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Desempenho de um método para deteccao simultanea de
antigenos e anticorpos para o virus da Hepatite C em
doadores de sangue*

Performance of a method for detection of antigen and antibodies for
the Hepatitis C virus in blood donors

Rochele Camila Rohde Pozzobon™, Sandra Trevisan Beck?, Adrianne Del Fabro Ceccim®

~

(RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho de um ensaio imunoenzimatico para detecgao simultanea de
antigenos e anticorpos (ELISA 42 geragéo) na infecgao pelo virus da Hepatite C (HCV), em doadores de sangue. O estudo
foi realizado com amostras de soro que apresentaram resultado anti-HCV reagente, indeterminado, e nao reagente, pelo
método de ELISA 3?2 geragao utilizado na rotina da triagem soroldgica. As amostras foram aliquotadas até um total de 276 e
submetidas a analise num mesmo momento, através de ELISA 42 geragdo. Os resultados indicaram 98,91% de
concordancia entre os dois métodos para os testes reagentes e nao reagentes mostrando o bom desempenho do novo
método. Trés (1,09%) resultados indeterminados para o método de 32 geracao foram ndo-reagentes para o de 42 geragao,
dentre os quais, um foi possivel confirmar com o teste de Reagdo em Cadeia de Polimerase, juntamente com os resultados
reagentes. Apesar de poucas amostras analisadas, isto sugere uma maior especificidade do método de 42 geragédo. Maior
numero de amostras necessita ser testada para confirmar estes resultados. A confirmagédo desta maior especificidade
otimizaria a triagem de doadores, por diminuir a necessidade de repeticao dos testes e o descarte desnecessario de bolsas
de sangue.

KPalavras-chave: HCV, antigenos, anticorpos, doadores de sangue, ELISA. )

(SUMMARY- The objective of this study was to evaluate the performance of a combined assay for the detection of hepatitis C\
virus core antigen and antibodies (ELISA fourth generation) in blood donors. The study was conducted on samples of serum
from blood donors who had reported reagent, indeterminate, and not reagent anti-HCV result, by the method of ELISA third
generation used in routine screening of antibodies. The samples were stored up to a total of 276 and analyzed at the same
time, by the ELISA fourth generation. The results showed 98.91% of agreement between two methods with the positive and
negative samples, showing the good performance of the new method. Three (1.09%) indeterminate results for the third
generation method were non-reagents for the fourth generation, among then, one was unable to confirm with a PCR, with
reagents samples. Despite a few samples, this suggests greater specificity of the reagent fourth generation. Highest number
of samples needs to be tested to confirm these results. The greater specificity may possible enhances the screening of
donors, reducing the need for repetition of tests and discarding of unnecessary blood unities.

KKeywords: VHC, antibodies, antigen, blood donors, ELISA.
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diagnostico imunoenzimaticos que foram implementados nas
rotinas sorolégicas em bancos de sangue na década de 90,
quando iniciou a detecgdo de individuos soropositivos que,
conseqiientemente, foram rejeitados como doadores®.

INTRODUGAO

Atualmente estima-se que 190 milhdes de
pessoas estejam infectadas pelo Virus da Hepatite C

(HCV) em todo o mundo, com cerca de 3 a 4 milhdes de
novas infecgbes a cada ano, entre as quais, 70%
desenvolvero hepatite cronica®™. No Brasil, a prevaléncia
estimada de anticorpos contra o virus da hepatite C (anti-
HCV)é de 1,5% da populacgéo geral’.

A principal via de transmissdo do HCV ocorre
pelo contato com sangue contaminado, sendo
considerados grupos de risco pacientes que receberam
transfusdo sanguinea antes da década de 90, usuarios
de drogas injetaveis, individuos promiscuos sexualmente
e aqueles que utilizam praticas de tatuagem e colocagéo
de piercing com material contaminado"". O controle da
transmissao por transfusdo sanguinea so foi possivel a
partir da identificagdo do HCV por métodos moleculares,
0 que permitiu o desenvolvimento de métodos de

O teste sorologico para diagnostico de hepatite C,
rotineiramente utilizado em bancos de sangue, é um teste
imunoenzimatico (ELISA 32 geragdo) para deteccdo de
anticorpos contra o virus da hepatite C, que adquiriu maior
sensibilidade e especificidade ao longo das diferentes geragbes
do teste. Embora esse teste seja muito sensivel para
rastreamento de soropositivos para HCV e tenha quase que
eliminado a ocorréncia de hepatite pods-transfusional, seu
resultado pode mostrar-se falso-negativo. Isto acontece devido
a soroconversédo (presenca de anticorpos detectaveis) ocorrer
aproximadamente 12 semanas apds a exposi¢ao inicial ao
virus. Além disso, pacientes imunossuprimidos ou
imunocomprometidos podem nao serem capazes de montar
uma resposta imunoldgica sorologicamente detectavel. Outra
limitacao desse teste € um numero significativo de resultados
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dados como indeterminados, em alguns grupos avaliados
chegandoa13%°.

Devido as limitagbes dos testes sorologicos, as
técnicas de biologia molecular para a detecgao direta do RNA
viral, embora menos acessiveis, mais complexas e onerosas,
tornaram-se uma ferramenta essencial no diagndstico da
infeccédo pelo HCV. Suas vantagens incluem a possibilidade
do diagnostico precoce na infecgado viral aguda, diagndstico
dainfecgdo em pacientes incapazes de montar uma resposta
sorolégica e confirmagéo da infecgéo ativa em situagdes que
apresentaram resultado indeterminado®.

Apesar das vantagens citadas, a maioria dos bancos
de sangue ndo possui ainda estrutura suficiente para a
realizacdo de testes moleculares, em decorréncia de alto
custo e complexidade do método. Com isso, houve a
necessidade do desenvolvimento de um teste
imunoenzimatico que detectasse ndo s6 anticorpos, mas
também antigenos virais circulantes, os quais aparecem
precocemente na fase aguda da doenca, diminuindo a
chamada janela soroldgica e também reduzindo o numero de
resultados indeterminados™. O desenvolvimento de testes
imunoenzimaticos de 42 geragao, para detecgéo do “core” do
antigeno do HCV apresenta como principal vantagem sua
realizacdo mais simples, ocorrendo em laboratérios néo
especializados, com diminuigdo de custos e a possibilidade
de substituir a complexa determinacdo do RNA-HCV. Estudos
recentes mostram uma detecgéo precoce do antigeno core na
hepatite C aguda, e também uma correlagéo significativa
entre seus niveis e aqueles do RNA-HCV nas hepatites
cronicas e durante o seu tratamento * """

Como a hepatite C tem uma alta porcentagem de
cronicidade e grande chance de evoluir para cirrose e
hepatocarcinoma, assim como o fato de ser a mais freqliente
etiologia diagnosticada em casos de transplante hepatico, a
identificagdo de individuos que possam ser portadores, ou
tenham entrado em contado com o virus torna-se muito
importante, pois constitui um grave problema de saude
publica™.

Existe uma quantidade significativa de individuos
que desconhece sua situagéo de portador do HCV, e dirige-se
a centros de doagédo de sangue. Se ndo detectados pela
triagem soroldgica dos bancos de sangue, a bolsa de sangue
colhida deste individuo sera transfundida para outra pessoa,
que provavelmente se tornara portadora do virus, sofrendo
todas as conseqiiéncias da doenca.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o
desempenho de um ensaio imunoenzimatico de 42 geragao,
para detecgéo simultanea de anticorpos e antigenos do virus
da hepatite C, emindividuos doadores de sangue.

MATERIAIS E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) com parecer de
aprovagdo CAAEE 0181.0.243.000-08. O estudo foi realizado
com amostras de soro de doadores de sangue atendidos no
Banco de Sangue do Hospital Universitario de Santa Maria
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(HUSM) e no Hemocentro Regional de Santa Maria
(HEMORSM).

Para selecionar as amostras a serem testadas pelo
método laboratorial de 42 geragdo, foram analisados os
prontuarios de registro de dados de doadores de sangue no
periodo de agosto de 2007 a junho de 2008. Os soros dos
doadores que apresentaram resultado anti-HCV reagente,
indeterminado e nao-reagente pelo método de 32 geragao
(Enzygnost Anti-HCV monoclonal — Behring), no periodo
descrito, foram aliquotados para posterior analise até um total
de 276 (numero de testes disponiveis pelo fabricante). Na rotina
da triagem soroldgica, os doadores de sangue que
apresentarem resultado anti-HCV indeterminado ou reagente,
sdo encaminhados pelo HEMORSM para o Setor de
Gastroenterologia do HUSM, para realizagdo de um teste
confirmatério, neste caso a reacdo em cadeia de polimerase
(RT-PCR).

Todas as amostras de soro foram submetidas a analise
num mesmo momento, através do reagente comercial
imunoenzimatico de 42 geragao (Murex HCV Ag/Ac combination
— Abbott) para detecgéo simultanea de anticorpos e antigenos
do HCV em soro ou plasma, seguindo as normas do fabricante.
Este reagente foi liberado para uso comercial pela ANVISA, em
abril de 2007, tendo seu protocolo de realizagdo padronizado
pelaempresa.

RESULTADOS

Para garantia de um bom desempenho do teste, certos
parametros necessitam ser confirmados. Para tanto, o
fabricante do reagente informa valores de absorbancia a serem
considerados para validagdo da reagdo. Os valores dos
controles internos do reagente durante a realizagdo deste
trabalho encontram-se descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Valores de absorbancia do método de
42 geragao paravalidagao do teste

Absorbancia (Abs)
Resultados Valores
Encontrados recomendados

pelo fabricante

Média Controle 0.111 Abs inferior
Negativo ’ 0,250
- Abs média
Media Sonlrole 0,919 do CN +0,8
9 (minimo 0,911)
o Abs média
Média Controle 0,913 doCN +0,8

Positivo Ac (minimo 0,911)

Antigeno (Ag), Anticorpo (Ac), Controle Negativo (CN), Absorbancia (Abs)

Na tabela 2 estédo correlacionados os resultados dos
métodos ELISA 32 geragdo e 42 geragdo. Os resultados
reagentes (1,45%) e ndo reagentes (97,46%) foram iguais para
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os dois métodos, representando um total de 98,91% de
concordancia entre os meétodos. Porém trés resultados
indeterminados (1,09%) para o método de 32 geracédo foram
nao-reagentes para o de 42 geragao.

