero significativo,
podem, quando seguramente identificadas,
adquirir importancia diagnostica.

2°) Leucocitos (contar 10 campos microscopicos
Obj. 40x e descrever de acordo com 0 caso):
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3°) Hemadcias bem ou mal preservadas (contar 10
campos microscopicos Obj. 40x, identificar e descre-
ver de acordo com o caso):

Observagdo: Se no mesmo sedimento estive-
rem presentes hemacias bem e mal preserva-
das, indicar o predominio.

Ex. 1: Raras hemacias, com predominio das
bem/mal preservadas.

Ex. 2: Hemacias (X/campo em media), com
predominio das bem/mal preservadas.

Ex. 3: Numerosas hemacias, com predomi-
nio das bem/mal preservadas.

4°) Cilindros (contar 10 campos microscopicos Obj.
40:{, identificar e descrever de acordo com o caso):
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5°) Filamentos de muco (contar 10 campos micros-
copicos Obj. 40x e descrever de acordo com 0 caso e 0
bom senso do analista):

6°) Cristais (contar 10 campos microscopicos
Obj. 40x, identificar e descrever de acordo com o {:asul:
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7°) Sais amorfos — uratos, fosfatos, etc (contar 10
campos microscopicos Obj. 40x e descrever de acordo
com o caso e o bom senso do analista - verificar o pH
da urina):
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8°) Leveduras — Conidios, pseudomicelios e pseu-
dohifas de leveduras (contar 10 campos microsco-
picos Obj. 40x, identificar e descrever de acordo com
0 caso e 0 bom senso do analista):

9°) Trichomonas vaginalis (mulher) e Trichomonas
sp (homem) — de acordo com o caso:

L S
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11°) Bactérias — Em caso de bacteriuria positiva
(sugestiva de infeccao urinaria), detectada na sedimen-
toscopia, colocar 2 gotas de urina previamente agita-
da sobre uma lamina (nao espalhar), deixar secar em
estufa a 37°C por alguns minutos e corar pelo metodo
de Gram. Secar a lamina suavemente com papel de
filtro e circundar a area corada com lapis dermografi-
co ou caneta de transparéncia na parte inferior da la-
mina para delimitar a area a ser analisada. Contar 20
campos microscopicos com a objetiva de imersao, des-
crever a flora bacteriana quanto a morfologia (cocos,
bacilos, cocobacilos, etc), caracteristicas tintoriais
(Gram positivo ou Gram negativo) e calcular a media
de microrganismos observados.

Exemplos de descricao da bacteritria:

Flora bacteriana homogénea, constituida por raros
cocos Gram positivo (media < 1).

Flora bacteriana homogénea, constituida por co-
cos Gram positivo (média = ou > 1).

Flora bacteriana homogénea, constituida por raros
bacilos Gram negativo (média < 1).

Flora bacteriana homogénea, constituida por baci-
los Gram negativo (média = ou > 1).

Flora bacteriana homogénea, constituida por raros
bacilos Gram positivo (média < 1).

Flora bacteriana homogénea, constituida por baci-
los Gram positivo (média = ou > 1).

Flora bacteriana mista, constituida por bacilos e
cocos Gram positivo (média = ou > 1).

Flora bacteriana mista, constituida por cocos Gram
positivo e bacilos Gram negativo (média = ou > 1).

Flora bacteriana mista, constituida por bacilos Gram
positivo e bacilos Gram negativo (média = ou > 1),

Flora bacteriana mista, constituida por bacilos Gram
negativo e bacilos e cocos Gram positivo (média = ou > 1).

Flora bacteriana mista, constituida por bacilos Gram
positivo e bacilos e cocos Gram negativo (média = ou > 1).
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a) Nao foram visualizados cilindros nem bactéri-
as no sedimento examinado.

b) Resultado compativel com o quadro de infec-
cao urindria (no caso de os elementos encontrados
indicarem tal situacao). Observar as evidencias pre-
sentes nas pesquisas bloquimicas e no sedimento uri-
nario.

c) Resultado compativel com o quadro de doenca
glomerular (no caso de estarem presentes hemacias
dismorficas e cilindros hematicos seguramente i1den-
tificados e em quantidades significativas). A micros-
copia de contraste de fase € extremamente util na iden-
tificacao do dismorfismo eritrocitario pois tem a van-

agem de fortalecer a silhueta das hemacias portado-
ras da referida alteracao.

d) Flora bacteriana compativel com a microbiota
da uretra distal (quando a situacao for seguramente
identificada - coleta e/ou recipiente inadequados?).
O usuario do laboratorio recebeu as instrugoes (ver-
bais e/ou escritas) para coletar o material? Relacio-
nar os achados bioquimicos com os elementos obser-
vados na sedimentoscopila. Lembrar sempre que a
quantidade e a qualidade da amostra clinica sao de

RBAC, vol. 32(4), 2000

fundamental importancia para a obtencao de resul-
tados confiaveis.
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Avaliacao da funcao plaquetaria
de doadores de sangue

Assessment of the platelet function of blood donnors

Neiva', T.J.C; Brocardo?, G.; Ferreira®, J.S.; Ferreira® V.L & Castro*, C.E.S

RESUMO - A utilizagao de hemoderivados constitui-se atualmente numa modalidade terapéutica de fundamental
importancia no exercicio da medicina. Dentre os diversos hemocomponentes que podem ser utilizados, o concen-
trado de plaquetas (CP) € de grande utilizagao em situagoes de disturbios hemorragicos. O estudo teve por objetivo
avaliar perfil laboratorial de doadores de plaquetas na sua fase de triagem e o monitoramento dos CP utilizados
para fins terapeuticos. Foram avaliados 120 individuos adultos selecionados na triagem. As bolsas de CP obtidas
foram divididas em grupo de 30 bolsas, respectivamente Oh, 24hs, 48h e 72h apos sua preparacao. Na triagem a
média de plaquetas foi de 1,76x10°/mm®. Os testes de agregacao com coldgeno, ADP e adrenalina demonstraram
respectivamente 20%, 43% e 40% de doadores hipoagregantes. Nas bolsas de CP foi encontrado um volume médio
de 50,9ml com concentracao plaquetaria inicial de 1,74x10°/mm?, reduzindo 48% em 24hs. A agregacao plaqueta-
ria reduziu significativamente para colageno apos 48hs e para ADP e adrenalina em 24hs. o pH inicial das bolsas
fol de 7,39 alterando-se significativamente em 24hs poréem, mantendo-se dentro dos limites normais. Os resulta-
dos obtidos nos permitem inferir que o processo de separacao e armazenamento promovem um grau de ativacao
plaquetaria significativos. O estudo também demonstra a necessidade de uma reavaliacao para os indicadores

laboratoriais necessarios a doacao de plaquetas objetivando adequar a qualidade deste hemoderivado em benefi-
c1o da populacao.

PALAVRAS-CHAVE - Plaquetas, controle de qualidade, hemoderivados.

N
7

SUMMARY - The use of hemoderivates is nowadays a fundamentally important therapeutic modality in the exercise
of medicine. Among the various hemocomponents employed, we have the platelet concentrate (PC), indicated in
cases of hemorrhagic disturbances. This study had as a goal to assess the laboratory profile of platelet donors on
their screening phase, and the monitoring of platelet concentrates (PCs). In the study, 120 adult individuals selected
on screening tests were evaluated. The obtained PC bags were divided on 30-bag groups of 0 hours, 24 hours, and 72
hours, respectively, following their preparation. The average number of platelets at screening was 1.76x10°/mm’
Tests of aggregation using collagen, ADP, and adrenaline showed 20%, 43% and 40% hypoaggregated donors. In PC
bags a mean volume of 50.9ml was found, with an initial platelet aggregation of 1.74x10°/mm’, reducing 48% in a
24-hour period. Platelet aggregation reduced significantly to collagen after 48 hours, and to ADP and adrenaline In
24 hours. The bags showed an initial pH of 7.39, with significant alteration on 24 hours, keeping nevertheless to
normal limits. Results, such as obtained, allow us to infer the process of separation and storing promote a significant
degree of platelet activation. The study demonstrates also the need to reassess the laboratory indicators necessary
for platelet donation, seeking to render the quality of this hemoderivate adequate, so as to benefit the population.

KEY WORDS - Platelet, quality control, hemoderivates.
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INTRODUCAO derna, que basicamente inclui o concentrado de hema-

cias, plasma, crioprecipitado e o concentrado de plaque-
Os hemoderivados sdo obtidos a partir de doagoes de | tas*’.

sangue voluntanas, coletados em servicos de he- Atualmente, a producao e o controle de qualidade
moterapia constituindo-se numa modalidade terapéeuti- | dos hemoderivados obtidos nos Servigos de Hemotera-
ca de grande importancia clinica. Nos Estados Unidos, | pia do Brasil obedecem as recomendac¢oes do Minis-
cerca de 22 milhoes de diferentes hemoderivados sdao | tério da Saude* que preconizam a realizacdao de uma
transfundidos por ano, sendo que deste total, cerca de 7 triagem preévia, testes sorologicos e determinacao de
milhoes sao referentes a bolsas de concentrados de pla- | padroes hematologicos dos doadores, permitindo as-

quetas (CP)'. A partir do sangue humano, chegam-se
aos hemocomponentes utilizados na hemoterapia mo-

sim, avaliar o estado de saude destes, diminuindo em
muito, os riscos e as complicacoes relacionadas as he-

—
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motransfusoes. Dentre os diversos hemocomponentes
obtidos, temos o concentrado de plaquetas (CP), bastan-
te utilizado nos distarbios trombocitopénicos”.

Quando consideramos os concentrados de plaque-
tas (CP), ha varios fatores que devem ser observados
para que tenhamos um padrao de qualidade aceitavel
que incluem: temperatura, volume, pH e avaliacao
quantitativa de plaquetas. Estudos utilizando-se CP
demonstram que essas células perdem sua viabilida-
de muito rapidamente durante o periodo de armaze-
namento, o que implica na necessidade de uma reno-
vacao constante de estoque®’®. Vale ressaltar que nos
Servicos de Hemoterapia do Brasil ainda nao sao rea-
lizados estudos rotineiros que permitam avaliar a fun-
cao plaquetaria no estagio inicial da doacao e apos
obtencao do CP durante o seu periodo de armazena-
mento. Apesar dessa avaliacao nao constituir uma obri-
gatoriedade, sabe-se que o monitoramento da funcao
plaquetaria e fundamental para a eficacia terapéutica
desse hemocomponente. Dessa forma, o presente tra-
balho tem por objetivo avaliar a funcao plaquetaria de
doadores de sangue de Servi¢co de Hemoterapia do
Hospital Universitario-UFSC.

MATERIAL E METODOS

Reagentes
Adenosina difofato (ADP), adrenalina e colageno

foram adquiridos da Crono-log. Corp. Citrato de s6dio
dihidratado-Merck.

Amostras

Foram estudados 120 individuos adultos de ambos
0S sexos que, apos terem manifestado seu desejo de
doar sangue, foram submetidos a triagem clinica e
exames laboratoriais no Servico de Hemoterapia da
Universidade Federal de Santa Catarina. Apos libera-
cao para doacao os doadores foram informados do es-
tudo e sob seu consentimento, eram coletados 10ml de
sangue (pré-fracionamento), atraves de pungao veno-
sa e anticoagulado com citrato de sédio 0,38% final.
Para o estudo com CP foram utilizadas 120 bolsas pre-
paradas a partir do sangue total de doadores previa-
mente aprovados no processo de selecao.

Separacao de plaquetas (triagem)

As plaquetas foram isoladas por centrifugacao do
sangue total a 180xg durante 6min a temperatura am-
biente para obtencao do plasma rico em plaquetas
(PRP) A concentracao de plaquetas do PRP foi posteri-
ormente reajustada para a 3x10° plaquetas/mm’ com
solucao fisiologica.

Separacao do Concentrado de Plaquetas

As plaquetas foram isoladas por centrifugacao do
sangue total a 1600xg durante 8 min a temperatura de
22°C para obtencao do plasma rico em plaquetas (PRP).
O PRP obtido fol novamente centrifugado 2400xg du-
rante 8 min. nas mesmas condigoes experimentais.
Apos a ultima centrifugacdo separou-se o sobrenadante
(PPP) e o residual contendo plaquetas foi ressuspenso
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em um volume médio de 50+0.9ml do respectivo plas-
ma. A bolsa contendo o concentrado de plaquetas(CP)
fol mantida em repouso por 1h e posteriormente colo-
cado em um agitador onde permaneceu sob agitacao

constante ate seu uso. Os CP foram avaliados por pe-
riodos de Oh a 72hs.

Estudos de agregacao plaquetaria

O estudo foi1 feito sequndo o método descrito por
Born e Cross” utilizando-se agregémetro modelo Net-
Lab. Os agentes indutores e suas respectivas concen-
tracoes foram : colageno- 2,0pg/ml, adrenalina-6uM
e ADP- 6uM. Para cada teste foram utilizados aliquo-
tas de 450u]l de PRP e a quantificacao da agregacao foi
expressa em % de agregacao apos 5 min. de estimula-
cao. Esse procedimento fo1 utilizado para a triagem
dos doadores e CP. O numero de plagquetas foi manti-
do constante (3x10°/mm?).

Monitoriza¢cao do pH e volume
A medida de pH foi feita em aliquotas de CP ( 2ml)
utilizando-se potenciémetro modelo Cibas. O volume
das bolsas de CP fol avaliado utilizando-se uma pro-
veta laboratorial.

Analise estatistica
Os resultados obtidos foram tratados estatisticamen-
te utilizando-se o programa Instat-2. O teste de esco-
lha fo1 Student-t e adotou-se como diferenca significa-
tiva os valores de p < 0.05 e p< 0.01.

RESULTADOS

Na Tabela I encontram-se distribuidos os valores
medios plaquetas em sangue periférico de doadores
na etapa inicial do procedimento de doacao (triagem).
O estudo funcional da plaquetas foi realizado atraves
de agregacao utilizando-se como agonistas colageno,
ADP e adrenalina (Figura 1).

TABELA |
‘ Avaliacao quantitativa de plaquetas
pre-fracionamento no sangue dos doadores(triagem)

Plaguetas (x10°/mm?) Média =DP
Quantificagao 1.76% 0.43
n=120
FIGURA 1
Avaliacao funcional das plaquetas pré-fracionamento
100
5’3 80
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5
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Colageno ADP Adrenalina
Estimulos
n=120
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FIGURA 2

Agregacao com colageno

Normoagregante

80%

n=120

Hipoagregante
20%

FIGURA 3
Agregacao com ADP

FIGURA 4
Agregacao com adrenalina

Hipoagregante

43%

do Concentrado de

Hipoagregante

n=120

Normoagregante

57% n=120 moagregante

60%

TABELA I
Medida de volume, pH e concentracao de plaquetas
Plaquetas(CP) apos

fracionamento

As Figuras 2 a 4 apresentam
a distribuicao dos doadores du-
rante o processo de triagem se-

.......
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gundo a funcao plaquetaria. Os
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ntn (hs }:-: phns
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resultados obtidos demonstra-

mmmmmm
mmmmmmm

.....

ram que em media, 80% dos
doadores apresentaram-se nor-

_ moagregantes quando da utili-

Plaquetas x10°%/mm?

1.74 £ 0.9

1.56 = 0.7

0.93 = 0.2*

090+ 0.1% zagao de colageno como agen-

Analise estatistica: Studentt; p< 0.05*, n=120.

FIGURA 5

Agregacao com colageno

Agregacao(%)

24

48

72hs

Tempo (hs)

Analise estatistica: Student t; p< 0.05*; p< 0.01**; n=120.

FIGURA 6

Agregacao com ADP

Agregacao(%)

& & & 8

24

Tempo (hs)

48

72

Analise estatistica: Student t; p< 0.05*; p< 0.01**; n=120.
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te agregante (Figura 2). Ja para
os estimulos ADP e adrenalina
37% e 60% dos doadores foram normoagregantes (Fi-
guras 3 e 4).

O estudo com concentrado de plaquetas (CP) foi rea-
lizado atraves das medidas de volume, pH, concentra-
cao de plaquetas (Tabela II) e agregacao plaquetaria
em diferentes periodos de armazenamento (Figuras 5 a
7). Das 120 bolsas estudadas observou-se um aumento
significativo no valor de pH apos 24hs de armazena-
mento, mantendo-se constante apos esse periodo. Ja
para a contagem de plaquetas houve diminuicao signi-
ficativa apo0s 48hs de armazenamento (Tabela 11).

Nas Figuras 5 a 7 estao representados os estudos
funcionais do concentrado de plaquetas através de a-
gregacao. A agregacao plaquetaria frente ao colageno
fol avaliada nos diferentes periodos de armazenamen-
to. Observou-se uma hipofunc¢ao plaquetaria apos 48hs
de armazenamento (Figura 5). Quando avaliados na
presenca de ADP e adrenalina observou-se uma hipo-
funcao plaquetaria significativa logo apos a separa-
cao dos CP (Figuras 6 e 7).

FIGURA 7
Agregacao com adrenalina
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Analise estatistica: Student t; p< 0.05*; p< 0.01**; n=120.
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos do estudo pré-fracionamento de-
monstraram que, quantitativamente, as plaquetas dos doa-
dores admitidos na triagem, encontram-se dentro dos li-
mites de normalidade (Tabela I). Quanto ao estudo funci-
onal, observou-se um padrao variado de respostas frente
aos estimulos utilizados (Figura 1). Estes resultados po-
dem ser decorrentes de caracteristicas individuais para
estimulos estudados, ja que os agonistas ADP e adrenali-
na, induzem agregacao predominantemente por secrecao
de substancias endogenas, sendo, portanto, considerados
agonistas fracos. Por ouro lado, o colageno é responsavel
pela ativacao de diversos sistemas metabolicos intracelu-
lares, além da secrecao o que o faz um agonista forte'*"".
Outro fator que poderia contribuir para a diminuigao de
resposta frente aos estimulos, seria a automedicacao. E
bem estabelecido na literatura que o uso de substancias
inibidoras de ciclooxigenase, tais como, o acido acetilsali-
cilico, apresentam efeito por um periodo de 7 a 10 dias.
Embora os doadores nao relatem o uso dessas substancias
no processo de triagem, sabe-se hoje que, inumeros far-
macos tais como antiinflamatorios, antibioticos e comple-
x0s vitaminicos, com potencial antioxidante, podem ini-
bir a funcao plaquetaria'*"’. O questionario aplicado na
triagem, que aborda fatores como doencas e medicamen-
tos, estda de acordo com as determinac¢oes do Ministerio
da Saude, porém, o principal detalhe desse sistema € que
o doador muitas vezes nao considera drogas utilizadas
com certa rotina, como dipirona, aspirina, paracetamol e
complexos vitaminicos como medicamentos e acaba nao
declarando no questionario. Isto nos parece claro se con-
siderarmos que de todos os 120 doadores estudados no
pré-fracionamento apenas um declarou ter utilizado me-
dicamento (antibiotico), mesmo assim, duas semanas an-
tes da doacao (dados nao mostrados). Aliado a isso, temos
o fato das determinacoes do Ministério da Saude-1993%,
liberando para a preparacao de concentrado de plaque-
tas, o sangue de doadores que utilizem medicamentos trés
dias apos o uso. Considerando que a literatura descreve
medicamentos que alteram, significativamente, a funcao
plaquetaria, por até duas semanas apos 0 seu uso, 0s nos-
sos resultados demonstram a necessidade de uma reava-
liacao nas normas preconizadas atualmente pelo Minis-
tério da Saude.

O estudo apos fracionamento demonstrou que o vo-
lume médio de concentrados de plaquetas (Tabela II) en-
contram-se dentro da normalidade para as unidades de
concentrado. Ja a monitorizacao do pH, revelou que apos
24hs houve um aumento significativo, permanecendo
constante apos os demais periodos de armazenamento.
Embora tenhamos observado um aumento inicial, os re-
sultados obtidos encontram-se dentro dos padroes de qua-
lidade exigidos. A significativa alteracao de pH inicial-
mente observada pode ser decorrente de "lesdoes de arma-
zenamento' pelas quais as plaquetas estao sujeitas. O au-
mento de pH, pode também ser decorrente de trocas ga-
sosas, que sao maiores no periodo inicial de armazena-
mento e tendem a se estabilizar posteriormente '**°,

Avaliando-se a concentracao de plaquetas nas bolsas,
o rendimento obtido encontrou-se dentro da normalidade
até o periodo de 24 horas de armazenamento e apos 48 hs
verificou-se uma diminuicao significativa na concentra-
cao de plaquetas. Esses dados nos sugerem que esse fe-
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nomeno é decorrente de lesao da membrana celular que
se traduz em nosso estudo por uma diminui¢ao do nume-
ro de plaquetas.

Analisando os estudos de agregacao plaquetaria em
bolsas de CP, utilizando-se o colageno como indutor (Fi-
gura 5) observamos uma diminuicao significativa na agre-
gacao 48h ( p< 0.05) e 72h (p< 0,01) apos a preparacao
das bolsas. Ja para os demais agonistas observamos que a
hipofuncao plaquetaria inicia-se apo0s a preparacao da
bolsa e aumenta progressivamente (Figuras 6 e 7). Essa
diminuicao pode ser justificada pelo processo de separa-
cao das bolsas onde ocorre em duas etapas com diferentes
centrifugacoes o que poderia levar a degranulacao pla-
quetaria. Outro fator poderia ser decorrente da perda da
viabilidade natural das plaquetas, durante o armazena-
mento, visto que as mesmas encontram-se em um meio
diferente do fisiologico, o que leva a ativacao plaquetaria
progressiva e consequente disfuncao plaquetaria'*">'.