Com relagéo aos resultados do teste confirmatério
por PCR, dos quatro pacientes com resultados reagentes no
método de 32 geragéao, trés compareceram para realizagéo, e
o resultado foi positivo (tabela 2). O outro paciente nao
compareceu para realizacdo do exame. Ja entre os trés
pacientes com resultado indeterminado para o ELISA 32
geragao, apenas um compareceu para realizagdo do exame
de PCR, o qual foi negativo (tabela 2).

Tabela 2 - Correlagdao entre os resultados dos
métodos de ELISA 32 e 42 geracao e PCR nas
amostras testadas (n=276) no HEMOCENTRO no
periodo de agosto de 2007 a junho de 2008.

ELISA 42 GERAGAO
ELISA Reagente Nao t Indeterminado
32 GERAGAO (n) R (n)
Reagente
(n) 4 0 0
Nao reagente
(n) 0 269 0
Indeterminado
(n) 0 3 0
Total 4> 272 0
PCR positiva 3*
PCR negativa 1*

* Amostras com resultado confirmado por biologia molecular.

DISCUSSAO

A triagem sorologica para o virus da hepatite C
(HCV) nas unidades hemoterapicas do Brasil utiliza um
método imunoenzimatico que detecta anticorpos contra o
HCV (ELISA 3?2 geracao). Embora este teste seja um método
bastante sensivel, tendo praticamente eliminado a ocorréncia
de hepatite pds-transfusional, seus resultados podem
mostrar-se falso-negativo, devido a janela imunoldgica em
que se encontram alguns doadores de sangue, existindo um
risco residual na transmissao do HCV. As técnicas de biologia
molecular, que apresentam maior sensibilidade e
especificidade, apesar de constituirem uma ferramenta
essencial no diagnéstico da infec¢édo pelo HCV, séo bastante
complexas e onerosas’.

O Hemocentro regional de Santa Maria— RS, como a
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maioria dos bancos de sangue do Brasil, ndo possui ainda
estrutura suficiente para a realizagao de testes moleculares, em
decorréncia de altos custos e necessidade de profissionais
altamente qualificados. Com isso, a implementagéo de um teste
que detectasse simultaneamente anticorpos e antigenos virais
circulantes, os quais aparecem precocemente na fase aguda da
doenca, diminuindo a janela soroldgica, e também reduzindo o
numero de resultados indeterminados, surge como uma
perspectiva positiva, ja confirmada em estudos cientificos™".
Outros autores™, utilizando um método semelhante para
deteccgéo de antigeno core, destacam a facilidade de execugéo
e a boa relagao custo-beneficio, sendo adequado a rotina de
laboratorios. As caracteristicas citadas a cima, podem reforgar a
opgao de utilizar o novo método para detecgédo simultanea de
antigenos e anticorpos nos bancos de sangue de nosso pais.

Para validacdo dos resultados apresentados, foi
realizada a validagdo das reagdes durante o procedimento
técnico. Os resultados de absorbancia dos controles negativos
e positivos encontrados mostraram estar de acordo com o
fabricante, demonstrando a eficacia na realizacdo do método
(tabela 1).

A concordancia de 98,9% dos resultados reagentes e
ndo reagentes, para ELISA 32 e 42 geragdo, mostrou o bom
desempenho do novo método. Correlacionando os resultados
dos dois métodos, podemos observar que o segundo reduziu o
numero de resultados indeterminados, conforme também foi
observado em outro trabalho', sugerindo uma melhor
especificidade (tabela 2). A confirmagéo desta pode apenas ser
verificada em um paciente que retornou para realizagao do teste
molecular confirmatoério. Uma superior especificidade do ELISA
42 geragao sobre o de 32, foi também comprovada em um estudo
anterior’. Esta caracteristica otimiza a triagem de doadores, por
diminuir a necessidade de repeticao dos testes e o descarte
desnecessario de bolsas de sangue, reduzindo gastos
desnecessarios nos Bancos de Sangue.

Trabalhos demonstram que quando utilizados testes
de 32 geracao, o numero de resultados indeterminados, pode
chegar a 13%"°. No presente estudo, foi encontrada uma
freqiiéncia de 1,09% de resultados indeterminados quando
utilizado o reagente de 3° geracdo. A menor freqiéncia
encontrada pode ser devido ao baixo numero de amostras
analisadas.

Além da maior especificidade, uma alta sensibilidade
quando utilizado o método de 42 geracéo foi observada’. Outro
beneficio deste método € que a detecgéo do antigeno do core do
HCV pode reduzir significantemente o periodo de janela antes
da detecgéo do anticorpo®. Diversos estudos tem demonstrado
que o método de 42 geragdo reduz o periodo de janela
imunolégica em até 30 dias’. Segundo outros autores™, o ensaio
de 42 geracéo reduziu significativamente o periodo da janela,
em 65% dos casos, quando comparado ao Elisa 32 geragcdo em
pacientes com hepatite C crénica. Porém o mesmo autor
salienta que esta analise ndo substitui a detec¢gdo do RNA do
HCV, principalmente em casos agudos, onde existe uma baixa
quantidade de antigenos circulantes, enfatizando que o PCR
ainda é considerado padrdo ouro devido sua alta
sensibilidade™". Devido ao pequeno nimero de amostras
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testadas no presente estudo, ndo foi possivel detectar
individuos que se encontrassem no periodo inicial da
infecgao, onde o teste de 42 geragao poderia resultar reagente
e o de 32 geragao ndo reagente. Em outro trabalho também
n&o foi verificada a diminuigao da janela imunolégica’.

CONCLUSAO

O método de 42 geragdo apresentou um bom
desempenho, pois além da concordancia com o de 3% geragao
para os resultados reagentes e nao-reagentes, reduziu o
numero de indeterminados, sugerindo uma maior
especificidade. O que diminui a necessidade de repeticao dos
testes e o descarte desnecessario de bolsas de sangue,
apresentado uma 6tima relagdo custo-beneficio. Maior
numero de amostras necessita ser testada.
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Titulo de Especialista em Analises Clinicas

A SBAC informa que o 73° Concurso para Outorga do TEAC - Titulo de Especialista em Analises Clinicas - em 25/06/2011
(sabado) de 08 as 12h (Prova Escrita/Slide) e 26/06/2011 (domingo) a partir das 08 horas (Prova Oral), durante o 38°
Congresso Brasileiro de Analises Clinicas e 11° Congresso Brasileiro de Citologia Clinica, na cidade de Curitiba — PR

Para os inscritos no Congresso Brasileiro de Analises Clinica, a SBAC oferece desconto de 50% na inscrigéo do
Concurso do TEAC,ficando no valor de R$105,00. Aqueles que optarem, poderam participar somente do Concurso

pagando o valor integral de R$210,00.

O prazo de recebimento das fichas de inscricdo para o Concurso sera até o dia 25/05/2011 (chegada na secretaria).

Para mais informacodes, acesse: www.sbac.org.br
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Atividade antimicrobiana de Tigeciclina frente a
Cocos Gram-Positivos de importancia clinica
de Santa Maria-RS*

Antimicrobial activity of tigecicline against clinical isolates of
Gram-Positive Coccus from Santa Maria - RS*

I Lucas Wesz', Tiago de Castro Rodrigues', Marta Duarte?, Rafael Pulcinelli’, Roberto Christ Vianna

(RESUMO - As infecgbes causadas por microrganismos Gram-positivos tém sido e sdo um problema importante tanto na\
comunidade como no ambito hospitalar. Na era atual de redu¢do no desenvolvimento de farmacos antimicrobianos, a
Tigeciclina é a primeira das Glicilciclinas aprovadas para uso clinico pela FDA (US Food and Drug Administration) que pode
apresentar uma importante atividade contra estes microrganismos. Neste estudo, foram analisadas 131 amostras de cocos
Gram-positivos provenientes de isolados clinicos de pacientes internados em um hospital privado de Santa Maria-RS. Para
a determinagéo da atividade antimicrobiana de Tigeciclina utilizou-se o método de disco-difus&o, onde foram dispostos
discos de Tigeciclina nas placas contendo o meio de cultura Agar Mueller Hinton. Os sitios anatdmicos mais freqlientes de
isolados clinicos foram: urina com 44 amostras (33,6%), seguido de secre¢des com 22 amostras (16,8%), hemoculturas
com 22 amostras (16,8%) e secregdo traqueal com 12 amostras (9,2%). Os microrganismos mais freqientemente isolados
foram Staphylococcus aureus com 87 amostras (66,4%), seguido de Streptococcus sp. com 19 amostras (14,5%),
Staphylococcus aureus coagulase negativo com 8 amostras (6,1%), e Staphylococcus epidermidis com 7 amostras (5,4%).
Quando verificada a atividade antimicrobiana de Tigeciclina, verificou-se que todas as amostras (100%) apresentaram
susceptibilidade in vitro.

Q’alavras-chave: Tigeciclina, Gram-positivos, atividade antimicrobiana.