Segundo Noral e cols'’, de todas as plaquetas trans-
fundidas em paciente (receptor), somente 66% destas cir-
culam livremente e varios sao os fatores que podem afetar
a funcao dessas células tais como: infecgoes e uso de anti-
bioticos. Isto nos faz concluir que é de fundamental 1m-
portancia existir nos Servicos de Hemoterapia, um con-
trole rigoroso sobre os CP. Os resultados do presente tra-
balho demonstram a necessidade de uma reavaliagao para
os indicadores laboratoriais necessarios a doacao de pla-
quetas, objetivando adequar a qualidade deste hemoderi-
vado em beneficio da populacao.
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Comparacao do crescimento em corda
do bacilo da tuberculose nos caldos
sangue lisado seletivo e Middlebrook’

Comparison of the growth in cord of the tubercle bacilli in a selective
lysed blood broth and Middlebrook medium

Luiz Roberto Bigao Giacomelli', César Helbel', Roger Leandro Nunes Ogassawara’,
Angela Maria Werneck Barreto® & Celso Luiz Cardoso’

RESUMO - Com objetivo de utilizar uma técnica de cultura em lamina em futuros experimentos em nosso laboraté-
rio, comparamos neste estudo o crescimento em corda do bacilo da tuberculose em caldo sangue lisado seletivo
(SLS) e no meio de Middlebrook (7H9), empregando como indculo esfregacos de escarro obtidos de 12 pacientes
com tuberculose pulmonar. Cada esfregaco foi confeccionado, em duplicata, em uma 4rea de 10x25 mm de uma
lamina 13x76 mm, utilizando-se al¢a bacteriologica descartavel de 10uL. Uma série de esfregacos (n=48) foi fixada
pelo calor, outra séerie (n=48) foi fixada e corada pela técnica de Ziehl-Neelsen e uma terceira série (n=48) nao
fixada pelo calor, fol usada como controle positivo. As laminas foram cultivadas a 37°C nos caldos SLS e 7H9 durante
7 dias. Todos os esfregagos controles apresentaram crescimento em corda. Entretanto, nos esfregacos fixados pelo
calor a positividade no caldo SLS foi de 12/12 (100%) contra 10/12 (83%) no meio 7H9. Nenhum dos esfregacos
fixados e corados (Ziehl-Neelsen) mostrou crescimento nas culturas em laminas. Os resultados sugerem que o caldo
seletivo sangue lisado € levemente superior ao meio de Middlebrook para o cultivo em lamina de esfregacos do
bacilo da tuberculose fixados pelo calor.

UNITERMOS - Bacilo da tuberculose, crescimento em corda, caldo sangue lisado seletivo, meio de Middlebrook.

ABSTRACT - Aiming at using the slide culture technique in future experiments in our laboratory, we compared in this
study the growth in cord of tubercle bacilli in a selective lysed blood broth (SLB) and in Middlebrook (7H9) medium.
sputum smears from 12 patients with pulmonar tuberculosis were used as inocula. Duplicates of each smear were
made by spreading the sputum specimen over a 25x10 mm area of a 76x13 mm glass microscope slide, using a 10uL
disposable loop. A smears series (n=48) was heat-fixed, another series (n=48) was heat-fixed and stained using the
Ziehl-Neelsen method, and a third series (n=48) was not heated and acted as a positive control. The slides were
cultured in SBL broth and Middlebrook medium at 37°C for 7 days. All control smears produced cord-forming microco-
lonies on slide cultures. However, in smears heat-fixed the positivity in SBL broth was of 12/12 (100%) against 10/12
(83%) in Middlebrook medium. None of the Ziehl-Neelsen stained sputum smears showed growth on slides cultured in
both SBL broth and Middlebrook medium. The results suggest that SBL broth is slightly superior compared to Middle-
brook medium for the slide culture of the tubercle bacilli in heat-fixed sputum smears.

KEY WORDS - Tubercle bacilli, growth in cord, selective lysed blood broth, Middlebrook medium.
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INTRODUCAO do como indculo, esfregacos de escarro fixados pelo calor
e esfregacos corados pela técnica de Ziehl-Neelsen.’
O bacilo da tuberculose, quando cultivado em
lamina, apresenta um crescimento tipico em corda MATERIAIS E METODOS

cuja Intensidade depende, entre outros fatores, da quali-

dade nutritiva do caldo que banha o suporte sélido (lami- | ®Amostras de escarro

na) que contém o esfregago microbiano."* Com objetivo Foram utilizadas 12 amostras de escarro coletadas de

de utilizar a técnica de cultura em lamina em futuros ex- pacientes, em fase de diagnéstico de tuberculose pulmo-

perimentos em nosso laboratorio, comparamos no presen- | nar, cadastrados no Laboratério de Bacteriologia do Cen-

te trabalho o crescimento em corda do bacilo da tuberculo- tro de Referéncia Prof. Hélio Fraga, Rio de Janeiro, RJ.

se em caldo sangue lisado seletivo (SLS) e no classicomeio | As amostras foram acondicionadas em caixa de isopor com

de Middlebrook (7H9) adicionado de antibioticos, utilizan- gelo, enviadas por via aérea para Maringa e analisadas
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Figura 1 - Cultura em lamina positiva. A - Leitura inicial do esfregago de escarro com objetiva de 10x (100 aumentos); B - Crescimento em corda do bacilo da
tuberculose observado com objetiva de 20x (200 aumentos); C - Crescimento em corda observado com objetiva de 40x (400 aumentos). Foi utilizado um

microscopio Olympus modelo BX50F-3 (Olympus America Inc., Lake Success, N. Y., USA) e filme Plus-X pan ISO 125/22 (Eastman Kodak Company, Rochester,
N. Y., USA).

imediatamente ap6s o recebimento. Todos os especimes
foram baciloscopia positiva (3+) e posteriormente confir-
maram cultura positiva para Mycobacterium tuberculosis.”

» Preparo dos esfregacos

Cada esfregaco foi confeccionado, em duplicata, em
uma area de 10x25mm de uma lamina 13x76mm, utili-
zando-se alca bacteriolégica descartavel de 10 pL. O pro-
cedimento foi realizado em cdmara de fluxo laminar
(Pachane Industria e Comércio Ltda., Piracicaba, SPJ.

e Cultura em lamina

O caldo SLS foi preparado com base nas técnicas des-
critas por Stritch & Dickinson' e Allen’. Para cada volume
de sangue humano, obtido a partir de bolsas excluidas de
uso pelo Hemocentro Regional de Maringa, adicionou-se
igual volume de agua destilada esteril contendo 500 mg/L
de saponina (Inlab, Sao Paulo, SP, Brasil), 200 U/mL de
polimixina B e 10 mg/L de trimetoprim (Laboratorios Fru-
mtost S. A., Industrias Farmacéuticas, Guarulhos, SF, Bra-
sil), 100 mg/L de carbenicilina (Laboratorios Pfizer Ltda.,
GCuarulhos, SP. Brasil) e 10 mg/L de anfotericina B (Bristol-
Myers-Squibb Brasil S.A., Santo Amaro, SP Brasil). O meio
de Middlebrook (7H9) foi preparado segundo as recomen-
dacoes do fabricante’. Volumes de 4,5 mL dos meios de
cultura foram distribuidos em tubos 16x150 mm, de forma
a cobrir 3/4 do esfregaco na lamina. Apos incubagao a 37°C
durante 7 dias, as laminas foram removidas do meio de
cultura, enxaguadas em agua destilada, descontaminadas
com hipoclorito de s6dio 5% por 10 minutos e coradas pelo
método de Ziehl-Neelsen.”

e Observacao microscopica

Toda a superficie do esfregago foi examinada ao mi-
croscopio 6tico comum (Olympus CBA - Micronal S. A.,
Aparelhos de Precisao, Sao Paulo, SP), utilizando-se obje-
tiva de 10x (100 aumentos) (Figura 1A) e a presenca de
microcolénias do bacilo da tuberculose formando cordas,
i.e., um teste positivo, foi confirmado com objetivas de 20x
(200 aumentos) (Figura 1B), 40x (400 aumentos) (Figura
1C) e 100x (1000 aumentos). O teste negativo fol caracteri-
zado pela auséncia de formagao do crescimento em corda.

e Experimento

Uma série de esfregacos (n=48) foi fixada pelo calor,
passando-se a lamina por 3 vezes sucessivas na chama
do bico de Bunsen, outra série (n=48) foi fixada pelo ca-
lor e corada pela técnica de Ziehl-Neelsen e uma terceira
série (n=48) nao fixada pelo calor, fol usada como con-
trole positivo. A metade dos esfregagos de cada serie foi
cultivada em caldo SLS e a outra metade em meio 7HS.
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e Dados bacteriologicos adicionais

Todas as amostras de escarro analisadas no presente
estudo, apds tratamento com hidréxido de sodio a 2%,
foram inoculadas em Loewenstein-Jensen e incubadas
na estufa a 37°C durante 8 semanas. As culturas positi-
vas foram identificadas bioquimicamente como
Mycobacterium tuberculosis pelos testes de produgao da
niacina e inibicao do crescimento em Loewenstein-Jen-
sen contendo 500pug/mL de 4cido p-nitro-benzéico.*”

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os esfregacos controle apresentaram crescimen-
to em corda nos meios ensaiados (Figura 1A-C). Entretan-
to, nos esfregacos fixados pelo calor, a positividade no cal-
do SLS foi de 12/12 (100%) contra 10/12 (83%) no meio
7HD.

Conforme o esperado, nenhum dos esfregagos fixados
pelo calor e corados pelo método de Ziehl-Neelsen mos-
trou crescimento nas culturas em lamina. Provavelmente,
nestes esfregacos, as células do bacilo da tuberculose fo-
ram mortas pela acao do fenol, presente na concentragao
de 5% na fucsina de Ziehl usada em nosso estudo.”

Apesar das micobactérias serem microrganismos aero-
bios estritos®, nao foram observadas diferencas na distri-
buicao das cordas da regiao do esfregago imersa em caldo
(3/4) e da regido nao imersa (1/4). Entretanto, as cordas
presentes nos esfregacos cultivados no caldo SLS foram,
aparentemente, maiores e em maior numero do que aque-
las observadas nas laminas cultivadas em meio 7HS.

Os resultados obtidos em nosso estudo sugerem que o
caldo seletivo sangue lisado é levemente superior ao meio
de Middlebrook para o cultivo em lamina de esfregacos
do bacilo da tuberculose fixados pelo calor.
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Esteroides anabolizantes
e suas alteracoes em analises clinicas

Anabolic steroids and its alterations in clinical chemistry

Estefania Perin Fonseca' & Flavia Valladao Thiesen?

RESUMO - Os esteroides anabolizantes sao compostos sintéticos semelhantes a testosterona e apresentam efeitos
anabolizantes e androgénicos. Os esteroides anabolizantes possuem alguns usos terapéuticos, mas apresentam
muitos efeitos toxicos: alguns reversiveis, como diminui¢ao na producao de espermatozoides e impoténcia; outros
Irreversivels, como ginecomastia e calvicie. Essas substancias sao utilizadas por jovens e atletas, em dosagens
muito elevadas, na busca de uma melhora no desempenho e aparéncia fisica. Laboratorialmente, é possivel obser-
var alteragoes bioquimicas e hematologicas, entre elas diminuigao do HDL colesterol, aumento de enzimas hepa-
ticas, glicose e hematocrito, causadas pelo uso destas substancias. Por isso, € importante conhecer e identificar
essas alteracoes, para alertar medicos sobre sua possivel causa, o que pode gerar mudancas no diagnostico e
tratamento de pacientes.

PALAVRAS-CHAVE - Testosterona; esteroides anabolizantes; alteragoes bioquimicas; alteracoes hematoldgicas.

SUMMARY - Anabolic steroids are synthetic compounds similar to testosterone with anabolic and androgenic effects
too. They have some therapeutic uses, but they also display many toxic effects, some of them are reversible, like
impotence and decrease of the number of spermatozoons, and others are irreversible, like gynaecomasty and bal-
ding. These substances are often employed by youth and athletes, in very high doses, in order to improve appearance
and performance. Due to exposure to anabolic steroids it is possible to observe some biochemical and haematologi-
cal alterations, like lower levels of HDL cholesterol, and increasing of liver enzymes, glucose and haematocrit. It is
important to be aware of these alterations and to know how to identify them, since they may change diagnoses and

treatment in some situations.

KEY WORDS - Testosterone, anabolic steroids, biochemical changes, haematological changes.

S

INTRODUCAO

05 esteroildes anabolizantes sao compostos sinteti-
cos estruturalmente relacionados a testosterona,
horménio do sexo masculino.'* ' Eles tém dois tipos
de efeitos no organismo: promovem o desenvolvimen-
to das caracteristicas sexuais secundarias masculinas
(efeitos androgénicos) e aceleram o crescimento de
varios tecidos, incluindo musculos e células sangui-
neas (efeitos anabolizantes).'*'® A diferenca entre os
diversos esteroides anabolizantes € a proporcao de efei-
tos androgénicos e anabolizantes apresentada.
Preparacoes comerciais de esteroides anabolizan-
tes sao empregadas desde o inicio do século, quando
eram utilizadas com o intuito de promover cicatriza-
cao e acelerar a recuperacao dos pacientes. Posterior-
mente, a identificacao de sua capacidade de alterar o
humor levou-os a serem empregados também no tra-
tamento da depressao. Em 1939, apds serem realiza-

das experiéncias com galos, foil observado que os este-
roldes anabolizantes podiam melhorar o desempenho
fisico. Ha evidéncias de que os mesmos foram admi-
nistrados as tropas germanicas durante a II Guerra
Mundial com o objetivo de aumentar a resisténcia e a
hostilidade.'® Atualmente os maiores usuéarios sao atle-
tas e jovens, principalmente homens com idades entre
18 e 34 anos, que desejam incrementar seu desempe-
nho, aumentar sua massa muscular e resisténcia e
melhorar a aparéncia fisica. Para isso, usam dosagens
muito elevadas, superiores aquelas recomendadas
pelos clinicos, sendo consideradas, inclusive, de gran-
de risco, pois trazem sérias consequéncias para a sau-
de. Este fato impede os pesquisadores de realizarem
estudos com humanos aplicando doses muito eleva-
das. Aparentemente os anabolizantes aumentam a
massa corporal magra, a forca e a agressividade, mas
estu:izl?ﬂs rigildamente controlados nunca provaram
1SS0.
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E importante conhecer os efeitos destas substan-
clas no organismo e as alteracoes provocadas em exa-
mes laboratoriais, considerando-se que, nos ultimos
anos, especialmente em 1999, tém havido um aumen-
to significativo no seu uso abusivo por individuos jo-
vens e sadios.”’

Caracteristicas farmacoldgicas
dos esteroides anabolizantes

A testosterona € o principal androgénio no homem.
Aproximadamente 7mg sao produzidos por dia pelos
testiculos.'” A diihidrotestosterona (DHT), o principal
androgénio intracelular presente nos tecidos reprodu-
tivos, € mais potente que a testosterona, e seus niveis
elevam-se quando ocorre reducao da testosterona pela
da-redutase e, em menor grau, apos a reducao da an-
drostenodiona. Dehidroepiandrosterona (DHEA), sul-
fato de DHEA e androstenodiona sao androgénios fra-
cos produzidos na glandula adrenal. Eles exercem uma
fungao menor na manutencao sexual no homem.!"!?

No presente contexto, os androgénios naturalmen-
te produzidos sao referidos como endoégenos, para dis-
tingui-los dos sintéticos ou ex6genos comercializados
pela industria farmacéutica. Os androgénios endoge-
nos também sao usados como matéria-prima na pro-
ducao de compostos ou sintéticos. Os esterdoides ana-
bolizantes androgénicos apresentam varias acoes no
organismo, classificadas conforme o local em que sao
exercidas. Os mecanismos das acoes anabolizantes e
androgénicas sao semelhantes, sendo a diversidade de
resultados determinada pelo 6érgao onde se processa a
atividade hormonal.’® Desse modo, nenhum agente
pode ser considerado exclusivamente anabolizante.'®
A testosterona € uma molécula com dezenove atomos
de carbono sintetizada a partir do colesterol originado
de depositos de acetato nos testiculos. A conversao do
colesterol em pregnenolona ocorre na mitocondria. De
la, a pregnenolona € transportada ao reticulo endo-
plasmatico, onde trés etapas de sintese a convertem
em testosterona. Uma vez produzida, ela € imediata-
mente lancada a circulacao, e aproximadamente 50%
encontra-se firmemente ligada a uma glicoproteina
produzida no figado - a globulina ligante do hormoénio
sexual (SHBG). Quantidades muito menores circulam
ligadas a albumina, entretanto esta ligacao € muito
fraca. A testosterona livre penetra nas células por di-
fusao simples e liga-se a um receptor de esterdide no
citosol, o qual e transportado para o nucleo, onde ini-
cia a transcricao do DNA.' Dependendo do tipo de
célula em que se encontra, ela pode atuar na sua for-
ma original ou sofrer a acao de enzimas, como a 5c-
redutase, que a converte em diidrotestosterona, e o
complexo aromatase, que a transforma em estradiol.
Os esteroides sao entao conduzidos ao nucleo celular
por receptores de androgénios ou de estrogénios e, no
interior deste, ligados a sitios especificos nos cromos-
somas, onde aumentam a atividade da RNA polimera-
se com um incremento da sintese de RNA e de protei-
nas especificas. Essa atividade é traduzida em um
aumento de aminoacidos incorporados a proteinas e
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numa intensificagao do metabolismo protéico, inclu-
indo a sintese de proteinas contrateis, como a actina e
a miosina, e de enzimas isoladas. Essa acao provoca
um aumento de massa muscular.*

Quando a testosterona é utilizada via oral, aproxi-
madamente metade sofre metabolismo de primeira
passagem, fato que exige a administracao de doses
maiores a fim de obter efeito terapéutico.'” No entan-
to, esteroides esterificados na 17p-hidroxila, devido a
suas propriedades lipofilicas, podem ser administra-
dos via parenteral. A formacao de ésteres nao altera a
taxa anabdlica, apenas prolonga a permanéncia do
anabolizante no organismo, sendo que a velocidade
de sua liberagao dos locais de armazenamento depen-
de do numero de carbonos do acido carboxilico utili-
zado na esterificagao. A meia-vida biolégica da nan-
drolona, por exemplo, pode ser alterada de algumas
horas para ate mais de 500 horas em funcao do tipo de
éster formado.'* Entre os principais metabdlitos uri-
narios da testosterona encontram-se a androsterona e
a etiocolanolona e, em menor quantidade, o androste-
nadiol e estrogenos. Noventa porcento dos metaboli-
tos encontram-se conjugados com o acido glicurénico
ou com sulfatos, e aproximadamente 6% é excretado
nao-conjugado nas fezes.’® Androsterona e etiocola-
nolona, entre outros compostos, sao medidos em con-
junto com 17-cetosteroides urindrios nos testes clini-
COS usuais, sendo que muitos apresentam baixa ativi-
dade hormonal ou até mesmo atividade nula.'*!%%°
Foram feitas muitas alteracoes na molécula de testos-
terona para diminuir seus efeitos androgénicos e man-
ter ou aumentar os efeitos anabolizantes. Atualmente,
existe mals de uma centena de esteroides anaboli-
zantes sintéticos, e um numero consideravelmente
grande de seus metabolitos tornaram-se conhecidos.
Dentre os anabolizantes mais utilizados encontram-
se os 17-o-metila derivados da testosterona, como por
exemplo, metiltestosterona, fluoximesterona, metan-
drostenolona, oxandrolona, oximetolona e estanozo-
lol; os derivados da 17-o-etila testosterona, como o eti-
lestrenol e noretandrolona, e os derivados 1-metila-
dos, como metenolona e mesterolona, todos de uso
por via oral. Entre os injetaveis, encontram-se os éste-
res da testosterona (propionato, enantato, nicotinato e
cipionato) e os ésteres da 19-nortestosterona ( unde-
canoato de nandrolona e fenilpropionato de nandrolo-
na). A boldenona, inicialmente de vasto emprego ve-
terinario, tem sido atualmente utilizada com proposi-
to de dopagem.'’

Efeitos toxicos

O uso abusivo de esteroides anabolizantes tem sido
associado a uma ampla gama de efeitos téxicos. Estu-
dos feitos em ratos, usando doses comparaveis as em-
pregadas pelos atletas, causaram uma elevada porcen-
tagem de mortes prematuras.’” O abuso de esterdides
gera um disturbio na producao hormonal do corpo,
causando efeitos reversiveis, como producgao reduzida
de espermatozoides, atrofia testicular, impoténcia, in-
fertilidade, dificuldade ou dor para urinar e aumento
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de prostata. Entretanto, alguns de seus efeitos sao ir-
reversiveis, entre eles ginecomastia e calvicie. Em
mulheres, o abuso gera masculinizacao, amenorréia,
diminuicao dos seios e alteracao da distribuicao da
gordura corporal, aumento da espessura da pele, au-
mento do clitoris, engrossamento da voz, além de cres-
cimento de pélos, principalmente nas pernas, bracos e
face, ao mesmo tempo em que ocorre uma queda de
cabelos com caracteristicas masculinas. Em ambos os
sexos, pode ser observado aumento no tamanho e na
secrecao das glandulas sebaceas, gerando a formacao
de acne, cistos sebaceos, furunculos, maior oleosida-
de da pele e cabelos e dermatite seborreica. No siste-
ma esqueletico, causam interrupcao no crescimento e
ruptura de tendoées principalmente durante a execu-
cao de exercicios fisicos.'>71820213743 3 qumento de
peso verificado em usuarios de anabolizantes deve-se
principalmente a retencao de so6dio e liquidos.? Atual-
mente, o abuso de esteroides anabolizantes vem sen-
do assoclado também a doencas cardiovasculares e
doenca tromboembolica, incluindo ataques cardiacos,
devido ao aumento da pressao sanguinea e da fibrino-
lise. O risco de desenvolvimento de aterosclerose é
promovido pelo aumento do LDL colesterol e declinio
dos niveis de HDL colesterol.'******"** Estudos mos-
tram um alto grau de toxicidade quando células hepa-
ticas sao expostas a esteroides 17-alquilados, mas o
mecanismo dessa toxicidade ainda nao é conhecido."’
Adenomas hepaticos, colestase, hiperplasia nodular
regenerativa, carcinoma hepatocelular e peliose he-
patica, uma doenca rara caracterizada por cistos es-
plénicos ou pela falta de sangue hepatico, sao as-
socladas ao uso abusivo de esteroides, principalmente
os modificados na posigao do carbono 17. O tumor e a
ruptura dos cistos podem gerar hemorragias inter-
nas.!/ #9109 H3 relatos de carcinoma nas células re-
nais induzido por exposicao excessiva a esteroides
anabolizantes.”® Os esterdides injetaveis possibilitam,
ainda, a contaminacao pelos virus do HIV, hepatites B
e C e endocardite, devido ao uso de seringas nao-este-
rilizadas e preparacoes produzidas ilegalmente.'®?’
Ha evidéncias de que os anabolizantes atuem so-
bre o comportamento de seus usuarios, tornando-os
agressivos e violentos. Esses efeitos sao associados ao
numero de doses semanais. Quando cessa 0 uso da
droga, os individuos tornam-se clinicamente deprimi-
dos, sintoma associado a sindrome de abstinéncia e a
dependéncia. Pode ocorrer também ciume patologico,
irritabilidade extrema, 1lusoes, distor¢cao do julgamento
em relacao a sentimentos de invencibilidade, distra-
cao, confusao mental e problemas de memoéria. #4774

Usos terapéuticos

Os esteroides anabolizantes sao indicados no tra-
tamento da anemia aplastica. Essa aplicacao provém
de observacoes de que o hipogonadismo e a castracao
estao associados a reducao de celulas vermelhas, que
e corrigida apos a reposicao de androgénios. Além dis-
so, a hemoglobina e o hematdcrito aumentam quando
anabolizantes sao administrados a homens e mulhe-
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res eugonadais. Os efeitos primarios dos androgénios
na massa de celulas vermelhas ¢ o aumento da produ-
¢ao de eritropoetina, mediada por receptores de an-
drogénios nos rins. Evidéncias experimentais mostram
que analogos da testosterona 5b-reduzidos estimulam
diretamente a produgao de hemoglobina por um me-
canismo independente da eritropoetina.'’

Os esteroides anabolizantes mais usados no moni-
toramento da anemia sao oximetolona, fluoximeste-
rona, noratandrolona, estanozolol e decanoato de nan-
drolona. Esteres de testosterona e nandrolona vém
sendo empregados no tratamento de uma variedade
de condic¢oes incomuns, como a trombose venosa pro-
funda, devido ao aumento da atividade fibrinolitica,
acao benefica a esses pacientes. Em homens idosos,
os esteres de testosterona sao indicados no tratamento
do hipogonadismo e da osteoporose, uma vez que o
decaimento dos niveis de testosterona e de massa 0s-
sea levam ao desenvolvimento de osteoporose. Estu-
dos clinicos e "in vitro" evidenciaram que a testoste-
rona e a DHT tém influéncia na manutencao da saude
Ossea e na correcao da osteoporose associada ao hipo-
gonadismo. Esterdides anabolizantes também podem
aumentar a massa ossea de mulheres com osteoporo-
se pos-menopausa, contudo geram muitos efeitos ad-
versos.'"'*!'7 A oxandrolona é o esteroide anabolizan-
te mais frequentemente empregado no tratamento da
sindrome de Turner - caracterizada por baixa estatura,
mau desenvolvimento sexual e deformidade nos coto-
velos. E muito utilizada também no atraso constitu-
cional do crescimento e da puberdade (CDGP); nesse
caso, o tratamento deve ser descontinuado antes dos
avancos da maturacao esquelética para o ponto de fe-
chamento das epifises, evitando dessa forma a dimi-
nuicao da estatura final.

Receptores de androgénios foram identificados em
osteoblastos; quando estes sao expostos a dihidrotes-
tosterona proliferam-se e produzem fosfatase alcali-
na, um marcador da atividade osteoblastica 6ssea. Tes-
tosterona e estanozolol aumentam a atividade da crea-
tina quinase (CK) nos ossos e estimulam a incorpora-
cao da H-timidina no interior do DNA.'” Doses fisiolo-
gicas administradas a homens hipogondadicos causam,
alem de virilizacao, que e um dos efeitos desejados,
ganho de peso, retencao de nitrogénio e sodio e au-
mento de massa 0ssea e musculatura, principalmente
na musculatura peitoral e proximal dos membros su-
periores. Nesses casos observa-se um maior diametro
das fibras e fibrilas musculares.

Estudos mostram que a administracao de andros-
tenediona previne o aumento caracteristico de corti-
costerona sérica observada durante a infeccao pelo
virus influenza A; isso sugere que a androstenediona
possa desempenhar um papel importante na resposta
inflamatoria e na resposta imune do hospedeiro, em
contraste com os corticosterdides .*

O uso de esteroides anabolizantes no monitoramen-
to da hepatite alcoolica induz ao balanco positivo de
nitrogénio e, possivelmente, a um aumento no bem-
estar geral. Estudos recentes mostram que a oxandro-
lona produz uma melhora nos parametros laboratoriais
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indicativos da hepatite.'” Pacientes com HIV geralmen-
te apresentam hipogonadismo, associado a alteracoes
na composicao corporal e envolve a deplecao da mas-
sa de celulas corporais; além disso, estes pacientes
geralmente estao desnutridos. Nesses casos, os ana-
bolizantes podem ser usados combinados a outros su-
plementos para aumentar forca e massa muscular,?43839

Interferéncia nas analises
bioquimicas e hematologicas

Nao existem dados sistematicos de estudos de ad-
ministracao cronica de esterdides anabolizantes que
demonstrem de forma efetiva alguma diferenca entre
os varios componentes desta classe com respeito a cur-
va dose versus resposta para seus efeitos nas andlises
bioquimicas e hematologicas. Quando os efeitos en-
volvem orgaos reprodutivos e caracteristicas sexuais
secundarias, 0 mecanismo é simplesmente uma exten-
sao das acoes fisiologicas normais dos androgénios
endogenos. Dessa forma, compreende-se a razao de

doses farmacologicas em mulheres produzirem virili-
zacao.'’

Alteracoes em analises bioquimicas

O uso abusivo de esteroides anabolizantes inibe a
producao de hormonio luteinizante (LH), hormoénio
foliculo estimulante (FSH) e, provavelmente, hormo-
nio liberador de gonadotrofinas (GnRH); conseqiien-
temente seus niveis plasmaticos diminuem juntamen-
te com os niveis de testosterona endoégena.'’*® Na
mulher, ocorre também a diminuicao da progestero-
na, e esta associlagao promove alteracoes na mens-
truacao e amenorréia.” Estudos de parametros endo-
crinologicos feitos com mulheres apontaram para uma
diminuicao dos niveis de globulina ligante de hormoé-
nio sexual (SHBG) e de proteinas ligantes da tireoide
(TBG), como mecanismo compensatorio dos niveis
excedentes de testosterona sérica.?’ E freqiiente ocor-
rer também aumento na taxa metabolica basal e dimi-
nuicao dos niveis plasmaticos de T3 e T4.'”** H4 rela-
tos de resisténcia a insulina e diminuicao da toleran-
cia a glicose com o uso de esterdides 17-alquilados.'’
Estudos envolvendo homens e mulheres, apos a admi-
nistracao de testosterona, evidenciaram aumento nos
niveis de glicose, na concentracao de insulina e tam-
bem uma maior resisténcia a insulina, ao mesmo tem-
po em que fol observada diminuicao nos niveis de
SHBG. Parece haver uma relacao entre o aumento da
resisténcia a insulina e a diminuicao dos niveis de
SHBG.

Dados sugerem que a insulina estimula a produ-
cao de testosterona, suprindo o organismo de SHBG
tanto em homens normais como em obesos. Foi verifi-
cado que homens hipoganadais de meia-idade, obe-
sos tém maior sensibilidade & insulina.!* O horménio
do crescimento (GH) aumenta a concentracao sérica
de fator inibidor do crescimento (IGF-I), enquanto o
uso de anabolizantes diminui essas concentracoes.®
O tecido adiposo contém receptores de androgénios, e

258

biopsias revelam um marcada diminuicao na ativida-
de da lipoproteina lipase.'’

Quanto aos lipideos, a diminuicao do HDL coleste-
rol € o efeito melhor observado em pacientes que fa-
zem uso de esterdides anabolizantes via oral. H4 rela-
tos de que a subfracao HDL2 é a mais afetada, ocor-
rendo ainda reducgao da apoproteina A-I e aumento da
apoproteina B. Esteres de testosterona diminuem o
HDL colesterol em 5 a 16%, enquanto o decanoato de
nandrolona administrado via intramuscular nao exer-
ce nenhuma influéncia sobre ele. Variacoes nas con-
centracoes de hormoénios sexuais podem ter efeitos
sobre a lipoproteina (a) (Lp(a)) sérica. Também é ob-
servado um aumento nos niveis de colesterol total e
triglicerideos.*'”##7404144 ( declinio do HDL pode ser
explicado pelo aumento da atividade de triglicerol li-
pase hepatica (HTGL), enzima envolvida no catabo-
lismo do HDL colesterol. O aumento da atividade da
HTGL € muito maior com esteroides anabolizantes
administrados oralmente (100 a 300%) do que com és-
teres de testosterona (0 a 21%)."*!' Os efeitos combi-
nados dos esteroides anabolizantes orais aumentam a
proporcao do LDL/HDL que, juntamente com a dimi-
nuicao do HDL, sao fatores de risco para doengas
cardiovasculares. Alguns estudos relatam o aumento
do LDL ap6s o uso de esteroides anabolizantes orais,
como o estanozolol, mas os efeitos sobre essa fracao
do colesterol nao estdo bem esclarecidos.'’

Os anabolizantes sao associados a elevacoes e re-
ducoes de proteinas plasmaticas. Eles aumentam os
niveis de haptoglobina, proteinas ligadas ao acido sa-
licilico, plasminogénio e b-glicuronidase e diminuem
os niveis de vitamina D ligada a proteina, SHBG, TBG
e albumina sérica.'’*’ O efeito adverso mais comum
dos esteroides anabolizantes no figado ¢ o aumento
das aminotransferases transminase glutamica oxala-
cética e transaminase glutamica piruvica (TGO e
TGP)."” Estudos realizados trés meses apds a suspen-
sao do uso cronico de danazol evidenciaram um au-
mento severo nos niveis de bilirrubina e sais biliares
séricos totais e um leve incremento das transamina-
ses, enquanto os niveis de a-glutamiltransferase (a-
GT) e fosfatase alcalina nao foram alterados.' Em pes-
quisa realizada para reavaliar os valores de corte em
doadores de sangue, foram observados niveis eleva-
dos de TGP em usuarios de anabolizantes."

Alteracoes em analises hematoldgicas

Estudos indicam que os esteroides anabolizantes
possuem acao trombogénica, com seus usuarios apre-
sentando anormalidades significativas na desintegra-
¢ao dos produtos da fibrina e de outros fatores de coa-
gulacao. Contudo, outras pesquisas demonstram um
aumento na atividade do sistema fibrinolitico medida
pelo tempo de lise da euglobulina, um achado que se
sabe estar associado aos esteroides. Além disso, a tes-
tosterona tem mostrado exercer uma funcao requlato-
ria na expressao de receptores de tromboxano A2 em
plaquetas humanas, o que pode contribuir para sua
trombogenicidade. Esta confirmado que os esterdides
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anabolizantes orais aumentam a atividade fibrinoliti-
ca, diminuem o fibrinogénio e aumentam o plasmino-
génio; entretanto, tais efeitos sao temporarios.'” Ocor-
re também uma elevacao na concentracao de hemo-
globina, o que consequentemente eleva o hematocri-
to.*” Estudos realizados com o objetivo de investigar
as mudancas no numero de celulas progenitoras usa-
ram a 19-nandrolona administrada a ratos. Fol possi-
vel observar um aumento de unidades formadoras de
colonias como CFU-E (erythroid colony-forming units),
BFU-E (erythroid burst-forming units) e CFU-GM (gra-
nulocytic-macrophage commited progenitor cells) na
medula e no bago. Esse fato comprova a influéncia
dessa substancia na producao de ceélulas progenito-
ras.”

Diagnostico laboratorial do uso
de esteroides anabolizantes

Para realizar a detecgao do uso de esteroides ana-
bolizantes, a maioria dos programas monitora a pro-
porcao de testosterona para epitestosterona que é ex-
cretada na urina. Em homens jovens saudaveis, essa
proporcao ¢ sabidamente menor de 2:1, mas o Comité
Olimpico Internacional aceita qualquer valor menor
que 6:1 como normal devido a possivel variagao inter-
individual.'” A investigacao de uso de esteréides ana-
bolizantes pode ser também realizada através da pro-
porcao urinaria de testosterona para hormoénio lutei-
nizante, sabendo-se que este € um teste mais especifi-
co e sensivel para um tempo mais longo de investiga-
cao do que a dosagem da proporcao urinaria de tes-
tosterona para epitestosterona.’*

Alguns esteroides podem ser analisados por cro-
matografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), e tem sido
possivel detectar os esteroides 17-metil, 17-etil e 19-
nortestosterona por radioimunoensaio (RIA), apesar de
o ultimo meétodo apresentar baixa especificidade. Con-
tudo, esses metodos nao sao capazes de confirmar uma
amostra presuntivamente positiva. Nesse caso, 0 mais
indicado e a cromatografia gasosa acoplada a espec-
trofotdmetro de massas (CG/EM), técnica com alta sen-
sibilidade e especificidade. A CG/EM pode ser utili-
zada para realizar analises qualitativas e quantitati-
vas, caracteristica fundamental para diferenciar com-
postos endogenos de exogenos.

Conforme mencionado anteriormente, os esteroi-
des anabolizantes sao extensamente metabolizados:
podem sofrer hidroxilacao, reducao, oxidacao e conju-
gacao no organismo humano. Na urina os esteroides
podem ser encontrados de dois modos: livres e conju-
gados. A metandiona, a oxandrolona, a fluximestero-
na, o estanozolol, a diidroclometiltestosterona e a for-
midienolona podem ser detectadas facilmente na fra-
¢ao nao-conjugada. Esses esteroides tém um grupo
17B-hidroxi-170-metil em sua estrutura. No entanto,
0s demais anabolizantes (clostebol, mesterolona, oxi-
mesterona, boldenona, metenolona, oximetolona, nan-
drolona, testosterona, metiltestosterona, bolasterona,
noratandrolona e dromostanolona) sao excretados prin-
cipalmente na forma de glicuronideos. A CG/EM foi
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usada como teste de rotina pela primeira vez nos Jo-
gos Olimpicos de Atlanta, em 1996. Anteriormente era
usada apenas com teste confirmatério. Um avanco pode
ser observado com a introducao da CG/EM/EM com
quadrupolo de ions e da CLAE/EM/EM, pois estas téc-
nicas sao capazes de determinar diretamente a con-
centragao de esterdides conjugados na urina.? A de-
teccao da gonadotrofina coriéonica humana (HCG) é
realizada por métodos imunolégicos ou CG/EM, mé-
todo altamente especifico e cerca de 100 vezes mais
sensivel. A dificuldade de padronizacao dos imunoen-
salos para a determinagao do HCGQG especifico é devi-
da as varias formas moleculares do HCG, o que pro-
duz reagoes-cruzadas de varios graus. Por isso, a reco-
mendacao do Comité Olimpico Internacional é a de
que os resultados dos imunoensaios sejam confirma-

dos por CG/EM, para evitar resultados falsos-positi-
vos.”

CONCLUSOES

Os diversos efeitos toxicos dos esterdides anaboli-
zantes estao bem estabelecidos e justificam a preocu-
pacao crescente em divulga-los para prevenir seu uso
abusivo. A deteccao do uso dessas substancias nao
pode ser realizada na maior parte dos laboratérios de
analises clinicas; no entanto, é importante conhecer
as alteracoes nos exames bioquimicos e hematologi-
cos decorrentes da exposicao a essas substancias, as
quails, em sintese, sao:diminuicao dos niveis de HDL
colesterol; diminui¢dao dos niveis de FSH; diminuicao
dos niveis de TSH; diminuicao dos niveis de T3 e T4;
diminui¢ao da concentracao de albumina sérica; au-
mento de enzimas hepaticas (TGO e TGP); aumento
do hematocrito; aumento dos niveis de LDL coleste-
rol; aumento de triglicerideos; aumento da concentra-
¢ao de glicose serica. A identificacao destas alteracoes
pode alertar os meédicos para sua provavel causa, fato
que pode mudar o diagnostico e tratamento.
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Desempenho do teste ELISA-“conta”
na rotina laboratorial para o diagnostico
da neurocisticercose humana’

Perfiormance of ELISA-“bead” test for human cysticercosis
diagnosis in laboratoryal routine

José Edson Paz da Silva'; Adelaide José Vaz’; Maria de Lourdes Amud Ali dos Reis?;
Marinés Lavall Dias* & Joao Baptista dos Reis Filho’

RESUMO - O teste ELISA-"conta"” foi empregado em 1.141 amostras de liquido cefalorraquiano. Do total dessas
amostras, 1.061 eram oriundos de pacientes com quadro clinico e/ou imagem tomografica sugestivos de neurocis-
ticercose e 80 amostras-controle, de pacientes com quadros clinico-neurologicos diversos, sendo afastada a possi-
bilidade de possuirem neurocisticercose. Em 205 dessas amostras, foram aplicadas duas metodologias imunoen-
zimdticas. A primeira utilizando “contas"” de poliestireno como suporte (ELISA-"conta") e a Segunda utilizando o
antigeno adsorvido em microplaca (ELISA). Observou-se correlagao de 94,6 % entre os dois testes. Os autores
salientam que as vantagens do ELISA-"conta" como o menor custo do suporte, e a possibilidade de dispensar o uso
de um aparelho leitor de microplacas, geralmente de alto custo, tornam este método atraente para laboratorios de
pequeno porte.

PALAVRAS-CHAVE - Neurocisticercose; liquido cefalorraquiano; ELISA.

SUMMARY - The ELISA-"bead” test were produced in 1.141 samples of cerebrospinal fluid, where 1.061 patients
showed clinical and or tomographic criteria suggesting neurocysticercosis and 80 samples of patients with various
neurological clinical view, putting the possibility of having neurocysticercosis aside. In 205 from these samples, two
immunenzymatic techniques were comparatively studied, one that uses polystyrene “beads” as support (ELISA -
"bead”); another conventional uses microplates (ELISA); The correlation from these two tests were 94.6 %. Morover
this good correlation, the ELISA - “bead” test have shown statistically the same results from ELISA test, it's the most

appropriate, because it shows others advantages such as the cost of bead and has no need of reader set for the
microplates, that is expensive.

KEY WORDS - Neurocysticercosis; cerebrospinal fluid; ELISA.

g

INTRODUCAO

cisticercose € uma patologia importante em Sau-
de Publica, endémica em muitos paises em de-
senvolvimento. No Brasil, ocorre predominantemente
nos estados de Goias, Minas Gerais, Sao Paulo, Para-
na e Santa Catarina®”'®. A prevaléncia atual e real da
cisticercose no Brasil € de dificil avaliagao.

O Cysticercus cellulosae, forma larvaria da Taenia
solium, ¢ o responsavel pela cisticercose humana e
animal®.

A maior importancia no estudo do complexo te-
niase-cisticercose decorre da alta frequéencia da loca-
lizacao do cisticerco no sistema nervoso e seus envol-
térios, acarretando a neurocisticercose humana'?

Nao ha sintomas que caracterizem a neurocisticer-

cose, pois grandes sindromes como convulsao, hiper-
tensao intracraniana, quadros psiquicos, etc., podem
ocorrer na vigéncia desta infeccao®®'®. Sendo os sin-
tomas clinicos muito variados, o diagnostico deve sem-
pre ser confirmado por exames radiologicos e/ou labo-
ratoriais'”.

Dentre os testes imunologicos, o teste imunoenzi-
matico (ELISA) tem sido cada vez mais empregado,
por apresentar boa reprodutibilidade, alta sensibili-
dade, especificidade e permitir um grande numero de
testes simultaneamente'>'*'!,

Um fator limitante em nosso meio, para o uso roti-
neiro do teste ELISA que utiliza como suporte micro-
placas de titulacao, é a exigéncia de um espectrofoto-
metro especial e de alto custo.

Para contornar esta limitacao, pérolas de poliesti-
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reno tém sido empregadas como suporte solido em tes-
tes imunoenzimaticos para o diagnostico de outras
patologias, utilizando para a leitura final dos resulta-
dos, espectrofotometros de uso rotineiro em laborato-
rio clinico”.

Fol padronizada em nosso meio, uma técnica imu-
noenzimatica - ELISA-"conta” para o diagnostico
imunologico da neurocisticercose, que utiliza um su-
porte de poliestireno (“contas” = micangas de plasti-
co) similar as pérolas e de facil aquisicao em nosso
meio ',

Objetivo

O proposito deste estudo fol o de comparar a sen-
sibilidade do teste ELISA-"conta” e ELISA em placa,
em amostras de liquido cefalorraquiano (LCR) de pa-
cientes com neurocisticercose e avaliar a eficacia do
Teste ELISA-"conta" em amostras de LCR, na rotina
laboratorial, em comparacao com a reagao de 1muno-
fluorescéncia indireta (RIFI).

MATERIAIS E METODOS

Amostras

Foram estudadas 1.141 amostras de LCR de pa-
cientes atendidos no Servico de Neurologia da Escola
Paulista de Medicina e no Hospital Universitario de
Santa Maria, no periodo compreendido entre margo
de 1.993 e dezembro de 1.997. Este material bioldgico
fo1 dividido em trés grupos:

Grupo A: Constituido de 125 amostras de LCR de
pacientes com clinica compativel e imagem tomo-
grafica com cistos ou calcificacoes, sugestiva de neu-
rocisticercose, com 1dade variando de 6 a 78 anos,
sendo 80 do sexo feminino e 45 do sexo masculino.

Grupo B: Constituido de 80 amostras de LCR de pa-
cientes com patologias diversas do sistema nervoso cen-
tral, excluindo-se a possibilidade de neurocisticercose.
A faixa etaria deste grupo variou de 1 a 68 anos, sendo
41 do sexo feminino e 39 do sexo masculino. Este
grupo controle que serviu para a avaliagcao da especi-
ficidade, estava subdividido em: B-1: 38 amostras com
exame do LCR normal e B-2: 42 amostras com exame
do LCR alterado.

Grupo C: Constituido de 936 amostras de LCR de
pacientes com quadros clinicos diversos que se subme-
teram a exame de LCR, nas quais foram feitos os testes
ELISA-"conta" e RIFI, para esclarecimento diagnostico.

Antigeno

Extrato Antigénico Salino Total: O antigeno sali-
no total fo1 utilizado nas reacoes de ELISA em micro-
placa'' e ELISA-"conta"" tendo sido preparado con-
forme metodologia descrita por Costa’. A obtencao
da concentragao de proteinas (1,15ug/ml) fo1 atraves
do método de Bradford®.