!
|

J

ﬁSUMMARY- The infections caused by Gram-positive microorganisms have been and are an important problem in both the\
community as well as the hospital extent. In the current era of reduction in the development of antimicrobial medicines,
Tigecycline is the first of the Glycylcyclines approved to be clinically used by the FDA (US Food and Drug Administration) and
it is capable of showing an important activity against those microorganisms. In this study, a total of 131 samples of Gram-
positive cocci excrement were tested and they were originating from clinical isolated cases of interned patients at a private
hospital in Santa Maria — RS. To determine the antimicrobial activity of Tigecycline, the disk diffusion method was used,
where disks of Tigecycline were available in plates which contained the Mueller-Hinton Agar medium. The most frequent
anatomical sites of clinical isolated cases were: a total of 44 samples of urine (33, 6%), followed by 22 samples of secretions
(16, 8%), 22 samples of hemoculture (16, 8%) and 12 samples of tracheal secretion (9, 2%). The most frequently isolated
microorganisms were a total of 87 samples of Staphylococcus aureus (66, 4%), followed by 19 samples of Streptococcus sp.
(14, 5%), 8 samples of negative Staphylococcus aureus coagulose (6, 1%), and 7 samples of Staphylococcus epidermidis
(5, 4%). When the antimicrobial activity of Tigecycline was verified, all the samples (100%) showed in vitro susceptibility.
KKeywords: Tigecycline; Gram-positive; antimicrobial activity. )

) INTRODUGAO evitando a incorporagdo de residuos de aminoacidos nas
cadeias de peptideos alongadas. A Tigeciclina possui uma
porcéo glicilamido ligada a posicao 9 da Minociclina. Essa

consegue agir nos dois principais mecanismos de resisténcia as

A Tigeciclina, um farmaco da classe das
Glicilciclinas, foi sintetizada com o intuito de combater

microrganismos multirresistentes, sendo a primeira a
avangar em relagéo ao desenvolvimento clinico. Possui
particularidades comuns a Minociclina (Tetraciclina), mas
com muitas alteragdes moleculares que produziram uma
grande ampliagdo do espectro, diminuiram os efeitos
colaterais e melhoraram as caracteristicas
farmacocinéticas (MARANGONI, 2005).

ATigeciclina (Figura 1) tem como mecanismo de
acgao, impedir a tradugao protéica das bactérias ligando-
se a subunidade 30S. Com isso, impede a entrada de
moléculas aminoacil-tRNA no sitio A do ribossomo,

Tetraciclinas, a protecédo e o efluxo ribossomal (Tygacil® -
Laboratérios Wyeth-Whitehall).

A atividade da Tigeciclina ndo é alterada pelos
mecanismos de resisténcia das beta-lactamases (incluindo as
ESBLs), modificagbes dos sitios alvo, bombas de efluxo de
macrolideos ou alteragdes alvo da enzima (ex.:
girase/topoisomerase). Logo, a Tigeciclina mostrou atividade in
vitro e in vivo contra um amplo espectro de patégenos
bacterianos resistentes a diversos farmacos freqiientemente
encontradas na comunidade e nos hospitais (GALES et al.,
2005).
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Figura 1- Férmula estrutural da Tigeciclina.

O objetivo deste estudo foi determinar a atividade
antimicrobiana de Tigeciclina em amostras de cocos Gram-
positivos de importancia clinica isolados em pacientes
hospitalares de Santa Maria-RS.

MATERIAIS E METODOS

Apés coletadas as amostras de cocos Gram-
positivos provenientes de isolados clinicos de pacientes
internados em um hospital privado de Santa Maria-RS, as
mesmas foram identificadas através da utilizagdo de métodos
convencionais ou automatizados pelo laboratério do hospital,
e encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia Clinica do
Curso de Farmacia do Centro Universitario Franciscano —
UNIFRA, com a utilizagao de meios de cultura de transporte
Stuart ou Amies (DME, LTDA). No laboratorio, os swabs foram
retirados do meio de transporte e inoculados em meio de
cultura Agar Base Sangue com 5% de sangue desfibrinado de
carneiro (Merck) e, posteriormente as placas foram incubadas
a 36,5-37°C por 24 horas. Decorrido o tempo necessario de
incubacéo, foi realizada a técnica de disco-difuséo utilizando
discos de papel impregnados do antimicrobiano (Tigeciclina
15 ug-OXOID) com auxilio de uma pin¢a flambada e resfriada.

CONFLITO DE INTERESSES

O Laboratério Wyeth patrocina este projeto, através
da doacgédo dos discos de Tigeciclina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante os meses de margo a outubro de 2008
foram analisadas 131 amostras de cocos Gram-positivos
provenientes de isolados clinicos de pacientes internados em
um hospital privado de Santa Maria-RS. Estas amostras
foram coletadas de diversos sitios infecciosos como: escarro,
hemoculturas, lavados brénquicos, pontas de cateteres,
secregOes de ferimentos de diversos locais do corpo,
secregOes nasais, secregdes traqueais e urina (tabela 1).

Dentre as amostras, foram identificadas 55 de
Staphylococcus aureus resistente a Meticilina, 32 de S.
aureus sensivel a Meticilina, 6 de Enterococcus sp., 4 de
Streptococcus pyogenes, 7 de Staphylococcus epidermides,
8 de Staphylococcus coagulase negativo e 19 de
Streptococcus sp. Os dados podem ser visualizados na
tabela 2.

O uso do cateter vascular central (CVC) representou
um grande avanco no diagndstico e na terapéutica em
medicina. Porém, com sua difusdo de uso, aumentou,
proporcionalmente, a incidéncia de infecgdes nosocomiais,

008

Tabela 1

- Espécimes clinicos de pacientes
hospitalizados em Santa Maria-RS.

Sitios Infecciosos Freqiiéncia %
Urina 44 33,6
Secregdes * 22 16,8
Hemoculturas 22 16,8
Secregao Traqueal 12 9,2
Escarro 11 8,4
Ponta de cateter 10 7,6
Lavado brénquico 7 5,3
Outros ** 3 2,3
Total 131 100

* Incluem secregdes de ferida, gastrotdmica, nasal, parede abdominal,

perna, uretral, pénis, prostatica, ocular, orofaringe, aspirado e
cupitas amigdalas.

** Incluem material de vagina, esperma e gengiva.

Tabela 2 - Cocos Gram-positivos isolados de
pacientes internados em um hospital privado de
Santa Maria-RS.

Microrganismos Frequiéncia %

S. aureus resistente a Meticilina 55 42,0
S. aureus susceptivel a Meticilina 32 24,4
Streptococcus sp. 19 14,5
S. aureus coagulase negativo 8 6,1
Staphylococcus epidermidis 7 5,4
Enterococcus sp. 6 4,5
Streptococcus pyogenes 4 3,1

Total 131 100

ocorrendo modificagdes na freqiéncia de microrganismos
patogénicos. A microbiota contaminante tornou-se bastante
variada e os microrganismos que antes eram raramente
isolados, hoje sdo mais comuns nas infecgdes, como é o caso
do Staphylococcus coagulase negativo (SCN) (MELO et al.,
2007). Neste estudo foram analisadas 10 (7,6%) pontas de
cateteres, onde o S. coagulase negativo foi um dos
microrganismos encontrados.

Na ultima década os microrganismos Gram-Positivos,
em especial o Staphylococcus aureus, emergiram como
importantes agentes causadores de infeccdo da corrente
sanglinea. Estas infecgbes acometem pacientes em todas as
faixas etarias, com maior freqiiéncia nos extremos de idade e
apresentam pior prognéstico em pacientes com idade acima de
50 anos.

No presente estudo foram encontrados 63,2% de
S.aureus resistente a Meticilina. Os dados encontrados estao
de acordo com a realidade da incidéncia deste microrganismo
em relacdo a achados clinicos de outros hospitais, como no
estudo de MOREIRA et al. (1998), onde foram encontrados 70%
de MRSAnnas infecgdes hospitalares.
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No Brasil, as infec¢des hospitalares causadas por S.
aureus resistentes a Meticilina, também ¢é elevado,
correspondendo de 40% a 80%, principalmente nas UTls.
Pesquisas recentes demonstraram altos indices de
mortalidade em pacientes que desenvolveram bacteremia por
MRSA, 49% a 55%, do que por S. aureus sensivel a Meticilina
(MSSA), 20% a 32%. (ROSSl et al., 2005).

Atualmente, os B-lactdmicos sdo uma das classes
de antimicrobianos mais utilizados no ambito hospitalar. Para
isso, a deteccao de MRSA tornou-se relevante, pois segundo
a Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), para
Staphylococcus aureus resistente a Meticilina, todas as
penicilinas, cefens e outros B-lactamicos podem parecer
ativos in vitro mas ndo sado clinicamente eficazes (CLSI,
2005). E, neste contexto, a Tigeciclina apresenta-se como
uma importante opgéo terapéutica para o tratamento de
MRSA, pois através do presente estudo observou-se 100%
de atividade antimicrobiana in vitro contra cepas de S. aureus
resistente a Meticilina de isolados clinicos provenientes de um
hospital privado de Santa Maria-RS.

Observou-se também uma importante atividade
antimicrobiana de Tigeciclina frente a MRSAem um estudo de
BABINCHAK et al. (2005), onde dois tratamentos foram
efetivos na erradicagdo de isolados pré-tratamento de S.
aureus susceptivel a Meticilina (92,9% com a Tigeciclina e
91,7% com Imipenem-Cilastatina). Porém, na erradicagédo
bacteriana em pacientes com S. aureus resitentes a
Meticilina, a atividade antimicrobiana foi de 75% com a
Tigeciclina e apenas 33% com Imipenem-Cilastatina.

Nosso estudo mostrou que das 131 amostras, todas
(100%) apresentaram susceptibilidade in vitro a Tigeciclina.
Estes dados estdo de acordo com o estudo de MARTINEZ et
al. (2007), onde a Tigeciclina demonstrou excelente atividade
in vitro contra microrganismos Gram-positivos 0s quais se
reportaram como susceptiveis a ela em 100% dos
isolamentos obtidos.

Observou-se que 87 (66,4%) amostras eram de
Staphylococcus aureus, um microrganismo de grande
relevancia pelo fato de ser encontrado no ambiente de
circulacdo do ser humano, sendo o proprio homem seu
principal reservatorio e, além de estar presente em diversas
partes do organismo, como: fossas nasais, garganta,
intestinos e pele. Desses sitios anatdomicos, as narinas
possuem o maior indice de colonizagdo, cuja prevaléncia é de
cerca de 40% na populagéo adulta, podendo ser ainda maior
dentro de hospitais (SANTOS et al., 2007).

Por outro lado, o entendimento do funcionamento da
patogenicidade desse perigoso agente infeccioso pode
orientar os profissionais de clinica na racionalizagdo de sua
antibioticoterapia, minimizando assim, as chances de selegao
de cepas resistentes (e multirresistentes) aos
antimicrobianos.