Metodos

Para a avaliacao da eficacia, foram confrontados os
resultados obtidos com o teste ELISA-"conta" aplica-
dos em parte das amostras, testadas em duplicata, com
os resultados obtidos quando do emprego do teste
ELISA convencional, tido como de referéncia (ELISA
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em placa). Foram comparados também, os resultados
obtidos na nossa rotina, quando do emprego de dois
testes diferentes, ELISA-"conta" e RIFI, nas 1.141
amostras de LCR.

Teste imunoenzimatico ELISA-"conta”

Este teste fol aplicado segundo o método padroni-
zado por Silva et al.’”. "Contas" de poliestireno,
adquiridas em lojas de bijuterias com o nome de mi-
cangas de plastico, foram sensibilizadas por adsor-
cao fisica com antigeno salino total de Cysticercus
cellulosae, diluido em solucao tamponada carbonato-
bicarbonato (Na*CQO®0,02 M; NaHCO®0,03 M; pH
9,6) na concentracao de 1j1g de proteinas por unidade
de suporte, durante 12 horas em temperatura ambien-
te, sob lenta rotacao. Logo apos, as “contas" foram la-
vadas 3 vezes com solucao salina tamponada com fos-
fatos, PBS pH 7,2 (Fosfatos 0,01 M-NaCl 0,14 M) se-
cas em estufa 37°C por 10 minutos, e armazenadas
sob refrigeracao a 4°C, em frascos hermeticamente
fechados, sendo posteriormente utilizada uma “con-
ta" para cada amostra ou controles positivo e negati-
vo. Adicionou-se a cada tubo de ensaio, contendo uma
“conta” ja sensibilizada, 0,2 ml das amostras de LCR,
diluidas 1:4, em PBS-T pH 7,4 (NaCl 0,13 M; fosfatos
0,02 M) contendo 0,05% de Tween-20 (Sigma, USA)
adicionado de 0,2% de soroalbumina bovina (Difco,
USA). Os tubos foram incubados 60 minutos a 37°C.
Apos 3 lavagens com PBS-T, de 5 minutos cada e aspi-
rado com trompa de vacuo, adicionou-se 0,2ml de con-
jugado, anti-IgG humana-peroxidase (Biolab Diagnos-
tica S/A). Ap6s um novo ciclo de incubacao e lavagens
fol1 adicionado a cada tubo 0,2 ml de solucao cromoge-
na (Orto-fenilenodiamino peroxido de hidrogénio -
OPD ). Nesta etapa, a incubacao foi de 15 minutos, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A interrup-
cao da reacao enzimatica foi feita com a adicao de 1,5ml
de H*SO, 1 N. A reatividade foi avaliada visual e es-
pectrofotometricamente em comprimento de onda de
492 nm (Espectrofotometro Micronal mod. B 342 1I).
O limiar de reatividade (cut off) encontrado foi dado
pela media aritmetica das densidades Opticas acresci-
da de dois desvios padroes, para LCR normal e anor-
mal de pacientes sem cisticercose. Dentro deste crite-
rio, os valores de sensibilidade e especificidade foram
respectivamente de 96,3% e 91,2%"°.

Teste imunoenzimatico (ELISA) em microplacas

O teste imunoenzimatico em microplaca de titula-
cao foi realizado segundo a técnica de Pialarissietal.'’
utilizado o conjugado anti-gamaglobulina “G" huma-
na (anti-Ig G) marcada com a enzima peroxidase (Bio-
lab, Brasil), na diluicao 1:2.000.

Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Areacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) com
particulas de cisticercos fixadas em laminas adquiridas
comercialmente (Lio Serum, Ribeirao Preto, SP-Brasil)
seguindo a metodologia descrita por Machado et al.®

Analise estatistica

Para se saber, estatisticamente, a possibilidade de
se ter uma resposta positiva nas amostras de LCR do
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FIGURA 1
Frequéncia de positividade das 125 amostras de LCR
nos testes ELISA-"conta", ELISA-placa (ELISA)
- Reaqan de Imunofluorescéncia |nd|reta (RIFI)
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TABELA |
Distribuicao absoluta e relativa do numero
de individuos do grupo A, que tiveram resultados
positivos e negativos para neurocisticercose,
em funcao dos testes empregados na analise do LCR:
Teste ELISA-"conta” (ELISA-"conta”);
Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
e Teste ELISA em placa (ELISA)

Nau Heativu

o b Absnlutn Fta!ativn % |
ELESA cnnta 4? 3?,5 62,4
99,2

grupo "A" para os trés testes estudados, ao nivel de
significancia de 5%, foi aplicado o teste “Q" de Co-
chran, igualmente para se saber a possibilidade esta-
tistica de se ter uma resposta negativa no exame de
LCR para cisticercose, para os trés tipos de testes em-
pregados no grupo “B". Anteriormente foli empregado
o Teste Exato de Fischer para se saber se os resultados
negativos encontrados na populacao B-1 eram estatis-
ticamente 1iguais a frequéncia de resultados negativos
obtidos na populacao B-2, e com isto analisar os resul-
tados como se fosse um s6 grupo'®

Foram utilizados ainda, testes de proporcoes para
se verificar a presenca de diferencas estatisticamente
significativas (ax=0,05) entre os resultados obtidos para
a frequiéncia de positividade dos trés testes emprega-
dos no grupo A’**,

RESULTADOS

A distribuicao relativa do numero de individuos posi-
tivos e de negativos do grupo A, com clinica compativel
e imagem tomografica sugestiva de neurocisticercose,
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TABELA Il
Estimativas pontuais e intervalares, obtidas
para a frequéncia de positividade dos testes
empregadns na pupulagan do grupﬂ A {n_125}

ELISA—"L‘.‘GHIE 3?,5

BB B
ELISA 40,8

32 ES a 50 49

TABELA Il
Estimativas pontuais e intervalares,
obtidas para a especificidade dos testes aplicados
nas amostras pertencentes ao grupn B In:BO}

...........

P By e 5 PPy

____________ o -'55_:::_‘{_3.4,1@]::1.'[_&_!@?';%; :

ELISA "cunta 92,5
EL!SA 92.5 BE B? a BE Eﬁ

* TABELA IV
Indices de Co-positividade (%),
Cn negatwldade e Concordancia (%)
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TABELA V
Frequencia (%) de positivos e negativos quando
do emprego de dois testes diferentes utilizados
na rotina, em 936 amostras do grupo C

=TT
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0 | Hesultadus dns testeuggn&125)'"*;":*f**‘iié§§§§~
Tﬂmﬂ Haaﬂvu ..... | NaoReativo

_Absoluto “ﬂ'atlvn"% ----- _ Absoluto | Relativo %

ELISA-"conta" 174 18.58 762 81,42
L e

em funcao dos resultados dos testes empregados (Fig. 1
e Tab. I), mostrou uma sensibilidade bastante semelhan-
te para os testes imunoenzimaticos ELISA-"conta"
(37,6%) e ELISA em placa (40,8 %). Mostra também a
supremacia destas metodologlas quando comparadas
com a Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).

A simples inspecao visual das estimativas pontuais e
intervalares (Tab. I e II) indica que o teste mais sensivel
for o ELISA em placa, cuja positividade calculada foi
40,8%. Testando-se este valor (testes de proporcoes) con-
tra os correspondentes obtidos nos demais testes consta-
tou-se nao haver diferenca estatisticamente significativa
na sensibilidade do teste ELISA-"conta" (estatistica do
teste = 0,77; =0,05). Porém, constatou-se diferenca
significativa entre as sensibilidades dos testes de
imunofluorescéncia (RIFI) e ELISA-"conta".

Através do Teste Exato de Fisher, ao nivel de signifi-
cancia de 5%, verificou-se que nao existe diferenca esta-
tisticamente significativa entre os resultados dos
subgrupos B-1 e B-2, isto €, a freqliéncia de resultados
negativos encontrados na populagao do subgrupo B-1 €,
estatisticamente igual a freqiiéncia de resultados nega-
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tivos obtidos na populacao do subgrupo B-2. A simples
inspecao visual dos resultados apresentados quando es-
sas duas populacoes foram agrupadas (Tab. I1I), revela a
boa correlacao dos trés testes quanto a especificidade.
Observou-se que a possibilidade estatistica, ao nivel de
significancia de 5% de se ter uma resposta negativa no
exame do LCR para cisticercose, para os trés tipos de
testes empregados, € a mesma.

Pelos indices de co-positividade (%), co-negativida-
de e concordancia (%) (Tab. IV), constata-se nao haver
diferenca significativa entre os testes ELISA em placa e
ELISA-"conta". No entanto, a estatistica do teste fo1 sig-
nificativa quando se comparou esses dois testes com a
RIFI (x=0,05). Essas constatacoes tambéem foram obti-
das empregando-se o0 mesmo procedimento utilizado
quando se testou a sensibilidade e a especificidade.

A frequiéncia de positividade do teste ELISA-"conta",
quase 50% maior quando comparada a obtida pela Rea-
cdao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) nas amostras
do Grupo C (Tab.6), reforca a utihdade deste teste.

DISCUSSAO

A frequéncia de positividade apresentou-se inferior a
normalmente encontrada na literatura para essas trés
metodologias® #5119 possivelmente em virtude das
amostras do grupo A serem oriundas de pacientes em
diversos estagios evolutivos da doenca, inclusive alguns
com sequela neurologica apenas evidenciada pela to-
mografia sugestiva de neurocisticercose. Frequentemente
ocorre, que o padrao “ouro” utilizado por muitos pesqui-
sadores, para avaliar o teste ELISA, é constituido de
amostras de LCR ja com reacao de fixacao de comple-
mento ou reacao de imunofluorescéncia indireta positi-
vas para cisticercose. Sabe-se que 30% dos pacientes com
neurocisticercose'” possuem reacoes de fixacao de com-
plemento e/ou imunofluorescéncia indireta negativas.
Nesta pesquisa, estes pacientes nao foram excluidos, visto
que o critério para inclusao no grupo A, foi de diagnosti-
co tomografico.

A freqiiéncia de positividade do teste ELISA-"conta”,
quase 50% maior quando comparada a obtida pela Rea-
cao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) nas amostras
do Grupo C (Tab. V), reforca a utilidade deste teste, prin-
cipalmente, quando se sabe da boa sensibilidade do RIFI,
que varia de 80,7% a 96%*"“.

Esses indices totalmente novos em nosso melio, com-
provam a superioridade desta metodologia, voltada para
os laboratorios que nao possuem aparelhos leitores de
placa, como os necessarios para o teste ELISA conven-
cional. Embora esses testes sejam bastante sensiveis, as
amostras do Grupo C, por serem oriundas de pacientes
com quadro clinico e/ou tomografico apenas sugestivo
de neurocisticercose, bem como, de pacientes sem um
quadro clinico, definido para o diagnostico de uma outra
patologia neurologica, promoveram uma baixa frequén-
cia na positividade.

CONCLUSOES

1- A comparacao do teste ELISA-"conta" e ELISA
em placa mostrou que nao ha diferenca significativa en-
tre os métodos, tanto para sensibilidade quanto para es-
pecificidade.
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2- Nao existe diferenca estatisticamente significativa

entre os trés testes ensaiados, em relacao a especificida-
de.

3- O teste ELISA-"conta" mostrou ser estatisticamen-
te superior a Reacao de Imunofluorescéncia Indireta, rea-
cao tido como um bom aliado no diagnéstico da neuro-

cisticercose, por apresentar boa sensibilidade e especifi-
cidade.

4- Sendo os testes ELISA em placa e ELISA-"conta"
iguais do ponto de vista de sensibilidade e especificida-
de, este tltimo torna-se viavel para um laboratério de
menor porte, quando utiliza um espectrofotometro ha-
bitual nos laboratorios clinicos e que como suporte para
a sensibilizacao com o antigeno, utilize “contas” que
possam ser adquiridas facilmente no mercado.
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Métodos laboratoriais disponiveis
para o diagnostico da Filariose Linfatica

Available laboratorial diagnostic methods of the Lymphatic Filariasis

Abraham Rocha "%

RESUMO - O presente trabalho tem como objetivo revisar os métodos laboratoriais disponiveis para se diagnos-
ticar a filariose linfatica bancroftiana. Doencga transmitida pelo vetor Culex quinquesfasciatus, e que € encontrada
no Brasil, na Regiao Metropolitana de Recife — PE, Maceio — AL, e Belém — PA. Apesar de existir uma variedade de
testes utilizando a pesquisa do parasito, anticorpo, antigeno e DNA, na rotina diagnoéstica, um cuidado deve ser
tomado pelo profissional de saude na interpretacao dos resultados, quer para diagnoéstico ou descarte de infeccao

filarial, quer principalmente para atribuir ou nao a filariose, um quadro de adenopatia, linfedema ou hidrocele de
que o paciente seja portador.

PALAVRAS-CHAVE - Wuchereria, antigeno, filariose bancroftiana, parasitologico e imunodiagnostico.

ABSTRACT - The objective of this present paper i1s to review the performance of the laboratorial diagnostic methods
available for diagnosis of bancroftian filariasis, a vector borne disease which occurs in Brazil in Greater Recife (PE),
Maceio (AL) and Belém (PA). Tests are now available which detect circulating filarial antigens, DNA and antifilarial
antibody. For routine diagnosis, attention should be payed by the professional of health to be aware of the limita-
tions of each test. Accurate interpretation of test results requires a knowledge of the positive and negative predictive
value of each test. No tests currently exist that can confirm, in an individual patient, the filarial etiology of morbidity
that is often associated with bancroftian filariaisis, such as adenopathy, hydrocele, lymphedema, or chyluria. Rather,
the currently avaible serologic tests indicate only whether the patient is currently infected or not with the parasite.

KEY-WORDS - Wuchereria, antigen, bancroftian filariasis, parasitologic and immunodiagnosis.
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INTRODUCAO

filariose linfatica causada pela Bruguia malayi,

B. timori e Wuchereria bancrofti esta largamente
distribuida no globo terrestre, podendo ser encontra-
da em 73 paises. Cerca de 1.1 bilhdes de pessoas (20%
da populacao do globo terrestre) vivem em areas en-
démicas sob o risco de adquirir infecgao filarial. Esti-
ma-se que no minimo 120 milhoes de pessoas estao
infectadas®’**.

O parasita filarial, W. bancrofti, esta presente na
maioria das regioes tropicais e subtropicais do mun-
do. Aproximadamente 107 milhoes de pessoas estao
infectadas com este helminto®. Nas Américas, é uma
importante causa de morbidade aguda e cronica atin-
gindo pessoas de todas as 1dades e de ambos 0s sexos.
O Haiti tem a mais alta prevaléncia, e, no Brasil, o
Grande Recife, PE € uma area de importante trans-
missibilidade, sequindo-se Maceio, AL. Em Belém, PA,
a transmissao parece estar controlada®®’.

A bancroftose ¢ uma doenca exclusiva do homem.

E transmitida pelos principais géneros de mosquitos

vetores que sao:Mansonia, Aedes, Anopheles e Culex,
sendo, o Culex quinquefasciatus, o vetor responsavel
pela transmissao na maloria das regioes do mundo.
No Brasil, este mosquito é vulgarmente conhecido
como pernilongo, murigcoca ou carapana‘. A transmis-
sao ocorre devido a presenca de formas embrionadas,
chamadas de microfilarias, no sangue humano. Mos-
quitos fémeas dos generos acima citados, no momento
da hematofagia sugam juntamente com o sangue, as
microfilarias que se desenvolvem no seu interior, no
periodo de 14 a 21 dias em larva infectante ou L3. Na
oportunidade de uma nova hematofagia as L3, que
apresentam movimentos ativos, sao depositadas na
pele do individuo sadio e pela solucao de continuida-
de acarretada pela picada do mosquito, penetram no
organismo. Estas larvas possuem uma predilecao pelo
sistema linfatico e linfonodos, até o momento nao es-
clarecida, sofrem entao duas mudas, tornando-se ver-
mes adultos, machos e fémeas, que apds o acasala-
mento, produzem microfilarias por mais de dez anos,

ou até a sua morte natural ou pela acao da droga die-
tilcarbamazina (DEC)'®!%37,

—
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A manifestacao da doenca é complexa, dependen-
do, dentre outros fatores, do estadio do parasito e da
resposta imunolégica do individuo, acarretando as
mais diversas formas clinicas**. A hemattria e a eosi-
nofilia pulmonar tropical ou EPT sao causadas pela
microfilaria, e as demais formas agudas (linfangites e
linfadenite) e as cronicas (hidrocele, quilocele, linfo-
escroto, quiluria e linfedema) sao causadas pelo esta-
dio adulto do parasita, o qual habita o sistema linfati-
co, principalmente os vasos de transporte'?.

Pesquisa do parasito

Tradicionalmente, o diagnostico laboratorial da in-

feccao filarial esta baseado na deteccao das microfilari-

as no sangue periférico ou de formas adultas em biop-
sias de linfonodos, evidenciando vermes, vivos, dege-
nerados, calcificados ou aparentemente intactos!®*3.

Contudo, a biopsia nao € um meétodo de rotina para diag-

nostico da bancroftose e sim de importancia no diag-

nostico diferencial com outras patologias do sistema lin-
fatico. O encontro do parasito adulto seria ao acaso.

Assim, por muitos anos, o unico diagnéstico utilizado

de rotina, comprobatorio da infeccao filarial fol o en-

contro de microfilarias no sangue periférico ou nos li-

quidos bioldgicos (urina, sangue menstrual, liquidos

hidroceélico, quiloceélico ou sinovial) do hospedeiro.

Recentemente, com a utilizacao da ultra-sonogra-

fia, de forma pioneira em Recife-PE, fol possivel a vi-
sualizacao de vermes adultos vivos em vasos linfati-
cos de bolsa escrotal'”® e nas mulheres a nivel de
mama'‘. Assim, a ultra-sonografia esta sendo conside-
rada como uma nova "ferramenta"” parasitologica no
diagnostico da bancroftose (Rocha, nao publicado).

Dois métodos de pesquisas de microfilarias em san-

gue periférico e venoso sao utilizados na investiga-

cao da intfecgao filarial:

1) gota espessa (GE) nao mensurada (aproximada-
mente 451l) ou mensurada (20-60ul) utilizando-
se sangue capilar. A GE é o método de escolha
para inqueritos hemoscopicos e triagem indivi-
dual;

2) testes de concentracao de sangue venoso, tais como:
a) técnica de Knott**, geralmente utiliza-se entre 1

até 5ml , aumentado assim a sensibilidade do
diagnostico. Para os laboratorios de rotina diag-
nostica esta técnica pode ser utilizada para ana-
lisar o sangue dos individuos com baixas parasi-
temias, nos momentos pré e pos tratamento es-
pecifico. Por ser uma técnica laboriosa a mesma
fol substitiuda pelos laboratorios de pesquisas
pela técnica de filtracao;

b) a técnica de filtragao em membrana de policar-
bonato®, é consideada o gold standard para a pes-
quisa deste estadio do parasita. Pode-se utilizar
até 16 ml, sendo mais utilizada na pesquisa cien-
tifica'. Os testes parasitologicos, com excecao do
ultra-som, necessitam ser realizados de acordo
com a periodicidade das microfilarias, que na
mailoria das areas endémicas, é de periodicida-
de noturna, com picos de parasitemia entre as
23:00e 01:00hn".
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Desta forma, o diagnéstico definitivo da infeccao
filarial, estaria sujeito a demonstracao do parasita no
sangue (periférico ou venoso), nos tecidos (biépsia),
liquidos biologicos (urina, liquidos quilocélico, hidro-
célico ou linfa) ou in vivo (ultra-sonografia). Esta lti-
ma metodologia, apesar da alta sensibilidade e espe-
cificidade, até o momento, nao estd sendo utilizada
de rotina como ferramenta diagnostica e confirmaté-
ria da infecgao ou como critério de cura apés o trata-
mento especifico nos diversos servicos de saude pu-
blica nas areas endémicas do mundo.

Por outro lado, inquéritos epidemiol6gicos utilizan-
do sangue periferico (capilar ou venoso), em algumas
regioes do mundo € muito dificil ou até mesmo impos-
siveis devido a violéncia ou onde crencas religiosas
existem, como no continente africano, o que dificulta
em muito qualquer trabalho noturno.

O diagnostico clinico e parasitologico direto da
doenca, muitas vezes nao é facil, o que faz do soro
diagnoéstico ou a pesquisa de DNA circulante do pa-
rasito uma op¢ao necessaria. Ao mesmo tempo, um
imenso desafio para os imunoparasitologistas, apre-
senta-se por nao se dispor de um modelo experimen-
tal, o qual possibilitaria o conhecimento da relacao
clinica-imunoldgica do parasita-hospedeiro, a exem-
plo do que se tem na esquistosomose manso6nica ou
na malaria, particularmente em relacéao a testes diag-
nosticos**,

Desta forma, um teste que possa ser realizado a
qualquer hora do dia € extremamente atrativo para os
sistemas de saude das regioes endémicas, tanto a ni-
vel individual quanto da propria comunidade.

I. Pesquisa de anticorpo

Os testes preconizados para a pesquisa de anticor-
pos na doenca filarial, até o momento, utilizam extra-
tos brutos dos parasitos homaologos (por exemplo, a
imunofluorescéncia [IMF] para W. bancrofti) ou hete-
rologos (imunoenzima ensaios[ELISA] com vermes
adultos de B. malayi). Isso provoca geralmente rea-
coes cruzadas com outras infeccgoes, fazendo com que
a especificidade do teste seja prejudicada*.

Por varias décadas, foi preconizado no Brasil, prin-
cipalmente em Recife, um teste diagndéstico de infec-
¢cao e/ou doenca filarial, utilizando-se a IME no qual
usava-se como antigeno a propria microfilaria de W.
bancrofti. Dreyer et al. em 1991°realizaram um estudo
duplo cego utilizando os soros de pacientes com as
diversas formas de apresentacao clinica/parasitologi-
ca da doenca. Os autores confirmaram a alta sensibi-
lade do teste, ja descrita por Santos et al. em 1976
Contudo, verificaram uma baixissima especificidade,
e sugerem que o mesmo nao tem os atributos minimos
requeridos como instrumento diagnoéstico para a ban-
croftose (quer infecgao, quer doenca filarial).

Um dos determinantes mais bem caracterizados,
responsaveis pelas reacodes cruzadas em imunopara-
sitologia, € a molécula de fosforilcolina que, por sua
vez, € imunodominante na maioria dos organismos que
a possuem®'. Na tentativa de evitar o reconhecimento
da moléecula da fosforilcolina em testes sorolégicos,
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Ottesen et al., 1985*'demonstraram que individuos
portadores das diversas formas clinicas de filariose -
principalmente aqueles pertencentes ao grupo de eo-
sinofilia pulmonar tropical, apresentam, no ELISA,
altos titulos do isotipo IgG4 frente ao extrato soluvel
bruto de B. malayi (BmA). Assim, durante algum tem-
po houve uma aceitagao internacional, de que uma
resposta do tipo IgG4 frente ao extrato de BmA seria
indicativa de infeccao ativa (mesmo na auséncia de
evidéncias clinicas) ou de doenca crénica ou aguda
(mesmo na auséncia de evidéncias parasitolégicas).
O teste parecia ter uma alta especificidade e passou a
ser utilizado como diagnostico de doenca filarial. No
entanto, Rocha, 1995 demonstrou a baixa especifici-
dade desse teste, ao estudar os soros de pacientes com
uma sindrome pulmonar semelhante a EPT filarial
(chamada pelo autor de EPT-like), muito comum em
areas endémicas de filariose, mas causada por outros
helmintos que nao a W. bancrofti*®,

A detecgao de anticorpos antifilaria anti-Brugia IgG
total ou do 1isotipo IgG4 no soro dos individuos que
visitam e particularmente aqueles residentes tempo-
rarios em areas endémicas de bancroftose, parece ter
algum valor diagnostico®. Entretanto, a deteccao de
anticorpos da subclasse IgG4 no soro desses individuos
parece ser mais especifica do que a IgG total, apresen-
tando-se em altos titulos no soro dos individuos com
infeccao ativa com W.bancrofti (ou seja, naqueles in-
dividuos positivos para antigeno ciculante)!”2%26:27.2941
declinando os seus titulos apds o tratamento com a
DEC*, porém, no tocante a especificidade da IgG4 an-
tifilaria precisa ser melhor estudada, nao sendo indi-
cada como ferramenta diagnostica a ser utilizada de
rotina nas areas endémicas’ 4>,

As tecnicas sorologicas que utilizam a deteccao de
anticorpos, geralmente nao diferenciam os individuos
com infeccao ativa daqueles com infeccao passada ou
os individuos que ja tenham sido expostos as larvas
infectantes de forma esporadica ou mesmo continua,
mesmo que nao se tornem infectados. A utilizacao de
antigenos purificados certamente elevaria o grau de
seguranca dos testes que buscam identificar anticor-
pos especificos contra a W. bancrofti, a exemplo do que
ocorreu com o diagnastico da infeccao pela Onchocer-
ca volvulus. Hoje, ja € possivel, detectar inclusive, os
periodos pré-patente e patente, com o uso de um co-
quetel composto por trés antigenos recombinantes
(OV-7, OV-11 e OV-16)*". Mesmo apresentando uma
especificidade e sensibilidade de cerca de 95%, o teste
com o coquetel de antigenos possui a limitacao supra-
citada de nao ser capaz de distinguir infeccao ativa de
infecgao passada. Somado a isso, os anticorpos detec-
tados por esse coquetel permanecem elevados por va-
rios anos, nao sendo assim recomendada sua utiliza-
¢ao na monitorizagao da cura pos-quimioterapia anti-
filarial®’.

II. Pesquisa de antigeno circulante

Devido a limitacao diagnostica pratica dos testes
que utilizam a pesquisa de anticorpo na bancroftose,
0 Programa de Pesquisa em Doencas Tropicais da Or-
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ganizagao Mundial da Saude (TDR/WHO) enfatizou
a necessidade de serem gerados testes sorol6gicos ca-
pazes de detectar antigenos circulantes nos periodos
pré-patente, patente, de cura e de reinfeccao na fila-
riose bancroftiana®'. Varios pesquisadores demonstra-
ram no passado remoto que tais testes poderiam ser
factiveis®®®,

Seguindo as orientacoes acima citadas dois anti-
corpos monoclonais (AcMo) foram obtidos, sendo uti-
lizados na técnica imunoenzimatica (ELISA), denomi-
nados de testes do Og4C3 e AD12. O primeiro AcMo,
de acordo com alguns investigadores*'reconhece
somente produtos excretorios e secretérios de vermes
adultos de W. bancrofti®e o sequndo AcMo reconhece
um gntigeno de 200 kilo Daltons (kD) que segundo
alguns autores é originario de vermes adultos!”'%%%,
Apesar das observacoes referentes aos dois AcMo os
antigenos que ambos detectam podem ser comparti-
lhados tanto pelos vermes adultos com pelas Mf**47,
No entanto, destacamos a grande vantagem de ambos
os testes em detectar antigeno circulante de W. ban-
crofti a qualquer hora, tanto diurno com notuno, sen-
do constante a concentracao de antigeno no soro ao
longo do dia®® 7% %7,

O Og4C3 € um AcMo da classe das imunoglobuli-
nas IgM obtido contra a Onchocerca gibsoni (filaria
bovina). Ap6s os estudos iniciais, através da demons-
tracao que o AcMo reconhecia no soro de pacientes
infectados, antigenos de W. bancrofti, o mesmo tem
sido empregado como especifico na deteccao de anti-
geno circulante de vermes adultos. O teste ja se en-
contra comercialmente disponivel (Trop-Ag W. bancrof-
t1, produzido pela JCU Tropical Biotechnology Pty. Ltd.,
Townsville, Queensland, Australia) e ja estd sendo
usando de forma rotineira por varios laboratoérios da
Regiao Metropolitana do Recife. Estudado por véarios
autores™'***%°1 egge teste apresenta cerca de 100%
de sensibilidade em detectar os individuos microfila-
rémicos com densidade maior que 50mf/ml®3*°, embo-
ra tenha demonstrado uma sensibilidade variando de
72 a 75%, nos individuos com microfilaremia menor
que 30 mi/ml, decaindo esta sensibilidade naqueles
individuos que apresentam parasitemia menor que
Imf/ml*". Estudos desenvolvidos em Recife por Rocha
etal., (1996)* mostraram que esse AcMo possui 100%
de sensibilidade quando o individuo apresenta uma
densidade igual ou maior a uma microfilaria por ml de
sangue. Por outro lado, o teste reconhece somente cer-
ca de 70% dos individuos amicrofilarémicos, porém,
portadores de vermes adultos vivos. A definicao desse
grupo de pacientes, € de extrema importancia, na va-
lidagao de testes imunodiagndsticos e para a pesquisa
em geral. A identificacao de pacientes amicrofilaré-
micos, porém portadores de vermes adultos vivos, foi
possivel gracas ao uso da ultra-sonografia e o teste do
Og4C3 no estudo da bancroftose’!%11:28:383947 Emhorag
a especificiddade do Og4C3 seja muito alta, ela nao é
de 100%*". E importante salientar que néo existe dife-
renca de sensibilidade entre as amostras coletadas
durante o dia ou a noite®®, contornado-se assim a difi-
culdade encontrada na pesquisa da microfilaria circu-
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lante em sangue coletado no periodo da noite, o qual
é¢ mundialmente conhecido e representa um teste clas-
sico para o diagnéstico da infeccao filarial que € a gota
espessa.

O teste utilizando o AcMo AD12°, ainda nao dis-
ponivel comercialmente para o teste ELISA, fo1l alvo
de investigacao pelos pesquisadores. Quando compa-
rado ao teste do Og4C3, parece nao mostrar diferen-
cas significativas na deteccao dos individuos microfi-
larémicos. No entanto, Moulia-Pelat et al. 1995% de-
monstraram uma maior reducao no antigeno circulan-
te AD12 do que com o Og4C3, apos a intervencao de
controle da transmissibilidade através do tratamento
em massa na Polinésia Francesa. Os mesmos atribu-
em essas diferencas possivelmente a sensibilidade dos
testes na técnica do ELISA ou até ao fato de que os
dois AcMo pudessem reconhecer diferentes determi-
nantes antigénicos ou antigenos da Wuchereria.

Recentemente a Diagnostics Immunochromatogra-
phic Diagnostic Tests (ICT) lancou comercialmente o
teste rapido em cartdoes com anticorpo AD12, utilisan-
do-se soro, plasma ou mesmo sangue total (capilar)®’,
cujo resultado pode ser obtido em ate 15 minutos. Pela
simplicidade, esse teste parece bastante promissor para
ser utilizado em larga escala em areas endémicas, ten-
do a vantagem também de poder ser empregado a qual-
quer hora do dia. Como citado acima, o anticorpo AD12
parece ser especifico para antigenos do estadio de ver-
me adulto do parasito, devendo assim traduzir-se em
um teste positivo nos individuos infectados, quer mi-
cro ou amicrofilarémicos. Esse fato, se confirmado, li-
mitara o seu uso em areas onde o tratamento em mas-
sa interrompeu com sucesso a transmissibilidade. Des-
ta forma, seria bastante atrativo que trabalhos fossem
direcionados no sentido de validar os dois AcMo para
serem usados na monitorizacao dos programas de con-
trole da transmissibilidade, quando forem emprega-
das as drogas atualmente disponiveis: somente micro-
filaricida**** ou parcialmente macrofilaricida'®*’.

Os testes que detectam antigeno circulante de W.
bancrofti parecem ser mais sensiveis do que a deteccao
de Mf pela técnica de filtracao em membranas, gold test
utilizando 1ml de sangue venoso'®**’. Assim, a pesquisa
de antigeno parece ser bastante promissora para ser uti-
lizada como teste diagnostico de rotina. O teste, uma vez
positivo, significa que o individuo esta com a bancrofto-
se, contudo o teste negativo nao descarta a infecao. No
entanto, ressalta-se que, os resultados positivos, quando
encontrados em uma area dita extinta de filariose, apos
investigacao parasitologica negativa, podem ser consi-
derados como falsos positivos. Por outro lado, até o mo-
mento nao se tém dados convincentes com relagao ao
comportamento (negativacao) do antigeno circulante por
nao se saber qual a sua cinética apos a morte dos ver-
mes adultos, ou pos tratamento com a DEC ou ivermec-
tina'’#3%2925453 A pesquisa de antingeno circulante pode
nao ser uma ferramenta esclarecedora como diagnostico
no seguimento pos tratamento quer a nivel individual
quer a nivel de comunidade (tratamento em massa). Sen-
do assim, estudos precisam ser direcionados no sentido
de esclarecer qual o tempo médio do antigeno circulan-
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te, bem como se a morte dos vermes adultos, monitoriza-
dos pela ultra-sonografia, acarretam o declinio dos ni-
veis sorologicos do antigeno circulante, assegurando
desta forma a cura da infeccao.

II1. Pesquisa de DNA

A utilizacao da técnica da reacao da polimerase em
cadeia (PCR) foioriginalmente empregada na filario-
se bancroftiana para avaliar os programas de controle
através do indice de infeccao em mosquitos. Varios
autores tem demonstrado que a técnica de PCR possi-
bilita o encontro de uma unica larva infectante (L3),
quando experimentalmente colocada em um pool de
mosquitos. De acordo com Chanteau et al. 1994°, a
PCR permite detectar o DNA de uma unica L3 de W.
bancrofti em um “pool” de 50 mosquitos. Mais recen-
temente, Nicolas et al. 1996°° foram capazes de detec-
tar uma unica L3 em um "pool” de 100 mosquitos. Por
ser uma técnica que possibilita uma ampla aplicagao
no campo do diagnostico das doencas infecto parasi-
tarias, muitos pesquisadores estao trabalhando com
experimentos em bancroftose para aprimorar a tecni-
ca de PCR para deteccao de DNA livre de W. bancrofti
nos diversos liquidos biolégicos humanos ( sangue to-
tal, plasma, urina e secrecao pulmonar)**%°%°%%%4 Tra-
balho desenvolvido por Williams et al. (1996)°° demons-
trou que a sensibilidade do teste e de 100% quando a
amostra sanguinea examinada contém um numero
igual ou superior a oito Mf/ml. Zhong et al. (1996)"
conseguiram detectar um pouco menos de um pico-
grama (~1% do DNA de uma microfilaria) de DNA em
sangue total ou soro humano, experimentalmente, su-
gerindo que a técnica de PCR possa ser utilizada para

detectar DNA livre nos diversos liquidos biologicos.
De forma resumida o Quadro 1 nos mostra as van-
tagens e desvantagens de cada método acima discutido.

CONCLUSAO

Utilizando-se os testes para a pesquisa de anticor-
pos, a soropositividade, pode ocorrer em muitos indi-
viduos nao infectados vivendo nas areas endemicas,
devido as reacoes cruzadas. A soropositividade, usan-
do-se 0 AcMo Og4(C3, oferece uma boa sensibilidade
para a Infeccao bancroftiana, contudo sua especifici-
dade ainda precisa ser mais bem avaliada em indivi-
duos que compartilham de outras infeccoes parasita-
rias. Assim, devera ser sempre considerado pelo me-
dico assistente o valor preditivo positivo do teste em
areas de baixa prevaléncia da doenca filarial'®, para
uma melhor interpretacao do teste. E importante
salientar que o resultado negativo na pesquisa de an-
tigeno, tanto pelo AD12 quanto pelo Og4C3, nao des-
carta a infeccao filarial. Por outro lado, os testes dispo-
niveis nao parecem ser marcadores de morbidade fila-
rial nem descartam a etiologia bancroftiana da doen-
ca apresentada pelo paciente, como hidrocele, linfe-
dema ou quiluria, por exemplo. Assim, estudos devem
ser direcionados no sentido de avaliar também o com-
portamento do antigeno circulante pos tratamento com
DEC ou ivermectina, caracterizando ou nao a cura do
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QUADRO 1
Testes disponiveis para detectar os individuos infectados ou nao com Wuchereria bancrofti
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- Baixa sensibilidade
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de concentracao boa sensibilidade.

b) Filtracao

- Pesquisa de MI pela técnicas a) Baixo custo,alta especificidade, a) Laboriosa

a) Knott b) Alta sensibilidade e especificidade a e b) Coleta venosa no periodo noturno

b) Alto custo

- Subtipos de anticorpos IgG - Alta sensibilidade
especificos para W.b.*

- Baixa especificidade
- Nao estao comercialmente disponiveis

- Alta especificidade

- Deteccao de antigeno circulante - Boa sensibilidade - Nao apresenta 100% de sensibilidade
- Boa especificidade nem especificidade |
- Rapido - Precisa ser melhor estudado pos
- Conveniente (nao necessita coleta noturna) seguimento do tratamento com DEC*
|
- Pesquisa do DNA de W.b. - Boa sensibilidade - Alto custo

- Consome muito tempo
- Necessita de pessoal especializado
e equipamento sofisticado

- Ultrassom - Alta sensibilidade
- Alta Lspermcmade
- Deteccao de Va'

- Alto custo
- Pessoal tecnico especializado

'Mf - Microfilaria = ?W.b. - Wuchereria bancrofti » *Va - Verme adulto+* *DEC - Dietilcarbamazina

individuo com a negativacao do antigeno. Desta for-
ma, 0s testes parasitologicos permanecem, no momento
como a "ferramenta"” diagnostica e de acompanhamen-
to pré e pos tratamento, com a demonstracao ou nao
do parasito, como critério de cura.
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Avaliacao dos niveis plasmaticos do fragmento
1+2 da protrombina (F. ,) na Doenca
Hipertensiva Especifica da Gravidez (DHEG)

Prothrombin fragment 1+2 (P,,,) evaluate from plasma levels
in pregnant women showing pre-eclampsia

Luci Maria Sant’Ana Dusse, Lauro Mello Vieira & Maria das Gragas Carvalho

RESUMO - O fragmento 1+2 da protrombina (F,,,) é liberado durante a ativacao da cascata da coagulacao, quan-
do o complexo protrombinase atua sobre a protrombina para converté-la em trombina. O F,,, constitui, portanto,
um marcador da geracao de trombina in vive. A Doenca Hipertensiva Especifica da Gravidez (DHEG) caracteriza-
se por hipertensao, proteinuria e edema. A despeito de inumeros estudos, a etiologia e fisiopatologia da DHEG é
desconhecida. A interrupcao da gestacao constitul medida terapéutica freqiiente e tem como conseqiéncia o au-
mento da mortalidade neonatal. O objetivo do presente estudo fo1 avaliar os niveis plasmaticos de F,, , na DHEG,
em diferentes formas clinicas, visando esclarecer a possivel utilizacao desse marcador laboratorial para diagnosti-
co e/ou prognostico da doencga. Os dados relatados no presente estudo aliados aos dados da literatura nao permi-
tem concluir sobre a utilidade da determinacao dos niveis plasmaticos de F,,, como um meétodo de potencial

aplicacao para se estabelecer a gravidade da DHEG em funcao das alteracoes hemostaticas que resultam em
hipercoagulabilidade.

PALAVRAS-CHAVE - I, ,, Doenca Hipertensiva Especifica da Gravidez.

ABSTRACT - Prothrombin fragment 1+2 (F,.,) is released as result of the coagulation system activation in
which prothrombinase is generated and cleaves the prothrombin in thrombin. Measurements of F, _, constitutes
an elficient marker of thrombin formation 1n vivo. Pre-eclampsia 1s characterized by hypertension, proteinuria
and swelling. In spite of several studies be developed on this matter, the aethiology and physiopathology of pre-
eclampsia remain unclear. Pregnancy interruption 1s often used as a therapeutic measure resulting in a neona-
tal mortality increase. The aim of this study was to evaluate the plasma levels of F, ,in pregnant women sho-
wing different clinical status of pre-eclampsia and investigale the potential use of this laboratory marker for
diagnosis and/or prognosis of this disease. The data obtained in the present study in addition to the literature
data do not allow to conclude the usefulness of the F, , plasma levels measurement as a method with potential
application to establish the severity pre-eclampsia relating to the hemostatic alterations which result in hyper-
coagulability.

KEY WORDS - F, , pre-eclampsia. |
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INTRODUCAO

Aetapa final da cascata da coagulacao sanguinea
inclul a acao do complexo protrombinase, forma-
do pelos fatores Xa e Va, ions calcio e fosfolipides pla-
quetarios, sobre a protrombina (fator II). Dessa forma,
ocorre uma primeira clivagem e a liberacao de um
fragmento 1nativo, o fragmento 1+2 da protrombina,
ou F,,,. Seque-se, entao, uma segunda clivagem que
resulta na formacao de trombina/fator Ila (Scazziota,
Altman, 1995; Handin et al., 1995). A trombina atua
sobre a molécula de fibrinogénio liberando o peptideo
A da cadeia o (FPA) e, posteriormente, o peptideo B
da cadeia } (FPB), dando origem ao polimero de fibri-

na, unidade basica da fibrina. Os polimeros resultan-
tes sao instaveis e, por acao do fator XIIla, adquirem
malor coesao e estabilidade, originando a malha de
fibrina estavel e resistente a acao de proteases (Scaz-
zlota, Altman, 1995). Recentemente foram desenvol-
vidos meétodos para determinacao plasmatica de F, ,,
e FPA/FPB e os niveis desses tém sido utilizados, res-
pectivamente, como marcadores da geracao de trom-
bina e da producao de fibrinogénio in vivo (Tripodi &
Mannucci, 1996). E 1mportante ressaltar o avanco que
representa tais metodologias, considerando-se que os
testes classicos de avaliacao laboratorial da coagula-
cao sanguinea, embora de grande eficacia para ava-
liar os estados de hipocoagulabilidade, ndao sao ade-
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quados para detectar a exacerbacao da ativacao da coa-
gulacao.

A Doenca Hipertensiva Especifica da Gravidez
(DHEG), na sua forma pura, caracteriza-se pelo apa-
recimento em gravida normotensa, apos a vigeésima
semana de gestacao, da triade sintomatica: hiperten-
sdo, proteinturia e edema. E uma doenca incuravel,
exceto pela interrupcao da gravidez e pode evoluilr para
quadros ainda mais complexos como eclampsia, sin-
drome HELLP (Haemolysis, elevated liver enzyme ac-
tivity, low platelets) ou CID - Coagulacao Intravascu-
lar Disseminada (Delascio, 1983; Sibai,1993). ADHEG
constitul a principal causa de morte materna em di-
versos paises do mundo e contribui, significativamen-
te, para a prematuridade, o baixo peso fetal e 0 au-
mento da mortalidade neonatal. Na Maternidade Ode-
te Valadares, em Belo Horizonte, M.G., onde o pre-
sente estudo fol realizado, a DHEG ocorre em cerca
de 12% das gestantes e esta associada a um elevado
custo social, pois, via de regra, resulta na internacao
da gestante e/ou do recem-nascido por mais de 20 dias.
A despeito de inumeros estudos, a etiologia da DHEG
é desconhecida.

Consideravels evidéncias tém demonstrado que o
estado de hipercoagulabilidade verificado na gravidez
normal que provavelmente, visa impedir um sangra-
mento excessivo no momento do parto ou de um abor-
to, torna-se exagerado na DHEG. Nessa doenca tem
sido verificada uma formacao aumentada de fibrina
que pode levar a oclusao da luz de vasos, especial-
mente uteroplacentarios e renais, com consequente
surgimento de areas 1squémicas (Gilabert et al., 1995,
Higgins et al., 1998).

O objetivo do presente estudo fol avaliar os niveis
plasmaticos de F,,, na DHEG, em diferentes formas
clinicas, visando esclarecer a possivel utilizacao des-
se marcador laboratorial para diagnostico e/ou prog-
nostico da doenca.