As infecgdes causadas por microrganismos Gram-
positivos tém sido e sdo um problema importante tanto na
comunidade como no ambito hospitalar. E, para isso, a
Tigeciclina pode ser vista como uma nova ferramenta
terapéutica de amplo espectro em uma era onde surgem
poucas novas alternativas antimicrobianas e, em especial
pelo fato de ser ativa contra microrganismos com grande
variedade de mecanismos de resisténcia.

RBAC, vol. 43 (1): 007-009, 2011

CONCLUSAO

Através deste estudo foi possivel observar que a
Tigeciclina mostrou uma 6tima atividade antimicrobiana in vitro
frente aos isolados clinicos provenientes de pacientes de um
hospital privado de Santa Maria-RS, visto que, todas as
amostras testadas foram sensiveis a este antimicrobiano.
Portanto, a Tigeciclina pode ser considerada como uma nova
opgao no tratamento de infecgdes causadas por cocos Gram-
Positivos.

No sentido de combater as infecgdes bacterianas e em
virtude da crescente resisténcia apresentada pelos
microrganismos, ao longo dos anos, varios farmacos cada vez
mais potentes foram sendo desenvolvidos. Entretanto, pelas
dificuldades enfrentadas na luta contra as infecgdes, o ideal
seria o desenvolvimento de novos medicamentos para
combater agentes de doencas que véo surgindo, com 0s
devidos cuidados e medidas de controle, além da utilizacdo
racional de forma que diminua o fendbmeno da resisténcia.

Ressalta-se a partir do estudo que a freqiiéncia relativa
de ocorréncia dos microrganismos varia entre as instituigdes,
nao so por caracteristicas proprias do hospital e da populagéo
atendida, mas também em decorréncia dos métodos
empregados para o diagndstico e as condi¢des adequadas dos
laboratorios em processar os exames. Assim, € importante que
cada instituicdo conhega os agentes mais freqlientes no seu
ambiente e que esteja preparada para combaté-los e para evitar
asuarecorréncia.
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Associacao entre Fibromialgia e Hipotireoidismo

Association between Fibromyalgia and Hypothyroidism

Lisiane Silveira Zavalhia' & Matias Nunes Frizzo®

("RESUMO - Fibromialgia € uma sindrome de origem desconhecida que acomete frequentemente mulheres. Existem )
evidéncias de que a maioria dos casos de fibromialgia associam-se com dificuldades na produgdo de horménios
tireoideanos, ou no seu aproveitamento. Avaliou-se a associagao entre fibromialgia e hipotireoidismo em 28 pacientes do

. sexo feminino, previamente diagnosticadas como fibromialgicas, atendidas no consultério de reumatologia do municipio de

ljui- RS, no periodo entre agosto de 2008 e novembro de 2008. Foram classificadas como portadoras de hipotireoidismo

pacientes que apresentavam niveis de TSH elevados e T4 diminuidos ou normais; a fungao tireoideana foi considerada
normal quando as concentragdes séricas estavam dentro dos valores de referéncia: TSH: 0,3 — 5,0 mUI/mL; T4 livre: 0,7 —

1,8 ng/dL . A analise dos 28 prontuarios revelou que 10,71% das pacientes eram, além de fibromialgicas, portadoras de

hipotireoidismo e 89,29% nao apresentaram alteragdo nos hormdnios tireoideanos. Conclui-se que houve uma baixa

frequiéncia de hipotireoidismo entre estas pacientes. Dentre os motivos para a baixa frequéncia do hipotireoidismo, um dos
fatores mais relevantes foi o numero baixo de prontuarios analisados. Além disso, € importante acrescentar-se que avaliar

os niveis de hormdnios tireoidianos em pacientes portadoras de fibromialgia € de grande relevancia clinica e deve ser
adotado como um exame de screening.
KPaIavras-chave: Fibromialgia. Tiredide. Hipotireoidismo. )

fibromyalgia are associated with difficulties in the production of thyroid hormones, or their use. We evaluated the association
between fibromyalgia and hypothyroidism in 28 female patients previously diagnosed fibromyalgia attending the
rheumatology clinic in the city of ljui-RS in the period between August 2008 and November 2008. Were classified as suffering
from hypothyroid patients with elevated levels of TSH and T4 decreased or normal, thyroid function was considered normal
when serum concentrations were within reference values: TSH: 0.3 - 5.0 mIU/mL, T4 free: 0.7 - 1.8 ng/dL. The analysis of
28 medical records revealed that 10.71% of the patients were, in addition to fibromyalgia, suffering from hypothyroidism and
89.29% showed no change in thyroid hormones. It is concluded that there was a low incidence of hypothyroidism among
' these patients. Among the reasons for the low frequency of hypothyroidism, one of the most important factors was the low
| number of records analyzed. Furthermore, it is important to add that measure levels of thyroid hormones in patients with
| fibromyalgia is of great clinical relevance and should be adopted as a screening examination.

KKeywords: Fibromyalgia. Thyroid. Hypothyroidism. )

\'I (SUMMARY- Fibromyalgia is a syndrome of unknown origin that often affects women. There is evidence that most cases of\

inUmeros disturbios enddcrinos, do sistema nervoso central e de
estresse que acarretam as variadas condi¢des de dor em seus
portadores™.

Conforme WOLFE®*', o Colégio Americano de

INTRODUGAO

| A sindrome da fibromialgia é de etiologia
reumatica, ndo articular de origem desconhecida, sendo

) mais prevalente em mulheres do que em homens, que se

caracteriza por dor musculoesquelética difusa e pela
presenca de multiplos pontos dolorosos®.

A fibromialgia n&o possui distingdo dentre as
classes sociais, ou seja, ndo € uma doencga dependente
de fatores sécio-econdmicos’. Esta entidade patoldgica é
considerada uma sindrome porque se caracteriza por um
conjunto de sinais e sintomas, que, além de causarem
dor, podem incluir formigamento, fadiga, irritabilidade,
enxaqueca, colonirritavel, pernas inquietas, disturbios do
sono, bem como diversos outros sintomas’.

Segundo GOLDENBERG?®, o pico de incidéncia
é entre 30 e 60 anos, podendo aparecer em criangas e
adolescentes como também em idosos. Esta sindrome
afeta criangas, no entanto, de forma menos freqiiente do
que na populagéo adulta®*®.

A etiologia da fibromialgia, ainda, ndo é
compreendida completamente, mas sabe-se que ha

Reumatologia (American College of Rheumatology — ACR)
preconiza os seguintes critérios de classificagdo para a
fibromialgia, os quais foram propostos em 1990, e que
contemplam 18 pontos dolorosos: nuca, lateral do pescogo,
musculo trapézio, face lateral do ombro, segunda costela,
cotovelo, nadegas, quadril e joelho.

Ainda, na determinagéo para critérios de classificacao
da fibromialgia, em 1990, foi denominada Fibromialgia Primaria,
quando nédo havia nenhuma doenga concomitante, e
Fibromialgia Secundaria quando fosse decorrentes ou
concomitantes a outras patologias’.

Pesquisas sugerem que ha uma predisposicéo
genética para a sindrome, porém o quadro sO se manifesta
quando surgem desencadeantes; estes, agindo sobre os
individuos predispostos seriam o suficiente para causar os
desequilibrios de modulagdo da dor e dar inicio & crise®. Um
estudo sobre genética e fibromialgia sugere que o disturbio
pode ser transmitido aos seus descendentes por um
mecanismo autossémico dominante’.

Recebido em 30/06/2009
Aprovado em 06/01/2011
'Bacharel em Biomedicina, Universidade de Cruz Alta.
2 Departamento de Ciéncias da Saude, Universidade de Cruz Alta
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A amplificacdo dolorosa que caracteriza a
fibromialgia é resultado de um desequilibrio ocasionado entre
os percursos da dor, das vias ascendente (da periferia para o
SNC) e descendente (do cérebro para periferia)’.

RIBERTO" afirma que os niveis significativamente
elevados de substancia P (que esta envolvida na transmissao
da dor) e niveis reduzidos de serotonina e seus precursores
no liquor dos fibromialgicos séo sugestivos de desequilibrios
entre a percepcao dolorosa e os mecanismos moduladores
da dor das vias aferentes, complementando que a substancia
P medeia as vias aferentes, enquanto a serotonina medeia a
inibicdo da dor.

Diversos estudos tém demonstrado uma quantidade
trés vezes maior de substdncia P e uma diminuigdo
significativa de serotonina na medula dos portadores de
fibromialgia e, ainda, uma redugé&o no transporte do triptofano
ao cérebro destes pacientes. Portanto, ha um excesso de
substancia P que envia informagdes dolorosas ao cérebro e
uma reducéo de serotonina, que suprimem a dor®.

Em alguns estudos foi apresentada a hipétese de
que niveis reduzidos de serotonina indentificados no soro e
liquor de fibromidlgicos venham a ser os principais
causadores das variadas manifestagdes clinicas que afetam
estes portadores. E, ainda; sugere a existéncia de alguns
mecanismos a serem considerados como uma deficiéncia de
producéo ou de aproveitamento dos horménios tireoideanos”.

O diagnostico da fibromialgia € exclusivamente
clinico. Segundo a literatura, ndo ha alteragdes laboratoriais
especificas que detectem a sindrome™.

Ha evidéncias de que a maioria dos casos de
fibromialgia associam-se com dificuldade na produgéo de
horménios tireoideanos ou no seu aproveitamento. Aliteratura
relata que as duas disfungbes ao mesmo tempo aumentam a
chance do aparecimento de hipotireoidismo em pacientes
fibromialgicas™.

A fibromialgia é reconhecida como um conjunto de
sintomas relacionados a fatores desencadeantes, sendo um
deles o estresse que, por si s, pode acarretar alteragdes do
sistema neuroenddcrino que acaba envolvendo o eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) e suas interagdes
reciprocas com outras fungdes enddcrinas como a
tireoideana. E ainda faz referéncias a outras literaturas
sustentando a hipétese de que o estresse favorece o aumento
do horménio liberador de corticotropina que por sua vez
acaba estimulando a secregao de somatostatina, a qual inibe
a produgéo de horménios sexuais e tireoideanos®.

Muitos sintomas tém sido descritos na literatura
sobre a fibromialgia, porém os mais comuns s&o a fadiga e o
sono nao reparador. Porém, algumas destas manifestagdes
clinicas podem estar relacionadas com outras doengas, entre
elas, o hipotireoidismo, o qual tem sido alvo de estudos por
suas possiveis similaridades com a fibromialgia, como, por
exemplo, a sintomatologia®®.

A sindrome da Fibromialgia pode apresentar-se
isoladamente ou associada a outras doengas clinicas, sendo
uma delas o hipotireoidismo®".

Segundo a literatura, o hipotireoidismo é causado
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por qualquer alteragédo estrutural ou funcional que interfira na
producado de niveis adequados de hormdnios tireoidiano. Ele
pode resultar de um defeito em qualquer parte do eixo
hipotalamico-hipofisario-tireoidiano’.

As causas primarias sdo aquelas relacionadas a
prépria tiredide ou a auséncia dela, ou quando ela é
hipofuncionante, quando ocorre defeitos genéticos na formagao
do hormoénio tireoidiano e inflamagbes crénicas. As causas
secundarias relacionam-se com deficiéncias hipofisarias do
horménio tiroestimulante (TSH)™.

Os exames laboratoriais evidenciam, nas causas
primarias, niveis de hormonios tiroestimulante (TSH) elevados e
niveis de T3 e T4 diminuidos. Nas causas secundarias os niveis
de horménio tiroestimulante (TSH) sédo baixos e T3 e T4
diminuidos ™.

Segundo REZENDE et al.", as alteracdes
tireoideanas, especialmente o hipotireoidismo, podem
apresentar como caracteristicas clinicas sinais e sintomas
inespecificos como cansago, dificuldade em concentrar-se e
déficit de memodria, parestesias, dentre outros, que se
assemelham aos sintomas presentes na fibromialgia.

Existem relatos, sobre a presenga de hipotireoidismo
em mulheres portadoras de fibromialgia. Sintomas presentes na
sindrome da fibromialgia, como dor muscular, diminuigdo da
capacidade fisica e fadiga, sdo semelhantes aos relacionados
com algumas disfungdes enddcrinas, sendo uma delas o
hipotireoidismo.

O objetivo deste estudo foi investigar uma possivel
associacao entre fibromialgia com hipotireoidismo, analisar sua
frequéncia em pacientes fibromialgicas, bem como investigar a
possivel associagado entre as duas patologias.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado nos meses de agosto e
novembro de 2008. Foram analisados os prontuarios cedidos
pelo Dr. Hercules Aparecido de Moraes, o qual possui um
consultério médico de reumatologia no municipio de ljui - RS.

Foram avaliados os prontuarios de 28 pacientes do
sexo feminino, na faixa etaria entre 15 e 70 anos,
acompanhadas no consultério de Reumatologia do municipio
de ljui. Todas as pacientes preencheram os critérios de
classificacdo para fibromialgia do ACR. Para realizagéo deste
estudo foram usados alguns critérios de exclusdo, como
pacientes do sexo masculino, visando que a fibromialgia
acomete freqlientemente pacientes do sexo feminino. Também,
foram excluidas as pacientes que possuiam fibromialgia
secundaria e que fazem o uso de algumas medicacdes, tendo o
conhecimento de que alguns medicamentos podem interferir
nas dosagens normais de horménios tireoideanos.

Foram selecionadas pacientes portadoras de
fibromialgia primaria, ou seja, que ndo possuiam nenhuma outra
patologia concomitante.

Os dados foram retirados dos prontuarios de pacientes
previamente diagnosticadas como portadoras de fibromialgia
primaria; estes eram referentes as dosagens de T4 livre e TSH.
Apartir desta analise, foi confeccionado um banco de dados das
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pacientes com fibromialgia no qual foram analisadas as
dosagens hormonais investigando a existéncia de uma
possivel associagao entre fibromialgia e hipotireoidismo.

Foram consideradas pacientes fibromialgicas
portadoras de hipotireoidismo, aquelas que apresentaram
valores de TSH elevados, e de T4 reduzidos ou normais.

Afungéo tireoideana foi considerada normal quando
as concentragdes séricas estavam dentro dos valores de
referéncia: TSH: 0,3 -5,0 mUl/mL; T4 livre: 0,7 — 1,8 ng/dL; as
concentragbes séricas consideradas normais utilizadas,
foram baseadas na metodologia dos exames realizados pelas
pacientes, utilizando os valores de referéncias minimos e
maximos encontrados nos seus respectivos prontuarios .

E importante ressaltar os aspectos éticos envolvidos
neste estudo, no qual foram mantidos em sigilo total da
identidade de cada paciente, livrando-as de qualquer tipo de
constrangimento.

RESULTADOS

Foram avaliados 28 prontuarios de pacientes
fibromialgicas. A idade média da populagao estudada foi de
47,1 anos.

Os valores de TSH e de T4 livre foram inseridos em
um quadro de identificagdo de cada participante do estudo
para a comparagdo dos resultados, ja que mulheres
portadoras de hipotireoidismo apresentam niveis de T4
reduzidos ou normais e valores de TSH significativamente
elevados.

Para o diagndstico de hipotireoidismo, foram
considerados niveis de TSH elevados e T4 livre diminuidos ou
normais. Afungéo tireoideana foi considerada normal quando
as concentragdes séricas estavam dentro dos valores de
referéncia: TSH: 0,3—5,0 mUl/mL; T4 livre: 0,7—1,8 ng/dL.

Trés pacientes do estudo apresentavam valores
elevados de TSH e valores de T4 normais sendo, portanto;
consideradas portadores de hipotireidismo.

Os sintomas descritos pelas pacientes foram
insbnia, cervicoalgia, dor matinal, dor crénica, dor noturna,
dificuldade para caminhar, mialgia, depresséo, dor na cintura
e articulagdes. Dentre os principais sintomas relatados pelas
pacientes fibromialgicas os mais freqiientes foram a dor
noturna, dor crénica, e a dor na cintura.
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Grafico 1: Faixa etaria das pacientes.
Fonte: Dados coletados das fichas médicas
portadoras de fibromialgia, 2008.
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Os resultados a cerca da frequéncia de hipotireoidismo
na populagdo estudada, revelou a taxa de mulheres
fibromialgicas e portadoras de hipotireoidismo que foi de
10,71% (3 pacientes). Dessa forma, verificou-se uma baixa
freqliéncia de hipotireoidismo na populagéo estudada.
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Figura 1: Os 18 pontos sensiveis (tender points).
Fonte: HAMMERLY, 2006.
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Grafico 2: Niveis de TSH e T4 Livre
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Grafico 3: Principais sintomas relatados pelas pacientes.
Fonte: Dados coletados das fichas médicas das pacientes
portadoras de fibromialgia, 2008.
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portadoras de fibromialgia, 2008.

E importante ressaltar que a maioria das pacientes
com hipotireoidismo encontrava-se na faixa etaria de 60 anos;
estudos demonstram que € comum casos de hipotireoidismo
emidosos”.

DISCUSSAO

A fibromialgia € uma sindrome predominante no
género feminino, caracterizada por um conjunto de sinais e
sintomas, porém sua etiopatogénese ndo esta bem
esclarecida.

A proposta deste estudo foi verificar possiveis
associagoes entre a fibromialgia e o hipotireoidismo, ja que
ambos apresentem caracteristicas clinicas, sinais e sintomas
semelhantes; possam, também apresentam alguns fatores
desencadeantes da sindrome de fibromialgia que possam
interferir nos niveis de horménios tireoideanos e também,
tendo o conhecimento de que ambas as patologias acometem
freqiientemente mulheres.

Com base nos resultados obtidos, observou-se a
uma baixa freqiéncia de hipotireoidismo na populagédo
estudada (10,71%). Analisando os resultados, foi possivel
comprovar que, ambas as patologias acometem pacientes do
sexo feminino, e em média apds os 50 anos.

Segundo a literatura, s&do descritos inumeros
sintomas clinicos, tais como rigidez matinal, fadiga, disturbios
do sono", dentre outros, um dos sintomas predominantes em
pacientes fibromialgicos, sem duvidas & a dor cronica que
afeta a qualidade de vida de seus portadores, este sintoma foi
um dos mais descritos nesta amostra.

Durante alguns anos, a literatura descreveu que
pacientes com diversos tipos de hipotireoidismo apresentam
sintomas musculoesqueléticos de origem desconhecida,
sendo um deles a fibromialgia® . A literatura estima que 30 a
80% de pacientes portadores de hipotireoidismo apresentem
sintomas muscoloesqueléticos’.

Em estudos realizados por JOHN et al’, de 92
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pacientes, 52 apresentaram testes laboratoriais compativeis
para hipotireoidismo, o que demonstra que neste estudo
obteve-se uma alta frequiéncia de hipotireoidismo em pacientes
fibromialgicos.

Pode-se inferir, que € comum encontrarmos mulheres
com fibromialgia e hipotireoidismo. Neste estudo, observou-se
pacientes com hipotireoidismo na populagdo de mulheres
fibromialgicas, porém a freqiiéncia dessa desordem hormonal
foi reduzida. Dentre os motivos pelos quais ndo encontramos
uma alta freqiéncia de mulheres com hipotireoidismo nesta
populagdo amostral, pode-se citar o reduzido numero de
prontuarios analisados na clinica reumatologica. Outro aspecto
a ressaltar é que em estudos analagos, também se identificou
baixas frequéncias de hipotireoidismo na populagao
fibromialgica.

FREIRE etal., observaram em seu estudo, que dentre
166 pacientes estudados, com diagnostico prévio de
fibromialgia, 35 apresentaram associagdes com
hipotireoidismo. Noutro estudo proposto por SHIROKY et al.”,
pode-se observar 4 casos de hipotireoidismo em 34 pacientes
portadores de fibromialgia. Nesses estudos, encontrou-se
resultados semelhantes aos observados nesta populagcao
amostral.