MATERIAL E METODO

Este estudo fol previamente analisado sob os pon-
tos de vista ético e formal, pela Comissao de Etica da
Maternidade Odete Valadares, em Belo Horizonte -
Minas Gerais, de onde as gestantes foram seleciona-
das. Todas as gestantes envolvidas no estudo foram
devidamente informadas dos objetivos da pesquisa e
o consentimento livre e esclarecido foi obtido em to-
dos os casos. Para este estudo foram constituidos trées
grupos: grupo-controle (n=18), grupo de gestantes
apresentando DHEG pura nas formas leve/moderada
(n=22) e na forma grave (n=19). Os critérios de inclu-
sao das gestantes do grupo-controle foram: pressao
sistolica/diastolica inferior a 120/80mmHg, sem qual-
quer historia de hipertensao e auséncia de proteinu-
ria. Para o grupo de gestantes apresentando a DHEG
pura, foram utilizados os criterios determinados pelo
Comité de Terminologia do Colegio Americano de
Obstetras e Ginecologistas (Hughes, 1972), que inclu-
em o surgimento de hipertensao gestacional associa-
da a proteinuria ou edema generalizado ou ambos, a
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partir da vigésima semana de gestacao, em gestantes
ate entao normotensas. A classificacao da DHEG como
leve, moderada ou grave foi feita pela equipe obstétri-
ca, baseando-se nos valores da pressao sanguinea e
da proteinuria. Os criterios de exclusao, comuns aos
trés grupos, foram obesidade, presenca de doencas
intercorrentes como disturbios da coagulacao, doen-
cas cardiovasculares, doencas renais, doencas autoi-
munes, doencas hepaticas, diabetes, cancer e presen-
ca de sangramento de qualquer natureza.

Amostra biologica

Foram coletadas de cada gestante, no terceiro tri-
mestre da gravidez, amostras de 2,7mL de sangue ve-
noso, diretamente em tubos do sistema vacutainer con-

tendo citrato de so6dio (Becton Dickinson), devidamen-
te 1dentificados.

Metodo

A determinacgao dos niveis plasmaticos de F,,, fol
feita por ELISA, utilizando-se o conjunto diagnéstico
Enzygnost F,,, (Behring Diagnostic GmbH-A, Mar-
burg-Germany), seguindo-se rigorosamente as instru-
coes do fabricante. A analise estatistica fol realizada
empregando-se o software Systat v. 8.03. A existéncia
de diferencas significativas entre os grupos, foi apura-
da por analise de variancia (ANOVA). O parametro para
rejeicao ou nao da hipotese testada foi um valor p<0.05.

RESULTADOS

As medias e desvios-padrao dos resultados dos ni-
vels plasmaticos de F,,, para o grupo-controle, grupo
com DHEG leve/moderada e com DHEG grave foram,
respectivamente, 2.94+1.09, 2.45+x0.85e 2.50%=1.07.

A dispersao dos valores obtidos para niveis plas-
maticos de F,,, nos trés grupos, pode ser observada
na Figura 1.

FIGURA 1
Niveis plasmaticos de fragmento 1+2 de
protrombina/F, , (nhmol/L), determinados por ELISA.
A linha horizontal mostra a meédia dos valores obtidos
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A analise estatistica dos resultados obtidos revelou
que nao houve diferenca entre as médias dos trés gru-
pos avaliados.

DISCUSSAO

Confirmando o aumento da coagulabilidade san-
guinea na gravidez (Gilabert et al., 1995), no pre-
sente trabalho foi observado um aumento nos niveis
plasmaticos de F, ,,, de aproximadamente quatro ve-
zes, nos trés grupos avaliados em relagao aos valo-
res obtidos para a populacao normal (avaliada no
mesmo laboratoério onde este trabalho foi realizado
e utilizando-se a mesma metodologila), cuja media e
desvio-padrao foram 0.622 + 0.217 (Ferreira, 1998).
No entanto, nao foram observadas diferencas entre
os trés grupos avaliados. Considerando-se a hipote-
se de uma exacerbacao ainda mails acentuada da
ativacao da coagulacao na DHEG, como sugerem
diversos relatos da literatura (Cadroy et al., 1993;
Konijnenberg et al., 1997), era de se esperar um au-
mento de F,,, nessa doencga. A nao obtengao desse
aumento, necessita uma interpretacao cautelosa.
Nao se pode descartar a hipotese de que tenha ocor-
rido, na DHEG, um consumo dos fatores da coagu-
lacao superior a capacidade de sintese dos mesmos
pelo figado, de modo que no momento em que a ges-
tante fol avaliada nao havia protrombina em quan-
tidade suficiente para gerar um aumento nos niveis
plasmaticos de F, ,. Considerando-se tal hipotese,
pode-se inferir que os niveis plasmaticos de F,,, nao
constituem um marcador eficaz para detectar um

sistema da coagulacao perigosamente ativado na
DHEG.

Em um estudo relatado na literatura, onde foram
investigados os niveis plasmaticos de F,,, em ges-
tantes com DHEG (Cadroy et al., 1993), nao foi ob-
servada uma alteracao acentuada da concentracao
plasmatica desse fragmento ao longo da gestacao.
Esses investigadores questionaram a fidegnidade,
da determinacao plasmatica de F,,, para avaliar a
producao de trombina e admitiram que € possivel
que algumas moléeculas de F, ,,fiquem retidas na su-
perficie catalitica fosfolipidica onde foram formadas,
nao sendo liberadas para a circulagao, o que resul-
taria em niveis plasmaticos nao consistentes com a
real taxa de conversao de protrombina em trombi-
na. Considerando-se os resultados do presente es-
tudo, essa hipotese nao procede, uma vez que nos
trés grupos de gestantes avaliados fol observado um
aumento, de cerca de quatro vezes, nos niveis plas-
maticos de F,,, em relacao aos valores obtidos fora
da gravidez.

Os dados relatados no presente estudo, aliados
aos dados da literatura (Cadroy et al., 1993), nao per-
mitem concluir sobre a utilidade da determinacao
dos niveis plasmaticos de F,,, como um meétodo de
potencial aplicacdo para se estabelecer a gravidade
da DHEG em funcao das alteragoes hemostaticas que
resultam em hipercoagulabilidade. Apesar da lite-
ratura indicar o F,,, como um excelente marcador
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da geracao de trombina (Tripodi & Mannucci, 1996),
0 presente estudo nao suporta a hipotese de maior
formacao de trombina na DHEG, quando compara-
da a gestacdao normal. No entanto, cumpre ressaltar
que os niveis plasmaticos de F, , foram significati-
vamente elevados em gestantes normais quando
comparadas aos resultados observados na auséncia
de gravidez, confirmando a exacerbacao da coagu-
lacao na gestacao (Gilabert et al., 1995). Esse dado
vem reforcar a ideia de que o F,,, realmente seja
um util marcador de hipercoagulabilidade, exceto
em situacoes como na DHEG ou, de uma forma mais
abrangente, em condicoes nas quais esta havendo
consumo dos fatores da coagulagao ou sintese pre-
judicada desses pelo figado.
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RESUMO - O climatério é o periodo da vida feminina caracterizada pelo esgotamento dos foliculos ovarianos, |
tendo como consequéncia a diminuig¢ao dos niveis de estrogénio e progesterona, resultando em alteracées fisiold-
gicas sobre a pele, mucosas, ossos e metabolismo lipoprotéico, sendo a menopausa um episodio dentro do clima-
tério que representa a ultima menstruacao da vida da mulher. Com a deficiéncia estrogénica, o epitélio vaginal
torna-se atrofico e de pequena espessura, levando conseqiientemente a uma diminuicao da producao de glicogé-
nio e baixo teor de acidez, favorecendo o surgimento de vaginites, as quais poderao ser de origem especifica ou
inespecifica. Este trabalho teve como objetivo analisar a prevaléncia de vaginites especificas e inespecificas em
mulheres na pos-menopausa. Foram analisadas 533 mulheres de faixa etaria compreendida entre 40 e 65 anos de
idade, cujas amostras foram obtidas através de colheita triplice (ectocérvice, endocérvice e fundo de saco vaginal),
com posterior coloragao pela técnica de Papanicolaou. Os resultados demonstraram que das 533 mulheres exami-
nadas, houve predominio de vaginites inespecificas determinadas por flora mista, em 44,5% das pacientes, sequi- |
da por infecgoes ocasionadas pela Gardnerella vaginalis em 10% das pacientes. As vaginites especificas por sua
vez tiveram como predominio as infec¢oes provocadas pela Candida sp em 156 casos (27.3%) seguidas pelo Tricho-
monas vaginalls observada em 72 pacientes (12,6%), tendo sido observada uma maior incidéncia destes agentes
em mulheres com faixa etaria variando entre 40 a 49 anos, seguida por aquelas com idade variando entre 50 a 59
anos de idade. Estes dados chamam a atencao para uma analise cuidadosa de esfregaco vaginal em mulheres na
pos-menopausa em especial naquelas com sinais e sintomas de vaginites.

PALAVRAS CHAVE - Climatério; vaginites especificas e inespecificas; menopausa.

SUMMARY - Climateric is a feminine life period characierized by the ovarian follicles exhaustion, having as conse-
quence estrogen and progesterone levels decrease, resulting in physiologic alterations in the skin, mucous, bones
and metabolism of lipoprotein, where the menopause becomes an episode inside climateric that represents the last
menstruation of the woman 's life. With the estrogenic deficiency, the vaginal epithelium becomes atrofic and less
thick causing consequently a glycogen production decrease and low acidity vaginal, favoring vaginitis appearance, |
which ones can rave to specific or non-specific origin. This work had as objective to analyze specific and non-speci-
fics vaginitis prevalence in women in the postmenopause. We analyzed 533 women with age group between 40 and
65 years old. The samples were obtained through triple collection (ectocervix, endocervix and vaginal sack fund
smears), with later staining by Papanicolaou’s technique. The results demonsitrated that in 533 women analyzed, the
prevalence of non-specific vaginitis was due to mixed bacteria, 44.5% of the patients, followed by Gardnerella vagi-
nalis in 10% of patients. The specific vaginitis due to Candida sp was seen in 156 cases (27.3%), followed by Tricho-
monas vaginalis observed in 72 patients (12.6%). A larger incidence of these biologic agents was observed in women
1n the age group varying between 40 fo 49 years, followed by those with age varying between 50 to 59 years old.
These data call the attention for a careful analysis of vaginal smear in women in the postmenopause, specially in
those with vaginitis signal and symptoms.

KEY WORDS - Climateric; non- specific and specific vaginitis; menopause.
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INTRODUCAO E OBJETIVOS e 45 anos, sendo marcado por manifestacoes clinicas
de ordem neurogénicas, psicogénicas, metabolicas, ge-

N::: ciclo biolégico feminino, a menopausa repre- | niturinarias e cutdneas dentre outras'®.
senta uma das fases mais importantes, a qual con- Os sinais e sintomas assoclados a menopausa re-

siste do periodo final da capacidade reprodutiva da | sultam da diminuicdo gradativa do estrogénio circu-
mulher, sendo caracterizada pela faléncia das funcoes | lante, sendo muito comum nesta fase, o surgimento
ovarianas. Este periodo ocorre geralmente entre os 40 | de processos inflamatérios ginecologicos, principal-
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mente as vaginites especificas e inespecificas, associ-
ados as manifestacoes ja citadas®”.

Ocorre nesta fase uma mudanca no pH vaginal, o
qual se torna alcalina, em virtude do decréscimo dos
hormonios esteréides, tornando o epitelio vaginal mais
susceptivel ao ataque de microorganismos e atipias
degenerativas bem como a processos inflamatorios em
decorréncia da diminuicao da defesa estabelecida pelo
epitélio pavimentoso estratificado, em virtude da di-
minuicao de suas camadas celulares®”.

As vaginites sao processos inflamatorios que aco-
metem o tecido da vagina, apresentando geralmente
como sintomatologia a leucorreia, podendo ser de na-
tureza infecciosa ou nao infecciosa®.

Dentre os agentes infecciosos que acometem as
mulheres nesta fase os mais frequentes sao: Trichomo-
nas vaginalis, Monilia ou Candida, e Gardnerella va-
ginalis*’**,

A Tricomoniase é causada pelo Trichomonas vagi-
nalis, protozoario cosmopolita, anaerobio, que apre-
senta quatro flagelos e membrana ondulante, e que se
prolifera melhor em meio umido e com pH 4,9 - 7,5,
sendo a sua principal transmissao atraves da relacao
sexual %",

A Candidiase € uma infeccao causada pelo fungo
do género candida, Candida albicans, e € um agente
oportunista que vive em forma comensal na vagina,
necessitando de condi¢oes adequadas para seu desen-
volvimento; como sao aquelas onde ha um elevado teor
de glicogénio propiciando uma elevada acidez, no caso
da gravidez em mulheres obesas e no diabetes meli-
tus, podendo também esta infeccao surgir em usua-
rias de antibioticos e corticosteroides, bem como, em
pacientes imunossuprimidas'”'’.

A Gardnerella vaginalis é o agente responsavel
por grande parte das vaginites inespecificas. Sao
bastonetes encurvados, polimorfos e gram-negati-
vos, observados em grande numero tanto entre as
células do tecido pavimentoso estratificado como
aderidos em sua superficie, as quals se denominam
“clue cells"'’.

O presente trabalho apresenta um estudo citomor-
fologico dos esfregacos cérvico-vaginais de mulheres
na pos-menopausa, com a finalidade de estabelecer a
prevaléncia de vaginites especificas e inespecificas em
pacientes atendidas no Servi¢o de Citologia do De-
partamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, no pe-
riodo de 1995 a 1997.

CASUISTICA E METODOLOGIA

Casuistica

Folrealizada uma avaliacao citomorfologica do ras-
pado cérvico-vaginal de 533 mulheres na po6s-meno-
pausa, portadoras de vaginites e atendidas no Servigo
de Citologia do Departamento de Analises Clinicas e
Toxicologicas (DACT) da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte (UFRN), no periodo de 1995 a 1997.

Paralelamente, foram coletados dados referentes as
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pacientes em formularios para posterior analise de
correlacao.

Metodologia

Os esfregacos foram confeccionados utilizando-se
a técnica da colheita triplice (ectocérvix, endocérvice
e fundo de saco vaginal) os quais foram imediatamen-
te submetidos a fixacao pelo alcool etilico PA. e poste-
riormente corados pela téecnica de Papanicolaou, sen-
do em seguida montadas em laminulas para posterior
analise em microscopio optico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados demonstraram que das 533 pacientes com
citologia inflamatoria na pos-menopausa, observou-se
predominio de vaginites inespecificas determinadas
por flora mista em 254 pacientes (44,5%) seguidas por
infeccoes ocasionadas pela Gardnerella vaginalis em
10% das pacientes.

As vaginites especificas, por sua vez, tiveram como
predominio as infec¢oes provocadas pela Candida sp
em 156 casos (27,3%), sequidas pelo Trichomonas va-
ginalis em 72 pacientes (12,6%), conforme mostra a
Tabela I.

Segundo Passos'', a incidéncia destas infeccoes
varia em relacao as classes economicas pesquisadas,
predominando em mulheres de meio economicamen-
te mais desfavorecidas, corroborando estas informa-
coes com 0s nossos achados, visto que a populacao
analisada neste estudo foi constituida por mulheres
de baixa condicao soclo-economica o que talvez justi-
fique a alta incidéncia destes agentes nestas pacien-
tes.

Alguns autores tém afirmado que a maioria dos
casos de mulheres portadoras de infecgoes vaginais
sao divididos em 3 categorias de acordo com o agente
etiologico:

a) as vaginites inespecificas que ocorrem com uma
freqiiéncia variando entre 40 a 50% dos casos;

TABELA |
Freqiiéncia dos agentes infecciosos especificos

e inespecificos em mulheres na menopausa
no periodo 1995 a 1997
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TABELA Il
Distribuicao dos agentes infecciosos especificos e inespecificos,
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b) as infeccoes por Candida, cuja incidéncia varia
entre 20 e 30% das vaginites e, |

c) e a tricomoniase que incide em cerca de 20 a
30% dos casos®™ !

Com relacao a faixa etaria, observou-se uma maior
incidéncia desses agentes em mulheres com faixa eta-
ria variando entre 40 a 49 anos, seguido por aquelas
com 1dade variando entre 50 a 59 anos de 1dade.

Carvalho® e Passos'’, analisando dados referentes a
pacientes com infecg¢oes ginecologicas, descreveram
que 95 a 98% das vaginites sintomaticas sao devidas a
infeccoes por Gardnerella vaginalis com uma incidén-
cia de 53%, Candida sp. (20,5%) e Trichomonas vagi-
nalis (9,8%), sendo porém, cerca de 2,5% destas infec-
¢coes causadas por agentes nao determinados. Os refe-
ridos autores concluem também que uma maior pre-
dominancia destas infecgoes ocorre em mulheres na
faixa etaria de 40 a 49 anos, e numa menor, em uma
faixa etaria mais avancada, estando estas afirmativas
de acordo com os achados do presente estudo.

Em relacao a incidéncia de Trichomonas vaginalis
observou-se uma maior freqiiéncia deste protozoario
em pacientes com faixa etaria, variando entre 40 a 49
anos, tendo sido também observado a auséncia deste
protozoario em mulheres com idade superior a 60 anos,
achado este condizente com afirmacoes de outros au-
tores, os quails preconizam que este agente tem sua
incidéncia mais elevada em mulheres com faixa etaria
variando entre 30 a 50 anos, e declinando depois, de-
pendendo do grau de desenvolvimento e atrofia do
epitélio vaginal, coincidindo também com o fato des-
tas mulheres se encontrarem ativas sexualmente''**?,

CONCLUSOES

De acordo com os dados relacionados concluimos
que:

1) Observou-se uma maior incidéncia de vaginites
especificas e inespecificas em mulheres na faixa eta-
ria compreendida entre 40 e 49 anos.

RBAC, vol. 32(4), 2000

2) Essas mulheres se apresentam mais susceptiveis
as vaginites ocasionadas, principalmente, por flora
mista (vaginites inespecificas) e pela Candida albicans
(dentre as vaginites especificas). Tal susceptibilidade
se da em decorréncia, provavelmente, do declinio da
funcao ovariana com um consequente deficit de estro-
génio, seguido da diminuicao da defesa do epitélio pa-
vimentoso estratificado, coincidindo também com o fato
destas mulheres ainda se encontrarem ativas sexual-
mente.
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Avaliacao hormonal, bioquimica e citologica
em mulheres com idade entre 40 e 55 anos,
sem reposicao hormonal, no interior

de Pernambuco-Brasil’

Hormonal, biochemical and cytological evaluation of women between
40 and 55 years old, without hormonal replacement therapy,

in the rural area of the state of Pernambuco-Brazil

Maria Teresa Jansem de Almeida Catanho’; Carlos Eduardo de Queiroz Lima? & Jacinto da Costa Silva Neto®

a N

RESUMO - O climatério € marcado por mudangas somaticas e psiquicas. Costuma iniciar numa faixa etdria que vai
de 40 a 55 anos de idade. Este estudo analisou cingiienta mulheres (n=50) que nao faziam uso de reposicao hormo-
nal e medicagao para cardiopatias, residentes no interior de Pernambuco-Brasil. Foram realizadas dosagens bioqui-
micas no sangue com os seguintes resultados: Glicose - 86,7% das mulheres eram normoglicémicas e 13,3% hiper-
glicémicas, com meédia de 102,43 mg/dl. Transaminase (TGP) com média de 16,38 unidade ER./ml, 97,8% com niveis
normais. O colesterol total apresentou media igual a 222,3 mg/dl. 77,8% das mulheres se apresentaram hipercoles-
terolémicas. Na avaliacao hormonal a dosagem de estradiol e progesterona foi realizada dividindo a amostra estuda-
da em trés grupos: A, B e C. O grupo A, formado por mulheres com ciclos menstruais normais (n=31), utilizado
como controle, apresentou 90,32% com niveis normais de estradiol. O grupo B, composto por mulheres com ciclos
uregulares (n=6), onde 100% das pacientes estavam dentro da normalidade para esta fase. O grupo C, representado
por mulheres menopausadas (n=13), acima de doze meses de amenorreia. 69,23% apresentaram niveis dentro do
esperado e 30,77% acima. A meédia do nivel de estradiol foi 58,12 pg/ml (p<0,00174). Na determinacao da progeste-
rona, o grupo A obteve 100% das pacientes apresentando niveis dentro da normalidade. O grupo B tambeéem 100%
dentro da normalidade. No grupo C, 84,62% estavam dentro da normalidade para a faixa etaria e 15,38% com niveis
acima do esperado. A media geral fo1 4,11 ng/ml. Na citologia foram encontrado 68,9% dos esfregacos normotroficos,
24,4% hipotroficos e 6,7% sao atroficos. As mulheres menopausadas apresentaram um grande percentual de normo-
trofismo apesar de mostrarem baixos os niveis de estradiol. Os nivels de progesterona sofreram um decréscimo
significativo porem sem alterar o trofismo cérvico-vaginal, mostrando que nao existe uma correlacao direta. Os
resultados sugerem que a reposicao hormonal deve ser bastante criteriosa e estudada caso a caso, levando em
grande consideracao os niveis de estradiol e progesterona e o padrao de trofismo cérvico-vaginal.

UNITERMOS - Climatério, reposicao hormonal, estradiol, progesterona, menopausa e trofismo.

SUMMARY -The climacteric is marked by somatic and psychic changes. It usually begin in an age group that goes from
40 to 55 years old. This study analyzed fifty women (n=50) that didn't use hormonal replacement and medication for
cardiovascular disease, that live in Pernambuco-Brazil. Biochemical analysis were done in the blood with the following
results: Glucose - 86.7% of the women were normal and 13.3% high, with an average of 102,43 mg/dl. Transaminase
(TGP) with an average of 16.38 unit ER. /ml, 97.8% wilh normal levels. The lotal choleslerol presented an average of
222,3 mg/dl. 77.8% of the women were hypercholesterolemic. In the hormonal evalualtion the 17-bela-estradiol and pro-
gestin analysis were done dividing the sample studied in three groups: A, B and C. The group A, formed by women with
normal menstrual cycles (n=31), used as control, it presented 90,32% of the women with normal levels of 17-beta-estra-
diol. The group B, composed by women with irregqular cycles (n=6), where 100% of the patients were in a normal condi-
tion. The group C, represented by menopausal women (n=13), more than iwelve months with menstrual cycles. 69.23%
presented levels as it was expected and 30.77% presented higher levels. The general average of the estradiol was 58,12
pg/ml. In the progestin study the group A relates women with normal cycles (n=31), used a control, and 100% of the
patients presenting normal levels. The group B wilth 100% of the palients were in a normal levels for this period. The
group C with 84.62% of the patienlts presenting normal levels and 15.38% presented higher levels. The general average
was 4,11 ng/ml. In the cytology 68.9% of normal trophic, 24.4% hypolrophics and 6.7% alrophics were what we found.
The menopausal women presented a big percentage of normotrophic although they have showed lower levels of 17-bela-
estradiol. The progestin levels suffered a significant diminution without changing the vaginal trophic, showing that a
direct correlation doesn't exist. The resulls suggest that the hormonal replacement should be very well done and studied
case by case, taking in great consideration the estradiol and progestin levels and the paltern of vaginal trophism.