Estudos recentes demonstram que ha maior
proporgao de hipotireoidismo em portadores de fibromialgia do
que na populacgéo geral'®. Esses resultados vém de encontro ao
que também foi observado nesta populagdo amostral.

Além disso, REZENDE'® menciona que analisando-se
a alta prevaléncia da fibromialgia na populagao geral e sabendo-
se que o hipotireoidismo é também uma condigao freqiiente que
pode ser confundida com a fibromialgia, torna-se importante
avaliar o papel da dosagem do horménio estimulante da tiredide
(TSH), bem como as dosagens séricas de T4 em pacientes com
diagnostico de fibromialgia, como um exame de screening.

A associagao entre fibromialgia e tireoideopatia nao
esta bem esclarecida até entdo; porém, € comum a investigagédo
de doencgas da tiredide em pacientes portadores de fibromialgia,
devido a similaridade dos sintomas e por afetarem geralmente
pacientes do mesmo sexo.

E de tal conhecimento que a fibromialgia ¢ uma
condicao frequente na populagao, e que afeta a qualidade de
vida de seus portadores; portanto, torna-se importante avaliar o
paciente fibromialgico a fim de proporcionar uma melhora na
sua qualidade de vida, visando, inclusive um diagndstico
diferencial, tendo em vista que a fibromialgia assemelha-se a
algumas patologias, tornando-se extremamente importante um
diagnostico correto.

Conclui-se que fibromialgia € uma condigao frequente
na populacdo em geral, bem como o hipotireoidismo. Apos a
analise dos prontuarios, concluiu-se, que existe uma frequéncia
de pacientes portadoras de fibromialgia que sdo acometidas
pelo hipotireoidismo, indicando que é de suma importancia um
exame de screening, em busca de um diagndstico diferencial,
visando a melhora da qualidade de vida destes pacientes, tendo
o conhecimento de que ambas as patologias tenham sintomas
clinicos semelhantes, que acometem freqlientemente o mesmo
sexo, e emalguns casos sdo concomitantes.
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Analises laboratoriais mostram que paciente evoluiu
para a Doenca Granulomatose de Wegener:
descricao de caso*

Analyses Laboratories show that patient developed for the Disease
Wegener Granulomatosis: description of case
Talita Gandolfi'; Maria T. G. Lang®

~

(RESUMO - Granulomatose de Wegener (GW) é uma vasculite que apresenta uma série de manifestagdes clinicas, cada
uma com mecanismo imunopatogénico distinto. Como outras vasculites necrosantes sistémicas, os sintomas iniciais
podem lembrar um quadro de doenga infecciosa ou alérgica, envolvendo o trato respiratério superior, os pulmdes e os rins.
Sendo os mais frequientes: infiltrados pulmonares, sinusite, artrite, febre, otite, tosse, rinite, hemoptise e doencga renal. As
principais caracteristicas histolégicas sao formagao de granuloma, vasculite e glomerulonefrite. O teste para identificagao
de anticorpos anticitoplasma de neutréfilos (ANCA) dirigido contra proteinase-3 (PR-3), é utilizado para diagnoéstico e
monitoramento da atividade inflamatdria em vasculites sistémicas primarias que acometem pequenos vasos. Relata-se um
caso de paciente do sexo masculino, 70 anos, que iniciou 0 quadro com acentuada dispnéia e hemoptise.

Palavras-chave: Granulomatose de Wegener, vasculites, granuloma, ANCA. )

~

(SUMMARY- Wegener's granulomatosis (GW) is a vasculitis that introduces a series of clinical manifestations, each one Wl'th\

different mechanisms. As other vasculitis systemic necrotizing, the initial symptoms can remind a picture of disease
infectious or allergic, involving the superior breathing treatment, the lungs and the kidneys. Being the most frequent:
infiltrated lung, sinusitis, arthritis, fever, otite, coughs, rinite, hemoptise and renal disease. The main histological
characteristics are granule formation, vasculitis and glomerulonephritis. The test for identification of antineutrophil
cytoplasmic autoantibodies (ANCA) driven against proteinase-3 (PR-3), it is used for diagnosis of the inflammatory activity in
primary systemic vasculitis that you/they attack small vases. He/she tells himself a case of patient male, 70 years, that it
began the picture with having accentuated dyspnea and hemoptysis.
kKeywords: Wegener's granulomatosis, vasculitis, granule, ANCA.
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INTRODUGAO levar & necrose. As vasculites necrosantes ocorrem pela
inflamacao e necrose dos vasos sanguineos, resultando em
ocluséo do vaso e isquemia dos tecidos supridos pelos vasos
envolvidos™?'. As manifestacdes clinicas apresentadas pelos
pacientes sao, lesbes granulomatosas na cavidade oral,
gengivite hiperplasica com recidiva®, febre, anorexia,
emagrecimento, astenia, precedidos por indicios que simulam
um quadro viral, com artralgias e mialgias. As manifestagbes do
trato respiratério superior incluem sinusites, otite média,
ulceragdes nasais e rinorréia’.

A doenca granulomatose de Wegener (GW) foi
primeiramente descrita em 1932 por Heinz Klinger. Em
1936 e 1939, Frederick Wegener publicou dois casos de
pacientes que morreram de vasculite de pequenos vasos
com inflamagdo granulomatosa®’. Em 1954 Godman e
Churg confirmaram as primeiras observagdes de
Wegener, publicando uma revisdo com varios casos, 0s
quais ficaram conhecidos como granulomatose de

Wegener®.

GW é uma doenga sistémica onde a vasculite de
pequenos vasos, necrosante e granulomatosa, envolve o
trato respiratério superior (orelhas, nariz, seios
paranasais, garganta), o trato respiratério inferior
(pulmdes) e os rins. Todos os pacientes tém o trato
respiratorio envolvido, sendo a doencga renal mais
limitada™"™". Ocorre em individuos de qualquer idade,
etnia ou sexo, predominando em individuos caucasoides,
do sexo masculino e na faixa dos 41 anos de idade®"™. As
sindromes vasculiticas caracterizam-se pela presenca da
inflamacdo na parede das artérias e das veias de
qualquer tamanho. A inflamacao pode alterar a estrutura
do vaso, dificultar o fluxo do sangue no seu interior e até

A doencga renal é observada em 80% dos pacientes
com GW, que caso nao tratada €& responsavel direta ou
indiretamente pela mortalidade''**. A uroanalise é semelhante
a da glomerulonefrite aguda e da glomerulonefrite de
progresséo, com forte hematuria, alto nivel de proteinas®** e
oliguria, acompanhadas pela presencga de cilindros hematicos,
hemacias dismorficas, leucocitos e velocidade de filtragcao
glomerular muito baixa®. O aspecto histolégico renal
caracteriza-se por apresentar lesdes necrotizantes
segmentares nos capilares peritubulares e nos vasos retos da
medula renal. Podem ser observados também granuloma de
células gigantes e mondcitos®.

O envolvimento pulmonar pode ser observado com

2,4,7,13,14,15

infiltrados nodulares cavitarios multiplos e bilaterais e ,
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na bidpsia observa-se vasculite granulomatosa necrosante.
Os infiltrados ocorrem em 85% a 90% dos casos, podendo ser
assintomaticos ou apresentar tosse, hemoptise, dispnéia e
desconforto toracico*®™". As lesdes das vias aéreas
superiores apresentam inflamagéo, necrose e formagdo de
granuloma, com ou sem vasculite™".

Podem ocorrer na GW hemorragias subungueais,
isquemia digital e gangrena digital"’. O envolvimento ocular
aparece em 50% dos casos de GW"™, variando de conjuntivite
a dacriocistite, episclerite, esclerouveite granulomatosa e
vasculite de vasos ciliares a massa retroorbital, levando a
proptose'”"*. Também observam-se em 50% dos pacientes
lesbes cutaneas como, papulas, vesiculas, purpura palpavel,
Ulceras ou nédulos subcutaneos. Manifestagdes neuroldgicas
s&o encontradas em 25% dos casos com, neurite craniana,
mononeurite multipla ou vasculite cerebral com ou sem
granuloma®. A inflamag&o meningea apresenta-se na forma
de cefaléia, neuropatias cranianas e um quadro clinico
compativel com meningite crénica’. O comprometimento
cardiaco, visto em 10% dos casos, manifesta-se com
pericardite, vasculite coronariana ou raramente,
cardiomiopatia®.

Segundo Bethlem (2002), a GW por apresentar
manifestacdes hemorragicas proteiformes prevalentes no
sistema respiratorio superior, muitas vezes levam o paciente
ao hematologista, como suposto portador de doenca
hemorragica. Sendo que, para confundir ainda mais o quadro
com doenga primaria da hemostasia, pode-se muitas vezes,
observar manifestagbes hemorragicas na pele e no leito
ungueal. Mas o estudo da hemostasia € normal na GW.

Para ajudar no diagnéstico dessa doenca deve-se
realizar o teste de anticorpo anticitoplasma de neutrofilos
(ANCA)*", mas mesmo que o ANCA der negativo ndo exclui a
presengca de Granulomatose de Wegener’. Pois a
negativacdo do ANCA tem boa correlagdo com as fases
inativas da doencga. Apesar da especificidade do ANCA, ele
pode ser positivo em doengas infecciosas como endocardite,
hepatopatias auto-imunes e em algumas formas de
enterocolopatias inflamatdrias, sem qualquer relagdo com o
envolvimento vascular. Neste caso, a bidpsia torna-se um
diagnostico diferencial e definitivo da vasculite®. Dois padrées
diferentes de ANCA sdo estabelecidos: um padrdo de
coloragao citoplasmatica (c-ANCA) que corresponde a
anticorpos contra Proteinase 3 (PR3), sendo o mais freqiiente
em pacientes com GW, ocorrendo em 90% dos casos na fase
ativa desta doenca; e o padréo de coloragao perinuclear (p-
ANCA) que corresponde a anticorpos contra a
mieloperoxidase (MPO)*"*"**# sendo mais encontrado nas
vasculites renais relacionado a poliangeite microscopica, a
glomerulonefrite crescéntica necrotizante e a alguns casos de
GW. Achados menos especificos na GW incluem: velocidade
de hemossedimentacdo e proteina C reativa elevadas,
anemia, leucocitose e eventualmente, trombocitose’®.