KEY WORDS -Climateric, hormonal replacement, estradiol, progestin, menopause e lrophism.
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INTRODUCAO

O climatério é para a mulher um periodo caracteri-
zado por mudancas fisiolégicas e psicologicas
onde a sintomatologia muitas vezes € bem evidente. A
menopausa € a irreversivel cessacao do ciclo reprodu-
tivo feminino, na qual é seguida de perda permanente
da resposta ovariana a gonadotrofinas. Esta alteracao,
geralmente, ocorre espontaneamente entre as idades
de 40 a 55 anos na mulher com uma media aos 51 anos
de idade’.

As alteracoes hormonais levam, consequentemen-
te, a problemas de saude de grande importancia para
a vida da mulher. Os principais sintomas observados
sao: ondas de calor, suores noturnos, insonia, dimi-
nuicao do desejo sexual, irritabilidade, depressao, res-
secamento vaginal, dor durante o ato sexual, diminui-
cdo da atencao e memoria. Isto se deve as variagoes
por alguns hormoénios, principalmente estrogenos, no-
tadamente o 17-beta-estradiol. Portanto, em alguns
casos, e necessario tentar imitar a natureza repondo
os hormonios em falta.

Os estrogénios sao os hormoénios basicos das mu-
lheres: sua producao se inicla na adolescéncia, quan-
do é responsavel pelo aparecimento dos sinais sexuais
secundarios na mulher, e val até a chegada da meno-
pausa.

Além dos sintomas originados pelo seu decreésci-
mo, outros problemas como doencgas cardiovasculares,
obesidade, aumento do colesterol total e colesterol LDL
e baixa do colesterol HDL, isquemia cardiaca, osteo-
porose, entre outros, sao sem sombra de duvida fato-
res decisivos, que levam a adocao de uma reposigao
hormonal®.

A medicina, no intuito de minimizar os problemas
causados pela faléncia estrogénica, criou a terapia
de reposicao hormonal. Nem sempre essa terapéuti-
ca tem beneficios superiores aos riscos iatrogénicos
potenciais.

Varios estudos relacionam os niveis estrogénicos e
a duracao da terapéutica com alta incidéncia de pato-
logias imediatas e tardias.

O uso isolado de hormonios estrogénicos, princi-
palmente o estradiol, pode causar uma incidéncia de
cancer de mama” com aumento em até 40% com rela-
cao as mulheres que nao fazem terapia de reposigao
estrogénica®.

E importante salientar que se tém realizado traba-
lhos onde foram observados duplicacao do numero de
Obitos por cancer de endomeétrio apos 25 anos do ini-
cio do uso da reposicao estrogénica’, levando a con-
clusao que o uso continuado, por um longo periodo (a
partir de cinco anos) estaria relacionado ao surgimen-
to de canceres.

A reposicao hormonal &, sem duvida, uma terapéu-
tica importante devido a cessacao imediata dos sinto-
mas vasomotores, sendo também importante na pre-
vencao de doencas cardiacas, cancer de endometrio e
mama, por exemplo®.

De acordo com a fase da vida da mulher, o epitelio
vaginal sofre mudancas estruturais na sua apresenta-
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cao, mostrando caracteristicas proprias de cada fase,
necessitando assim, criar padroes de trofismo para clas-
sificar o epitélio. A citologia, geralmente na faixa eta-
ria de 40 a 55 anos, se apresenta de hipotréfica a atrofi-
ca, devido aos baixos niveis de estrogenos circulantes.
Problemas ocorridos como dor durante o ato sexual e
ressecamento vaginal, sao particularmente beneficia-
dos com a ado¢ao de uma terapia de reposigao estro-
genica.

Porém, ndao basta uma simples analise superficial
para adocao desta terapéutica, outros parametros tam-
bém sao importantes, tais como: avaliacao hormonal,
bioquimica, citologica e clinica, que juntos descrevem
0 estado da paciente e a real necessidade do procedi-
mento.

As vantagens da hormonioterapia no climateério sin-
tomatico nao deixam duvidas, ja que esta bem estabe-
lecida a acao beneéfica do estrogeno na correcao de
sintomas vasomotores, atrofia vaginal e mudancas psi-
cologicas. A controvérsia surge no momento da rea-
lizacao do tratamento a longo prazo em mulheres as-
sintomaticas’®, que podem passar a apresentar efeitos
colaterais que diminuem o emprego da terapia hor-
monal. Estes efeitos ocorrem em 5% a 10% das pacien-
tes submetidas a reposicao combinada, e incluem o
sangramento de supressao, edema, depressao, disme-
norréia, mastalgia, cefaléia e disturbios gastrointesti-
nais’, sintomas estes que podem ser controlados ajus-
tando-se a dose ou substituindo o tipo de estrégeno ou
progesterona”'’. O suposto desenvolvimento de can-
cer é outro fator que limita o emprego da hormoniote-
rapia'!, assim como trombose venosa '“.

A maior parte dos autores ja considera, alem dos
sintomas atroficos, a profilaxia e tratamento da oste-
oporose, a prevencao da doenca cardiovascular, da
doenca de Alzheimer, reduzindo, inclusive, tais inci-
déncias em até 50% das mulheres nesta fase' e fun-
cionam como sendo indicacoes para reposi¢ao hor-
monal®.

O Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast
Cancer, 1997 realizou um estudo epidemioldgico,
levando em consideracao o tipo de hormonio usado e
0 risco de cancer de mama, onde se observou um au-
mento do risco em 53% para a terapia combinada
(estrégenos+progestinas) e 34% para o uso de estro-
genos 1solados.

Colditz; Rosner, 1998'*, mostram que para cada ano
de uso da TRH combinada o risco de cancer de mama
aumenta 9,0% e 3,3% para TRH somente com o estro-
geno.

Persson e cols., 1999", similarmente analisou o
aumento do risco de cancer de mama relacionando-o
ao esquema terapéutico para 6 anos ou mais de uso
continuado e 70% para TRH combinada, enquanto que
0 uso 1solado de estrogeno nao aumentou.

Catharine e cols., 2000'°, utilizando-se de dados de
46.000 mulheres que participaram de um projeto para
a deteccao do cancer de mama, associandoa TRH e o
risco, detectou 2.082 casos de cancer de mama. Os
autores acharam que a administracao de estrogeno
mais progestinas estava associado com um grande
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aumento de cancer de mama em relacao ao estrogeno
somente. O risco aumenta 8% para cada ano de uso
combinado e de 1% para o uso isolado de estrogeno,
levando a supor que o risco € de aproximadamente
80% a partir de 10 anos e 160% a partir de 20 anos.

Considerando o risco-beneficio, algumas conside-
racoes sao importantes no que diz respeito ao risco de
fraturas na bacia e doencas coronarianas, primeiros
alvos na prevencao pelo uso da TRH, fatores que ocor-
rem na menopausa.

Portanto, a decisao do uso da TRH na menopausa
deve ser criteriosa, avaliando-se os seus riscos e bene-
ficios.

MATERIAIS E METODOS

Os pacientes foram escolhidos aleatoriamente em
uma unidade de saude (Unidade Mista Nossa Senho-
ra de Fatima-Panelas, Pernambuco, Brasil) formando
um universo de 100 mulheres. Posteriormente, houve
uma triagem de 50 pacientes obedecendo aos requisi-
tos necessarios, selecionadas pela clinica ginecologi-
ca do referido hospital, na qual fol realizada uma anam-
nese para a adequacao das pacientes ao projeto de
pesquisa, ou seja, mulheres com idade entre 40 a 55
anos, nao fazendo uso de medicagao para cardiopa-
tias e terapia de reposicao hormonal. Depois de tria-
das, as pacientes foram consultadas se desejariam par-
ticipar do projeto, preenchendo o formulario proprio.
Apos serem selecionadas, fol colhido sangue e mate-
rial para exame citoldgico.

O estudo foi realizado com pacientes residentes na
zona rural e urbana no interior de Pernambuco-Brasil.
Para a confirmacao da idade, fol exigida a identidade
ou o registro de nascimento.

Foi coletado 10ml de sangue total atraves de pun-
cao venosa periférica, veias mediana ou cefalica ou
radial, de pacientes em jejum de 12 horas utilizando
para isso tubos a vacuo do Sistema "“Vacutainer".

Fazendo uso de especulo descartavel, espatula de
Ayre e escova para citologia ginecolégica, foi coletado
material cérvico-vaginal das pacientes selecionadas.
As amostras foram colocadas em laminas de vidro e
fixadas com fixador citologico para posterior colora-
cao pela técnica de Papanicolaou.

Na determinacao da glicemia, transaminase e CO-
lesterolemia foram utilizadas técnicas enzimaticas para
a sua determinacdo. A andlise quantitativa do estradiol
e progesterona foi feita por radioimunoensaio.

RESULTADOS E DISCUSSOES

As 50 pacientes estudadas tinham idade variando
entre 40 e 55 anos e a média de i1dade fol de 48,44
anos, onde a mais frequente foi 52 anos.

Dentre o universo estudado dividimos em trés gru-
pos:

* Grupo das mulheres com ciclos menstruais nor-
mais: mulheres que menstruavam periodicamente
(mensalmente) sem alteracoes, representando 62% do
contingente (n=31). Media de 1idade: 49,29 anos.
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* Grupo das mulheres com ciclos menstruais irre-
gulares: mulheres que apresentaram dismenorreéias a
partir de um més, representando 12% do contingente
(n=6). Média de idade: 51,83 anos.

* Grupo das mulheres menopausadas: mulheres
que apresentaram amenorreias a partir de 12 meses
representando 26% do contingente (n=13). Média de
1dade: 52 anos.

Avaliacao dos niveis de glicemia

Os resultados deste trabalho mostraram um percen-
tual de 86,7% das mulheres com os niveis glicémicos
normais e 13,3% com hiperglicemia, determinando

portanto, uma maioria de pacientes normoglicémicas.
Sua media foi de 102,43 mg/dl.

Avaliacao dos niveis de colesterolemia

O resultado mostrou que os niveis de colesterol
apresentou percentual de 77,8% das mulheres hiper-
colesterolémicas e apenas 22,2% apresentaram niveis
dentro da margem de sequranca (<200 mg/dl).

A meédia de colesterol total encontrado foi de 222,3
mg/dl.

Avaliagcao dos niveis plasmaticos da
Transaminase Glutamico-Piruvica (TGP)

Os resultados deste estudo revelaram que 97,8% das
pacientes apresentam niveils normais de TGP no san-
gue e apenas 2,2% apresentaram niveis elevados, le-
vando a acreditar que elas apresentaram, em sua malo-
ria, uma integridade hepatica funcional confiavel. Sua
media foi de 16,38 un.ER./ml.

Portanto, as pacientes estudadas apresentaram em
sua maioria, niveis plasmaticos de glicose, TGP nor-
mais e colesterol total aumentado (hipercolesterolemia)
em praticamente todas.

Avaliacao citologica das pacientes

Em 68,9% dos esfregacos, estes se apresentaram
com padrao normotrofico, isto €, com trofismo cervi-
co-vaginal normal. O hipotrofismo apareceu em 24,4%
dos casos, ou seja, revelando um discreto amadureci-
mento do epitélio, enquanto 6,7% dos esfregacos fo-
ram do tipo atréfico, sem amadurecimento normal do
epitélio.

Isso mostra a predominancia do normotrofismo,
mesmo estando, as mulheres examinadas, na faixa cli-
matérica a menopausal.

Avaliacao dos niveis plasmaticos de estradiol

O grupo em estudo, com 50 pacientes (n=>50), fol
dividido em trés grupos:

* Grupo A: representado pelas mulheres que apre-
sentavam ciclos menstruais normais. Este grupo con-
tinha 31 mulheres (n=31) formando um percentual de
62% do contingente. Os valores de referéncia situa-
vam-se entre 10 a 375 pg/ml. Como resultado, obser-
vamos que 90,32% das pacientes apresentaram niveis
séricos normais, em 6,45% apresentavam-se com ni-
veis estrogénicos acima do esperado e 3,23% com ni-
vels abaixo do esperado.
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* Grupo B: representado por mulheres com ciclos De uma forma geral, a progesterona apresentou
irregulares (n=6) variando de 1 a 11 meses de dismi- uma média de 4,11 ng/ml (p<0,000123).
norréia, representando 12% do universo analisado. O _ o _
valor de referéncia situa-se entre 10a 375 pg/ml. O | Estudocomparativo dos niveis de estradiol, proges-
resultado obtido, 100%, revelou que as pacientes esta- | [erona e padroes de atrofia cervico-vaginal
riam dentro dos valores esperados. De acordo com a Tabela I, fo1 observado uma dimi-
 Grupo C: representado por mulheres menopau- | nui¢ao nos niveis séricos de estradiol se comparado
sadas (n=13), ou seja, acima de 1 ano de amenorreia, com o0s niveis plasmaticos das mulheres normocicli-
constituindo 26% da amostra total. Os valores de refe- | cas. Apesar de seus niveis sofrerem uma diminuicao,
réncia situam-se entre 0-14 pg/ml. Apresentaram ni- | o normotrofismo representa quase que a metade, esta-
vels dentro do esperado, 69,23%
e 30,77% com niveis acima do TABELA |

esperado.

De um modo geral, a média
de estradiol plasmatico foi 58,12
pg/ml (p<0,00174).
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Avaliacao dos niveis
plasmaticos de progesterona

 Grupo A: relaciona mulhe-
res que apresentam o ciclo
menstrual normal constando de
31 mulheres (n=31), ou seja,
62% do total. Para esse interva-
lo, os valores de referéncia sao:
0,15 a 23 ng/ml. Os resultados
obtidos mostram que 100% das
pacientes apresentavam niveis
normais esperados.

* Grupo B: constituido de
mulheres com ciclos irregulares
(n=6) representando 12% do to- Valor minimo 0,27 0,33 0,32 0,27
tal analisado. Os valores de re-
feréncia se situavam no periodo
entre 0,15 a 23 ng/ml. Estavam
dentro dos valores esperados
(100%) nesse grupo.

* Grupo C: constituido de
mulheres menopausadas (n=13)
representando 26% do total
analisado. Os valores de refe-
réncia se situavam no periodo
entre 0,11 a 0,90 ng/ml. Estavam
dentro dos valores esperados
84,62% e 15,38% com valores
acima do esperado.

Valor minimo 2,12 3,46 11 2,12

TABELA Il
Valores dos niveis de progesterona em ng/ml

__Clclos Iregulares | m

s
Py

90,30% 50%

GRAFICO 1 GRAFICO 2 GRAFICO 3
Trofismo cérvico-vaginal Trofismo cervico-vaginal Trofismo cérvico-vaginal
em mulheres em mulheres em mulheres

com ciclos menstruais normais com ciclos irregulares menopausadas
Mulheres Mulheres com Mulheres
normociclicas ciclos regulares menopausadas
10% 23% 39%
50% 50% ! :
Hipotrdficas Normotréficas Atrdficas | Normotroficas

90%
Normo icas

————

Hipotroficas
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belecendo que a média dos niveis plasmaticos nao esta
muito abaixo da exigida para se manter normotrofica.

Com estes dados conclui-se que, citologicamente
os problemas causados pela atrofia do epitélio vaginal
sao de pequena importancia, haja visto que no con-
teudo geral, seu percentual € muito baixo entre as
mulheres menopausadas.

Na Tabela Il pode-se observar uma queda signifi-
cativa dos niveis de progesterona no sentido das mu-
lheres com ciclos menstruais normais a mulheres me-
nopausadas, como tambem as concentracoes maximas.

CONCLUSOES

As mulheres analisadas apresentavam niveis nor-
mais de glicemia e transaminase glutamico-piruvica
(TGP) com aumento dos niveis sericos de colesterol
total (hipercolesterolemia).

O nivel de estradiol sofreu um declinio quando com-
parado o grupo de mulheres normociclicas com as
menopausadas. A progesterona tambem sofreu decli-
nio, sendo que esta teve uma diminui¢cao bem mais
significativa.

As mulheres menopausadas apresentaram um gran-
de percentual de normotrofismo apesar de sua dimi-
nuicao no que se refere aos niveis de estradiol, e um
percentual pequeno de mulheres com padroes atrofi-
cos, sugerindo que nem sempre existe uma relagao
proporcional do trofismo cérvico-vaginal e os niveis
estrogénicos nesta faixa etaria. Apesar dos niveis es-
trogénicos se reduzirem, o epitélio continua a se reno-
var.

A progesterona sofreu um decréscimo significati-
vo, porém, o trofismo cérvico-vaginal nao sofreu uma
queda correspondente, mostrando que nao existe uma
correlacao direta entre ambos.

A faixa etaria estudada mostra, de uma forma ge-
ral, um leve decréscimo nos padrdoes de trofismo cervi-
co-vaginal porém, em sua maioria, permanecem nor-
motroficos, com o nivel sérico de estradiol sofrendo
uma diminuicao moderada e a progesterona, uma que-
da acentuada. As mulheres com perfil citol6gico atro-
fico formam um pequeno e restrito grupo.

Portanto, a terapia de reposicao hormonal deve ser
bastante criteriosa e estudada individualmente, levan-
do-se em consideracao os niveis metabolicos de estra-
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diol, progesterona e o trofismo cervico-vaginal. Gran-
de parte das mulheres na faixa etaria entre 40 e 55
anos nem sempre devem fazer uso da terapia de repo-
sicao hormonal.
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Isolamento de amostras multirresistentes
de Staphylococcus aureus em estetoscopios
usados no ambiente hospitalar

Staphylococcus aureus multi-resistant strains' isolation
from stethoscopes used in nosocomial enviroment

Bismark Azevedo Cruz de Araujo’, Alessandra Lages de Oliveira’ & Lauro Santos Filho?

RESUMO - O estetoscopio pode ser considerado o instrumento de trabalho mais utilizado na atividade diaria dos
medicos e pessoal hospitalar. No entanto, pouca atencao tem sido dispensada aos cuidados bésicos no seu manu-
selo, principalmente, no que se relaciona aos cuidados primarios de limpeza e desinfeccao. Até o momento, nao
existem procedimentos bacteriologicos padronizados para investigar a presenca de bactérias em tais instrumen-
tos. Deste modo, a partir de técnicas simples, nosso objetivo foi determinar o nivel de contaminacao de estetosco-
pios analisados aleatoriamente em algumas clinicas do hospital a partir de uma situacao nao epidémica. Foil estu-
dado um total de 98 estetoscopios utilizados em quatro hospitais com diferentes caracteristicas na cidade de Joao
Pessoa/PB. A coleta do material foi realizada, passando-se, vigorosamente, um “swab" no diafragma dos estetosco-
pios. A amostra foi subcultivada por plaqueamento nos meios de Agar Mueller-Hinton (BBL) acrescido de 5% de
sangue desfibrinado de carneiro e Agar Manitol Salgado (BBL), e incubados durante 24h a 350C, para verificacao
de crescimento bacteriano. O crescimento fol caracterizado pela intensidade do desenvolvimento de colonias,
procedendo-se entao o identificacao das bactérias a partir de caracteristicas de crescimento e utilizacao de técni-
cas padronizadas de rotina. Os testes de sensibilidade foram determinados pelo metodo da difusao com discos de
acordo com recomendac¢oes do NCCLS, utilizando-se bateria padrao de drogas. Foram isoladas 96 amostras bacte-
rianas sendo 19/96 (19,8%) Staphylococcus aureus, 72/96 (75,0%) Staphylococcus epidermidis e 05/96 (5,2%) de
outras especies, em alguns casos houve a associacao das duas bactérias em uma unica amostra coletada. No
entanto, o achado mais interessante foi que, entre as amostras de Staphylococcus aureus isoladas, houve a detec-
cao de 05/19 (26,3%) de linhagens resistentes a meticilina (MRSA). Este fato caracteriza o potencial de ocorréncia
de infeccao cruzada e disseminacao de amostras multirresistentes no ambiente hospitalar, havendo a necessidade
da adocao de medidas de descontaminacao periodica e rotineira dos estetoscopios.

UNITERMOS - Staphylococcus aureus, estetoscopios, hospital

ABSTRACT - The stethoscopes are routine part of daily activities of physicians, nurses and house staff of the hospi-
tal and certainly is the most used instrument. In despite of this fact, few attention was made to the basic care with
their cleaning and desinfection. In other hand these instruments are not considered an important source of cross-
infection among patients. The aim of the present study was to evaluate and confirm the contamination level on the
diaphragm of stethoscopes. It was studied 98 stethoscopes selected among the medical wards at different hospitals
in Joao Pessoa, capital of Paraiba state/Brazil. All samples were collected during a non epidemic situation and the
surfaces of the diaphragms were rubbed with a swab previously wet in brain heart infusion (BHI), incubated over-
nigth in the saume medium, and subcultured onto agar M.Hinton with 5% sheep blood and manitol salt agar. The
isolate strains were identified as Staphylococcus aureus by standard tests and confirmed by specific serology. The
resistance to oxacillin was realized by agar diffusion procedure and the minimum inibitory concentrations (MIC)
were determined by E-test”. Was detected 96 bacterial isolates and among them 19.8% were identified as S. aureus
with 26.3% of MRSA strains. The presence of these pathogenic strains demonstrate a potential ocurrence of cross-
infection caused by this important bacteria. The results suggest a strong recomendation for a periodic cleaning of the
stethoscopes to prevent the spread of resistant strains in the hospitalar enviroment.

KEY WORDS - Staphylococcus aureus, Sthetoscopes, Hospital
o J

INTRODUCAO cao, por ocasiao da admissao do paciente ¢ chamada
de Infeccao Hospitalar (IH), geralmente, sao aquelas
A infeccao adquirida durante a hospitalizacao e que | que aparecem apos 48 a 72 horas da internacao. Sao

nao estava presente, ou em periodo de incuba- | importantes causas de morbidade e mortalidade no
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Brasil, de modo que o impacto sécio-econémico cau-
sado pelo prolongamento da hospitalizacao, mortali-
dade e custos destas infecgoes, € muito alto, tanto para
0 paciente como para os orgaos financiadores da as-
sisténcia meédica (MS, 1992; Medeiros & Wey, 1998).