A vasculite mediada pelo ANCA envolve a interagéo
de neutrofilos polimorfonucleares (PMN) e células
endoteliais, pela interagdo com as moléculas de adeséo. O
ANCA induz a ativagdo leucocitaria, tendo citocinas e
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metabdlitos de lipideos papel fundamental, que sdo derivados
de PMN. O resultado final é a inflamacgao necrosante da parede
dos vasos sanguineos. Contudo, a coexisténcia de vasculite de
pequenas artérias e veias, juntamente com granuloma, € a
clinica mais tipica de GW*"™". O granuloma pode ser intra ou
extravascular. O agente do trato respiratério que forma o
granuloma é desconhecido, mas estudos imuno-histoquimicos
mostram que infiltrados celulares em rins e lesdes pulmonares
contém células T CD4+ e macréfagos. Células T CD4+ de
lesbes granulomatosas nasais e obtidas de lavado
broncoalveolar expressam o perfil de citocinas do tipo Th1, o
que estimula a resposta imune mediada por células. Isto
sustenta a hipétese de que, devido as duas fases da evolugéo
da GW, ocorre uma polarizagdo de toda a subpopulagédo de
células T (tipo Th1 versus Th2), o que pode explicar a transi¢do
de granuloma na fase inicial, de GW localizada, para a forma
generalizada — vasculitica®. As células B também contribuem
para a patogénese da GW, pois sdo precursoras diretas das
células plasmaticas produtoras de anticorpos, que coestimulam
e apresentam antigenos no interior dos granulomas. Ainda, séo
produtoras de citocinas (IL-6, IL-10, TNF-a) e células
regulatérias”.

A sobrevida média dos pacientes apos o diagnéstico
de GW quando ndo tratada é de apenas cinco meses. Mas com
0 uso intensivo de costicosteroide e ciclofosfamida, a sobrevida
em cinco anos é de 90%". A corticoterapia isolada nao previne
as recidivas que freqiientemente ocorrem na GW’ A
ciclofosfamida (2 mg/kg/dia via oral) junto com altas doses de
corticosteréides (1 mg/Kg/dia via oral) é a terapia inicial por 6 a
12 meses7. No estudo de Schmidt et al. (2005) paciente com
diagndstico de GW iniciou terapia com ciclofosfamida e
prednisolona, reduzindo a doses gradativamente com a
remissao continua. Oito meses apds a negativagéo do titulo c-
ANCA, a terapia foi alterada para metotrexato combinado com
acido folico, levando o paciente ao alivio completo dos
sintomas. E observado melhora acentuada em mais de 90% dos
pacientes e remissdes completas sdo conseguidas em 75%.
Cerca de 50% das remissdes estdo associadas mais tarde a
uma ou mais recidivas. Muitos pacientes que obtém remissao
continuam a ter titulos de ANCA elevados por anos. Portanto
uma elevagéao do titulo de ANCA n&o & um precursor por si sé de
recidiva imediata da doenga, ndo devendo levar ao reinicio ou
aumento de dose da terapia imunossupressora. O clinico deve
examinar e monitorar cuidadosamente o paciente em busca de
qualquer evidéncia de atividade da doenga'. Além disso, deve-
se controlar a hipertensao arterial da hipervolemia e empregar
meétodos dialiticos. A aplicagéo de plasmaférese pode auxiliar
na recuperacao de funcao renal nos doentes dependentes de
dialise®. O tratamento com deplecéo de células B é ainda muito
promissor, e a comprovagéo de sua eficacia necessita de mais
estudos, ja que os estudos clinicos randomizados realizados
apresentam resultados conflitantes™.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados os exames laboratoriais de um
paciente durante o periodo de 6 meses, compreendidos entre os
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sintomas iniciais e o diagndstico da doencga. O paciente é do
sexo masculino, com 70 anos de idade e procurou a
emergéncia de um hospital apresentando acentuada dispnéia
e hemoptise. Sessenta dias antes o paciente esteve internado
no mesmo hospital para tratar uma infecgéo do trato urinario.
O médico solicitou exame comum de urina e cultura de urina.
Na analise microbioldgica, a amostra foi semeada em agar
Salmanitol e MacConkey, ocorrendo crescimento neste ultimo
e juntamente com a realizagdo de provas bioquimicas
identificou-se resultado positivo para Escherichia coli.

O paciente possuia apenas um rim ha 21 anos.
Durante o exame clinico, foi constatada ulcera na perna
direita que nao respondia a tratamento iniciado ha 30 dias e
fortes dores articulares nas maos. As amostras utilizadas para
determinagdo dos parametros hematolégicos foram
processados pelo contador ABX Micros 60. As distensdes
sanglineas foram coradas pelo método Pandtico e a
morfologia celular avaliada no microscopio Optico marca
Nikon EFD — 3. As amostras de sangue periférico para realizar
os exames albumina, clearance de creatinina, clearance de
uréia e proteina de 24 horas foram processadas pelo Bio
Systems BTS — 310. ANCA por imunofluorescéncia indireta,
anticorpos antiproteinas PR3, anti mieloperoxidase e anti-IgG
membrana basal glomerular foram realizados pelo método de
Elisa, complemento CH-50 por imunoensaio enzimatico, fator
anti-nuclear e anticorpo anti-DNA de dupla hélice por
imunofluorescéncia indireta, paratorménio PTH intacto por
quimioluminescéncia, PCR, uréia, creatinina, foram
processados no aparelho bio Mérieux Vitek Systems Mini
Vidas, e, potassio no aparelho AVL 9180 ElectrolyteAnalyzer.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O paciente estudado realizou varios exames, sendo
que através dos resultados obtidos foi possivel determinar
GW e iniciar um tratamento adequado.

A capacidade do sangue em transportar oxigénio &
possivel através da concentragdo de hemoglobina, sendo
possivel através da mesma diagnosticar um estado anémico’.
Os valores de hematdécrito e hemoglobina apresentados pelo
paciente estdo abaixo dos valores de referéncia, indicando
um quadro anémico. Estas alteragcdes podem estar
relacionadas ao quadro de hemoptise apresentada pelo
paciente. A hemoptise juntamente com o quadro de dispnéia,
sao indicativos de doenga pulmonar. Resultados semelhantes
foram encontrados em outros estudos como de Schmidt et al.
(2005) e André et al. (2003), neste ultimo paciente ao realizar
exames para diagnostico de GW apresentou hemoglobina
com valores de 10,6 g/dL. No estudo feito por Cascaes et al.
(2003) paciente apresentou hematécrito de 29%. Resultados
de hematdcrito e hemoglobina diminuidos também foram
encontrados no estudo de Ettl et al. (2007) e Ribeiro et al.
(2006), onde foi diagnosticado doenga de Wegener.

Em nosso estudo de caso, o paciente apresenta
leucocitose em varias leituras a qual pode estar relacionada a
GW, ja que um achado clinico-laboratorial tipico é leucocitose
moderada sem eosinofilia marcante, anemia normocrémica e
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trombocitose®**. Por outro lado, o paciente apresentou um

diagndstico de infecgdo urinaria. E processos infecciosos
também sao responsaveis por aumento no numero de
leucdcitos. No estudo feito por Cascaes et al. (2003) paciente
apresentou 12,40 x 109/L leucécitos durante realizagdo de
exames para diagnostico de GW. Resultados semelhantes
foram encontrados por Ribeiro et al. (2006), 13,90 x 109/L
leucocitos e Schmidt et al. (2005) 16,20 x 109/L.

E funcdo dos neutrdfilos (Bastdes e Segmentados) a
defesa ativa do organismo, desenvolvendo uma resposta ao
dano tecidual, através de enzimas proteoliticas. Podendo sofrer
aumento ou diminuicdo dependendo da situagéo patoldgica’.
Neste caso o paciente apresenta um predominio de neutrofilia,
acompanhada de linfopenia em algumas leituras, o que pode
estar relacionado ao processo inflamatério e necrotizante da
GW e/ou a infecgao apresentada pelo paciente. Resultados de
neutrofilia foram encontrados em outros estudos de caso
semelhantes a este*’.

A uréia e a creatinina sédo substancias basicamente
excretadas pelo rim através de filtracdo glomerular. Os
resultados apresentados pelo paciente sdo elevados, o que
indica uma redugao da filtragdo glomerular, a qual além de estar
relacionada a nefrectomizagao e idade do mesmo, tem relagéo
com o processo infeccioso do trato urinario e a lesdo renal da
GW?*®. Resultados semelhantes foram encontrados por Ribeiro
et al. (2006), onde paciente com o mesmo caso do apresentado,
obteve valores de 129 mg/dL de uréia e 3,20 mg/dL de
creatinina.

A albumina é a principal proteina circulante no
organismo humano e é responsavel entre outras coisas, pelo
transporte de substancias pelo sangue e pela pressao
coloidosmatica do plasma. O figado é o Unico responsavel pela
producao de albumina, redugdes na sua quantidade no sangue
(hipoalbuminemia), ocorrem na cirrose, glomerulopatias,
doencas granulomatosas (que é o caso do paciente estudado),
colagenoses, infecgbes agudas, caquexia, queimaduras e
doencas inflamatérias intestinais”’.

A depuragéao de creatinina deve ser preferida ao invés
da de uréia, por alguns motivos: o valor de depuragao de uréia
representa apenas uma fragao da filtragcao glomerular; quando o
fluxo urinario é alto, o segmento distal do nefro torna-se
relativamente impermeavel a uréia, o que aumenta a sua
excregao e quando o fluxo urinario é baixo, a reabsorgao de
agua no segmento distal do nefro aumenta a concentragéo
intratubular de uréia, favorecendo a sua reabsorgdo®. A
producdo e a concentragao plasmatica de creatinina € muito
estavel, variando em menos de 10% por dia em individuos
normais. Ela é livremente filtrada no glomérulo e ndo é
reabsorvida pelo tubulo. Uma pequena quantidade é
encontrada na urina derivada da excregao tubular. Na presenca
de baixas taxas de filtracdo, os valores de depuracdo de
creatinina tornam-se cada vez mais imprecisos, uma vez que a
fracdo tubular secretada constitui uma maior propor¢do da
creatinina urinaria total .