Um paciente pode ser colonizado com microrga-
nismos hospitalares, que podem também ser trans-
mitidos e disseminados no ambiente hospitalar. As
maos dos profissionais de saude, que se contaminam
durante o exercicio profissional, assumem grande 1m-
portancia na transmissao de patéogenos, devendo ser
lavadas apos cada atividade que envolva contato com
estes materiais biolégicos e na realizacao de proce-
dimentos invasivos. Os artigos e fomites tambeéem po-
dem se contaminar desta maneira, devendo ser re-
processados apos cada uso, de acordo com o risco de
transmissao que eles apresentem (Fernandes, et al.,
1999).

Apesar de muitos pacientes nao estarem propen-
sos a uma infeccao apos contato com estetoscopio con-
taminado, ha de se considerar que pacientes imuno-
deprimidos, neonatos, traqueostomizados, doentes re-
nais e queimados podem ser colonizados e desenvol-
ver a infeccao mais tarde (James et al., 1995; Bioschi
et al., 1999).

No Brasil, apenas na ultima década este importan-
te tema tem sido abordado de maneira mais efetiva e
cientifica. O Ministério da Saude, em 24 de junho de
1983, 1instituiu a Portaria MS/196, que determina que:
“todos os hospitais do pais deverao manter Comissao
de Controle de Infeccao Hospitalar (CCIH) indepen-
dente da entidade mantenedora” (MS/1983). Embora
com uma serie de conceitos polémicos e imprecisos
e¢ssa portaria fol um passo importante na constituicao
de CCIHs por todo pais (Medeiros & Wey 1998).

Em todo o Brasil, Staphylococcus aureus é o princi-
pal agente etiologico das infeccoes hospitalares, ate
mesmo em algumas unidades neonatais de terapia
intensiva, com elevados percentuais de resisténcia. O
principal reservatorio de Staphylococcus aureus na
natureza e o ser humano. Admite-se que 70 % da po-
pulacao carreia esta bactéria em seu vestibulo nasal,
em algum momento da vida, a maioria, com pequena
quantidade de colonias. Porém, cerca de 15% dos in-
dividuos normais, sem doencas de base, e sem relacao
com ambiente hospitalar, carrelam igualmente gran-
de numero de Staphylococcus aureus como parte da
microbiota nasal. Nao sao conhecidos os fatores que
determinam que alguns individuos sejam pesadamente
colonizados, enquanto outros nao o sejam. (Sader et
al., 1993; Boyce et al., 1994).

René T. H. Laennec (1781-1826), foi o criador do
estetoscopio, transformado em um dos mais uteis ins-
trumentos para a pratica clinica, inicialmente, era um
cilindro de papel enrolado e, posteriormente, de ma-
deira, utilizado com finalidade de ausculta e com gran-
de importancia para a atividade rotineira dos clinicos.
No entanto fo1 o Dr. Cammann, em Nova York, quem
desenvolveu o estetoscopio com duas entradas acusti-
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cas, como permanece até nossos dias com algum aper-
feicoamento (Rodrigues, 1997).

O estetoscopio pode ser considerado o instrumento
de trabalho mais utilizado na atividade diaria do me-
dico e pessoal hospitalar, no entanto, pouca atencao
tem sido dispensada aos cuidados basicos no manu-
selo e manutencao desse equipamento, principalmente
no que se relaciona aos cuidados primarios de limpe-
za e desinfeccao, o que até o momento nao constitui
uma rotina na maioria das instituicoes.

Apesar de alguns estudos demonstrarem que gran-
de percentual dos estetoscopios apresentam contami-
nacao bacteriana, nao existem registros estatisticos que
confirmem este instrumento como uma importante fon-
te de infeccao cruzada (Dias et al., 1997; Marinella ef
al., 1997). Por outro lado, ainda nao existe uma meto-
dologia padronizada para aferir o nivel de contamina-
cao microbiana desses instrumentos.

Alguns autores consideram uma medida adequada
a limpeza regular da campanula e diafragma do este-
toscopio com alcool a 70 %, apesar de solucoes de
clorhexidina e alcool isopropilico serem consideradas
efetivas na reducao do numero de contaminantes
(Gerken et al., 1972; Breathnach et al., 1992).

O presente estudo fol realizado com os objetivos
de: determinar a presenca de contaminacao bacteria-
na em estetoscopios utilizados na rotina de atendimen-
to clinico, identificar as bactérias isoladas valorizando
a presenca de amostras multirresistentes de Staphylo-
coccus aureus e propor medidas de descontaminacao
peridodica dos estetoscopios por parte dos seus usua-
rios.

MATERIAL E METODOS

Material

Fol realizada uma amostragem em 98 estetoscopi-
os utilizados por profissionais desempenhando suas
funcoes nas diversas clinicas de quatro hospitais da
cidade de Joao Pessoa, apresentando caracteristicas
proprias:

* Hospital Universitario “Lauro Wanderley", consi-
derado de referéncia estadual, € um hospital tercia-
rio ligado a atividades de ensino, pesquisa e exten-
sao, funcionando com 240 leitos, situado no Cam-
pus I da Universidade Federal da Paraiba, em Joao
Pessoa/PB;

* Hospital publico filantropico, especializado em On-
cologia com atendimento de um tipo especifico de
clientela, funcionando com 126 leitos;

* Hospital especializado em Cardiologia, funcionan-
do com 78 leitos;

* Hospital geral com 154 leitos, com atendimento li-
gado ao SUS e, que constitul ainda uma das op-
¢oes como hospital de urgéncia.

Meétodos

A) Coleta e Cultivo de Amostras - A Coleta do ma-
terial para exame microbioldgico realizou-se no local
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TABELA |
Amostragem de numero de estetoscopios e numero
de bactérias encontradas em relagau aos huspltals

GRAFICO 1
Bactérias isoladas a partir de amostragem
em estetoscopios
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de trabalho de cada profissional passando-se vigoro-
samente um “Swab" previamente embebido no meio
de Caldo Muller-Hinton (Oxoid), no diafragma dos
estetoscopios. Apos enriquecimento preliminar, as
amostras foram subcultivadas por plagueamento nos
melos de Agar Muller-Hinton (Oxoid) acrescido de 5%
de sangue desfribinado de carneiro e Agar Manitol
Salgado (Oxoid), e incubados durante 24h a 350C, para
verificacao de crescimento bacteriano (Boyce, 1991).

B) Identificacao Bacteriana — utilizou-se caracte-
risticas de crescimento, tipos de colonias e aspecto do
melo de cultura, complementado pela utilizacao de
tecnicas padronizadas de rotina. Para a identificacao
de amostras de Staphylococcus aureus foram utiliza-
dos os testes de catalase, coagulase e DNAse, confir-
mados por teste sorologico especifico (Staphaurex/
Murex Biotech Limited, UK)

C) Testes de Sensibilidade aos Antimicrobianos -
Os testes de sensibilidade foram determinados pelo
metodo da difusao em discos, a partir das amostras
identificadas, de acordo com as recomendacgoes do
NCCLS (1993), utilizando-se bateria padronizada de
drogas constando dos seguintes antimicrobianos:,
Amoxicilina/Ac.Clavulanico, Ciprofloxacin, Claritromi-
cina, Ampicilina/Sulbactam Oxacilina e Vancomicina
(CECON).

As amostras de Staphylococcus aureus caracteriza-
das como Meticilina Resistente (MRSA) tiveram essa
caracteristica confirmada pelo método de E Test” (AB
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TABELA Il
Valores quantitativos e percentuais das bactérias
Isuladas a part:r da amostragem em estetuscupms
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Biodisk, Suecia), uma técnica que consiste em uma
modificacao dos meétodos de difusao com discos e di-
luicao em agar, superando as principais desvantagens
desses metodos e mantendo as caracteristicas mais
importantes de ambos, fornecendo uma escala mais
abrangente que aquela produzida tanto pela microdi-
luicao em placa quanto pelos metodos automatizados
(Santos F° et al. 1995; Bolmstrom et al., 1988).

RESULTADOS

A partir da investiga¢ao microbioldgica tracada pelo
trabalho, encontrou-se uma positividade igual a 97,9%,
1sto €, dos 98 estetoscopios pesquisados, 96 estavam
contaminados, por algum agente microbiano.

A Tabela I traduz a classificacao geral dos hospi-
tals, no que tange a porcentagem, em relacao ao nu-
mero total de bactérias encontradas, assim temos:
HULW-UFPB com 55/96 (57,3%) do total, sequido pelo
Hospital Geral 17/96 (17,7%), Hospital Cardiologico
13/96 (13,5%) e por ultimo, o Hospital Oncoloégico 11/
96 (11,5%).

A Tabela II, especifica e demonstra a deteccao de
19/96 amostras de Staphylococcus aureus (19,8%), 72
amostras de Staphylococcus epidermidis (75,0%) e 05
amostras de outras bacterias (5,2%). A frequéncia de
1solamento de Staphylococcus aureus por hospital pes-
quisado foi: HULW-UFPB com 13 das 19 amostras iso-
ladas (68,4%), seguido de Hospital Cardiologico com
03/19 (15,8%), Hospital Oncoldégico com 02/19 (10,5%)
e por ultimo, Hospital Geral com 01/19 (5,3%), como
demonstrado no Grafico 1. Em um levantamento con-
duzido por JAMES e cols. (1995) foram relatados indi-
ces de contaminacao estafilococica em 89,0% das amos-
tras estudadas com 19,0% das mesmas identificadas
como Staphylococcus aureus.

Ainda na Tabela II, analisando-se a frequéncia de
Staphylococcus aureus por hospital analisado, verifi-
ca-se que no HULW-UFPB foram obtidas 13/19 amos-
tras (68,4%) apresentando entre estas 5/13 amostras
resistentes a meticilina, portanto com 38,5% de amos-
tras MRSA. O que pode ser considerado um fato pre-
visivel por se tratar de hospital de ensino com caracte-
risticas que predispéem este tipo de situacao. Em es-
tudo semelhante foram relatados indices de contami-
nagao da ordem de 80%, sem no entanto especificar a
proporcao de amostras MRSA (Smith et al., 1996). Nos
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outros hospitais, utilizados neste estudo, nao foi detec-
tada a presenca de amostras resistentes a meticilina.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os dados obtidos sao concordantes com alguns tra-
balhos onde fol demonstrado que estes instrumentos
podem estar colonizados por diferentes microrganis-
mos incluindo patogenos. Por outro lado nao existe
ainda uma forma ou evidéncia capaz de incriminar os
estetoscopios como fonte de infeccao cruzada (Dias et
al., 1997; Marinella et al., 1997; Bioschi et al., 1999),
Do ponto de vista epidemiologico o 1solamento de
amostras multirresistentes (MRSA) constitui um acha-
do importante pelo fato do tratamento dessas bacte-
rias ser feito apenas com vancomicina, a qual é
potencialmente toxica, de uso exclusivo em hospitais
e de elevado custo.

Apesar de medidas efetivas de controle de infec-
coes hospitalares causadas por agentes multirresisten-
tes terem sido empregadas com sucesso em paises
desenvolvidos e em alguns hospitais brasileiros, in-
cluindo vigilancia e treinamento de lavagem de maos
antes e depois dos procedimentos com doentes, insti-
tuindo-se de isolamento para determinados pacientes
colonizados e/ou infectados, e tratamento dos porta-
dores nasais de Staphylococcus aureus, a grande mailo-
ria das instituicoes carece de recursos basicos na pre-
vencao de infeccoes hospitalares (Mulligan et al. 1993).

Considerando que as maos contaminadas constitu-
em fatores de disseminacao de bactérias, e o fato de
estetoscopios circularem em muitas maos dentro do
hospital, haveria a possibilidade de que eles fossem
também vetores de bactérias hospitalares patogénicas.
Em area hospitalar, devido ao risco de transmissao de
microrganismo que podem ser causadores de infec-
cao, € necessario mais que uma simples lavagem das
maos com agua e sabao: deve-se adotar a aplicacao de
antisséptico. Considerando-se que, a lavagem das
maos € responsavel pela reducao de ate 80% das in-
feccoes hospitalares (Neto & Ribeiro, 1999).

Neste estudo, os estetoscopios demonstraram ser
reservatorios de agentes infecciosos, que potencial-
mente poderiam causar infecgoes nosocomiais, sendo
demonstrado a presenca em 97,9% deles. O isolamen-
to de amostras de Staphylococcus aureus identifica-
das como MRSA, caracteriza o potencial de ocorrén-
cla de infeccao cruzada e disseminacao de amostras
multirresistentes no ambiente hospitalar, havendo a
necessidade de medidas de descontaminacao periodi-
cas e rotineiras dos estetoscopios. Deste modo, reco-
menda-se a limpeza regular dos estetoscopios com
produtos a base de alcool a 70%, Clorhexidina ou al-
cool isopropilico, como medida preventiva da disse-
minacao de patéogenos no ambiente hospitalar.
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Exame parasitologico de fezes:
estudo comparativo entre os métodos
Coprotest, MIFC, Baermann e Kato'

Parasitologic feces analysis: a comparative study using
Coprotest, MIFC, Baermann and Kato methods

Roémulo Teixeira de Mello’, Miriam Oliveira e Rocha’ & Maria da Conceicao Carneiro Gongalves Moreira?

totalidade de parasitas intestinais humanos.

RESUMO - No presente trabalho foram realizados exames parasitolégicos de fezes, em 182 amostras de pacientes
residentes na Regiao Metropolitana de Belo Horizonte, utilizando os métodos Coprotest, MIFC, Baermann e Kato.
Baseados nos resultados alcancados os autores concluiram que os métodos de Kato e Baermann sao muito especi-
ficos para determinados parasitas, enquanto que o MIFC e o Coprotest mostraram-se capazes de detectar a quase

PALAVRAS-CHAVE - Exame parasitologico de fezes; Coprotest; MIFC.

able to detect most of the human intestinal parasites.

SUMMARY - Parasitologic feces analysis was carried out in 182 patients samples from the Belo Horizonte Metropo-
Iitan area, by Coprotest, MIFC, Baermann and Kato methods. Based on the results obtained, the authors concluded
that the Kato and Baermann methods are specific for a few parasites, while the MIFC and Coprotest methods were

KEY WORDS - Parasitologic feces analysis; Coprotest; MIFC.
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INTRODUCAO

s métodos da sedimentacao espontanea’ e da sedi-
mentacao por centrifugacao — MIFC' - sao roti-
neiramente empregados para o diagnostico das para-
sitoses intestinais do homem. Isto pode ser justificado
pela facilidade de execucao e pela capacidade
desses metodos de diagnosticar a maioria dos para-
sitas intestinals humanos. Cabe ressaltar que, devido
a sua vida no meio externo ser muito curta e também
pela metodologia empregada nas técnicas citadas, os
trofozoitos de protozoarios raramente sao encontrados.
Além disso, € importante salientar que devido a bio-
logia de alguns parasitas, como o Strongyloides ster-
coralis, Enterobius vermicularis, Taenia sp. e outros,
torna-se mais dificil encontra-los atraveés destas técni-
cas rotineiras, sendo necessario entao, quando ha uma
suspeita clinica, o emprego de métodos mais especifi-
cos para o seu diagnostico.
No final da década de 1980 foilancado um Kit para
exame parasitologico de fezes denominado Coprotest

(NL — Comércio Exterior Ltda, Sao Paulo - Brasil) que
tinha como finalidade, aumentar a sensibilidade do
exame parasitologico de fezes (EPF) para o diagnosti-
co das parasitoses intestinais, aléem de diminuir o con-
tato com as fezes, tornando o processo mais higiénico.
No sentido de fazer uma avaliacao daquele, até entao,
novo metodo, Mello e cols., 1989, fizeram um estudo
comparativo entre o método da sedimentacao espon-
tér}ea“ e o Coprotest, nao encontrando entretanto, di-
ferencas significativas entre eles. O presente trabalho
tem como objetivo reavaliar o método do Coprotest,
utilizando como parametros os métodos de MIFC’,
Kato’ e Baermann®.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material

No periodo de janeiro a maio de 1999, foram anali-
sadas 182 amostras de fezes de pacientes do Sistema
Unico de Saude (SUS) residentes, em sua maioria, no

|
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Bairro Sao Benedito — Municipio de Santa Luzia, MG, - agitar o tubo, vigorosamente para homo-
que integra a Regiao Metropolitana de Belo Horizon- geneizar;

te. As amostras foram coletadas sem conservador e - centrifugar a 2000 rpm durante 2 minutos;
assim que chegavam ao laboratério de Parasitologia
Clinica do Departamento de Analises Clinicas e To-
xicologicas da Faculdade de Farmédcia da UFMG,
eram divididas em 3 (trés) porc¢oes: a 12 era coloca-
da no frasco Coprotest conforme a orientacao espe-

- desprezar o sobrenadante;

- ressuspender o sedimento em 7 ml de agua
destilada e agitar novamente;

- centrifugar a 2000 rpm durante 2 minutos;

cificada pelo fabricante, a 2® no conservador MIF - decantar cuidadosamente o sobrenadante;
(mercurocromo 1:500, formol, glicerina e dgua), na - acrescentar um volume de lugol, e-
propor¢ao de uma parte de fezes para trés do con- quivalente a 3-5 vezes ao do sedimento, e
servador, e a 3% era mantida sem conservador. agitar para ressuspender;
colocar 1 gota deste sedimento numa la-
Exames parasitologicos de fezes mina, cobrir com laminula e examinarao
microscopio.

Os exames eram realizados sempre no mesmo dia
em que chegavam ao laboratorio, e para isso foram

empregados os seguintes metodos: TABELA |
Numeros globais de resultados positivos e negativos
relativos aos parasitas intestinais em
182 amostras de fezes examinadas

* Sistema Integrado Coprotest
Realizado de acordo com as instrugoes da NL Co-

meércio Exterior — Divisao Diagnostek, e que sao as se-
guintes:

- agitar o frasco coletor para homogeneizar;

destacar o bico da tampa e pressionar o
frasco, transferindo todo o conteudo dire-
tamente para um tubo de centrifuga, com
15 ml de capacidade;

- acrescentar 1 gota de detergente;

- acrescentar 3 ml de acetato de etila comer-
cial;

TABELA Il
Distribuicao da frequéncia de espeéecies de helmintos e protozoarios em 182 pacientes residentes
na Regiao Metropolitana de Belo Horizonte, utilizando os métodos Coprotest, MIFC, Kato e Baermann
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* MIFC (sedimentacao por centrifugacao)
- Executado de acordo com a técnica preconizada
por Blagg e cols., 1955.
* Baermann
- Realizado segundo Moraes, 1948.

* Kato

- Baseado na técnica de Kato & Miura, 1954, com
algumas modificacoes introduzidas por Katz, Cha-
ves & Pellegrino, 1972.

RESULTADOS

Como pode ser verificado na Tabela I, os indices de
positividade dos 182 exames parasitologicos de fezes
apresentaram variacoes conforme o metodo emprega-
do. No Coprotest e MIFC eles foram superiores (35,7
e 36,3% respectivamente), nao havendo diferenca sig-
nificativa entre ambos. Nos metodos de Kato e Baer-
mann estes indices foram de 13,7 e 4,9% respectiva-
mente,

Na Tabela II pode ser observado que o helminto
com prevaléncia mais elevada, detectada pelos méto-
dos de MIFC, Coprotest e Kato, fo1 o Ascaris lumbri-
coides; dentre os protozoarios, a Entamoeba coli.

DISCUSSAO

Os dados alcancados no presente trabalho confir-
maram especificidades diferentes de algumas tecni-
cas para determinados parasitas. Assim € que o meto-
do de Kato’, confirmando o que ja foi descrito anterior-
mente por diversos autores®’ #3192 gpresentou posi-
tividade apenas para ovos de Schistosoma mansoni,
Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura e ancilostomi-
deos. Em relacao ao metodo Baermann foram confir-
mados também os relatos da literatura”'*'*'"'%* que
mostraram a sua especificidade para larvas de helmin-
tos, e em particular para a de Strongyloides stercora-
lis, em se tratando de fezes humanas. Entretanto, deve
ser esclarecido que nas duas amostras em que 0s Cis-
tos E. coli foram encontrados também pelo método de
Baermann, o numero deles naquelas fezes era exces-
sivamente grande. Esse fato pode ser comprovado tam-
bém pelos métodos de MIFC e do Coprotest, quando
fol observado um grande numero de cistos.

O método de MIFC, como € de amplo conhecimen-
to geral, € muito utilizado em laboratorio clinico, por
ser capaz de diagnosticar varios parasitas intestinais
atraves da concentracao por centrifugacao. Apresenta
também, entre outros pontos positivos, a possibilida-
de da coleta de amostras multiplas de fezes no mesmo
frasco, permitindo assim aumentar a possibilidade de
diagnostico de varios parasitas, especialmente daque-
les que apresentam um periodo negativo como € o caso

da Giardia lamblia®'°.
O Coprotest apresenta também o mesmo fundamen-
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to do MIFC, ou seja, concentracao por centrifugacao
e, além disso, mostra-se ser higiénico, pois elimina o
contato do técnico do laboratério com as fezes frescas,
alem de facilitar a filtracao do material diretamente
do frasco receptor para o tubo de centrifugacao. Para a
coleta de amostras multiplas, seria necessario a utili-
zacao de um frasco para cada amostra, o que o torna
mais dispendioso que o MIFC, nessa situacao.

Em relacao aos métodos de Kato e Baermann, como
ja foi citado anteriormente, sao especificos apenas para
alguns helmintos e s6 devem ser adotados como mé-
todos de rotina quando a prevaléncia daqueles parasi-
tas na regilao for significativa. No presente estudo, a

realizagao paralela desses 2 métodos nao acrescentou
nenhum dado significativo, pois todos os casos de es-

quistossomose, ascaridiose, tricurose e estrongiloido-
se foram detectados também pelo Coprotest e pelo
MIEFC.

Finalmente, analisando os resultados alcancados,
podemos concluir que os metodos Coprotest e MIFC
apresentam a mesma sensibilidade, além de permitir
0 encontro de praticamente todos os helmintos e pro-
tozoarios intestinais humanos (Tabelas 1 e 2). Em ra-
zao disso, acreditamos que podem ser empregados
como metodos de rotina para o EPF em qualquer labo-
ratorio de analises clinicas do pais.
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