A uréia é filtrada no glomérulo, porém cerca de 40% a
50% da uréia filtrada séo normalmente reabsorvidos nos tubulos
proximais. Os niveis sanguineos modificam-se em certo grau
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Tabela 1: Resultados do hemograma para o diagnostico de Granulomatose de Wegener

Parametros

Hematoloégicos
18/05 19/05 20/05 23/07 26/07
Hgb (g/dL) 1,0 11,40 11,60 8,00 10,00
Hct (%) 34,20 35,00 34,90 24,40 30,00
Lctos (x 109/L) 10,60 8,60 9,40 10,50 22,50
Nflos (x 109/L) 9,22 7,14 6,86 8,61 19,13
Lftos (x 109/L) 0,85 0,86 1,79 1,47 3,15

Datas
28/07 01/08 03/08 15/08 22/08 29/08 05/09
8,40 9,30 8,80 8,80 9,10 8,50 9,60
26,40 29,50 27,10 27,30 28,30 26,60 30,20
21,70 13,00 13,30 9,00 10,10 7,00 10,10
19,31 11,31 10,51 8,28 7,27 5,69 7,78
1,74 1,43 1,99 0,54 2,32 1,64 1,82

Legenda com Valores de Referéncia (VR): Parametros Hematologicos (Par. Hemat.); VR Hemoglobina (Hgb): 13,5-17,5 g/dL; VR Hematdcrito (Hct): 40-54 %;
VR Leucdcitos (Lctos): 3,60-11,00 x 109/L; VR Neutrofilos (Nflos): 1,50- 7,00 x 109/L; VR Linfécitos (Lftos): 1,00-4,00 x 109/L. International Society for Laboratory

Hematology (2010).

durante o dia e variam de acordo com a dieta e outras
condicdes”. Percebe-se no caso estudado, em relagdo aos
valores de referéncia e os resultados obtidos, tanto o
clearence de creatinina como o de uréia estdo bastante
diminuidos, sendo um fator que pode predispor o paciente a
desenvolver uma glomerulonefrite.

Segundo Maffei et al. (2002), o sedimento urinario
que apresentar proteinuria elevada com mais de 300 mg, na
urina de 24 horas, € indicativo de glomerulopatia, sendo que
um exame normal, ndo exclui essa possibilidade, devendo ser
investigada em casos de vasculites sistémicas, pois podem
acometer os rins. Schmidt et al. (2005), encontraram em
paciente com diagnéstico de GW proteinuria ligeiramente
elevada, 163 mg/24h, de acordo com os valores de referéncia
propostos por Pardini (2006/2007) (normal 20-150 mg/24h).

O Fator anti-nuclear Hep2 foi solicitado para
descartar a possibilidade de Iupus eritematoso sistémico
(LES). Cerca de 98% dos pacientes com LES n&o tratado tém
oteste de Hep2 positivo".

No ANCA as metodologias empregadas sdo a
imunofluorescéncia indireta (IFI), usando neutréfilos normais
do sangue periférico como substrato antigénico e os
imunoensaios enzimaticos (ELISA) que detectam ANCA
especificos para proteinase 3 (PR3) ou mieloperoxidase
(MPO)**'. Os ANCAs interagem com as citocinas, os

neutrofilos, os mondcitos e outros elementos do sistema imune
para amplificar a inflamagdo continua em certas formas de
vasculites. A GW é tipicamente associada a anticorpos a PR-3,
que causa um padrdao de ANCA citoplasmatico (C-ANCA)
positivo, como visto no caso apresentado. 70% dos pacientes
com anticorpos MPO causam uma coloragao perinuclear do
ANCA (P-ANCA) visto no exame por imunofluorescéncia”', o
que ndo pode ser observado neste estudo ja que o P-ANCA esta
relacionado com poliangeite microscépica, glomerulonefrite
crescente, alveolite hemorragica e sindrome de Churg-
Strauss'. No estudo feito por Silva et al. (2007), dos 129 exames
realizados para ANCA, 101 foram negativos e 28 positivos.
Referente ao C-ANCA, dos 93 exames, 79 tiveram resultado
negativo e 14 positivo. E para o P-ANCA, dos 36 exames
realizados, 22 foram negativos e 14 positivos. Geyer et al.
(2009), Pahor et al. (2006), Ribeiro et al. (2006) e Schmidt et al.
(2005) também encontraram em seus estudos durante
diagnodstico de GW, resultados para C-ANCA fortemente
positivos.

Segundo Pardini (2006/2007), as proteinas do
complemento aumentam em resposta a processos
inflamatdrios, como ocorreu neste estudo, ou infecciosos na
resposta aguda. E diminuem no hipercatabolismo, na
deficiéncia hereditaria ou no consumo por formagdo de

Tabela 2: Resultados laboratoriais para o diagnostico de Granulomatose de Wegener

Datas
Parametros
Bioquimicos
18/05 20/05 21/07 23/07 26/07 28/07 01/08 03/08 15/08 22/08 29/08 05/09
Uréia (mg/dL) 77,80 83,50 64,20 103,90 105,20 119,30 167,50 193,00 109,00 107,80 108,10 111,90
Creat. (mg/dL) 2,30 2,80 2,70 3,40 3,80 3,50 3,10 4,00 4,80 3,40 3,40 3,40
Album. (mg/dL) - - - - - - - - - - 2,80 -
Potas. (mEq/L) - - - - 3,90 - - 4,10 - 3,70 - -

Legenda com Valores de Referéncia (VR): Parametros Bioquimicos (Par. Bioqu.); VR uréia: 10-40 mg/dL; VR creatinina (Creat.): 0,7-1,2 mg/dL; VR albumina

(Album.): 3,5-5,5 mg/dL; VR potéssio (Potas.): 3,7-5,6 mEg/L. Pardini (2006/2007).
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Tabela 2: Resultados laboratoriais para o diagnéstico
de Granulomatose de Wegener

Datas

Parametros

Al ees 27 28 29 11 19 17
jul jul jul set set out

Clearance

creatinina
(mL/min/
1,73m2)

24,10 - - - - -

Clearance uréia
(mL/min/
1,73m2)

12,21 - - - - -

Proteina 24 hs

(mg/24h) 54,20 - - - - -

Fator
anti-nuclear

Negativo - - -

Negativo
Reagente

1:320

Negativo
Reagente

1:160

P-ANCA
C-ANCA

Complemento
CH-50 -
(U/CAE)

128,0 - - - -

Proteina C
reativa
(quantitativa)
(mg/dL)

11,40 - - - - -

Anticorpo
anti DNA de - -
dupla hélice

Negativo - - -

Anticorpos
anti-lgG,
membrana - -
basal glomerular
(U/mL)

Anticorpos
anti proteinas - - -
PR3 (U/mL)

50,0 14,0 -

Anticorpos anti
mieloperoxidase - - -
(U/mL)

2,0 - -

Paratorménio
PTH intacto - - - - -
(picog/mL)

53,0

Valores de Referéncia (VR): VR clearance creatinina: 85,0 a 130,0 mL/min/1,73m2;
VR clearance uréia: 54,0 mL/min/1,73m2; VR proteina 24 hs: 20-150 mg/24h; VR fator
anti-nuclear: negativo; VR P-ANCA e C-ANCA: negativo; VR complemento CH-50:
60,0 U/CAE; VR proteina C reativa (quantitativa): < 8,0 mg/dL; VR anticorpo anti DNA
de dupla hélice: negativo; VR anticorpos anti-IgG, membrana basal glomerular:
positivo > 15,0 U/mL; VR anticorpos anti proteinas PR3: positivo > 8,0 U/mL; VR
anticorpos anti mieloperoxidase: negativo < 3,0 U/mL; VR paratorménio PTH intacto:
7,0 a 53,0 picog/mL. Pardini (2006/2007).

LES,

imunocomplexos artrite

reumatoide).

A proteina C reativa (PCR) é uma das primeiras
proteinas de fase aguda que se alteram em resposta ao
estimulo inflamatério. Como podemos perceber no paciente
estudado, a PCR que tem valor de referéncia inferior a 8,0
mg/dL, encontra-se elevada'®?”. Sendo um excelente

(glomerulonefrites,
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paradmetro para medir a atividade inflamatéria e a resposta
terapéutica, quando dosadas por nefelometria ou
turbidimentria®. Em estudos realizados por Ettl et al. (2007) e
Schmidt et al. (2005), também encontraram PCR elevada num
paciente onde foi diagnosticado GW.

Segundo Bethlem (2002), os testes de
imunofluorescéncia indireta e ELISA para pesquisa de
antiproteinase-3, os anticorpos anti-MPO e anti-DNA de dupla
hélice e anti-MBG (membrana basal glomerular), fornecem
performance razoavel na investigagao diagndstica das causas
de glomerulonefrite secundaria, permitindo a classificagdo da
maioria dos pacientes. Ainda, a presenca de anticorpos
reagentes contra a membrana basal glomerular é especifico da
sindrome de Goodpasture.

O acumulo de imunocomplexos nos glomérulos pode
induzir a varias formas histolégicas de glomerulonefrite. Na GW,
nao sao encontrados na lesao renal evidéncias de deposi¢ao de
imunocomplexos, o que corrobora com o resultado negativo
para anticorpos anti-lgG, encontrado em nosso estudo de caso.
O comprometimento renal é caracterizado por uma
glomerulonefrite focal e segmentar que pode evoluir para uma
glomerulonefrite em crescente, rapidamente progressiva. Uma
vez que ocorra deficiéncia da fungado renal detectavel
clinicamente, em geral, segue-se insuficiéncia renal
rapidamente progressiva, como ocorreu no paciente estudado™.
No estudo de Pahor et al. (2006), paciente com diagnostico de
GW, apresentou na biépsia renal glomerulonefrite proliferativa
focal e esclerosante.

Existe uma grande dificuldade em distinguir a GW de
outras vasculites sistémicas. Numa vasculite primaria, quando
na apresentacado inicial com deterioragdo rapida do estado
clinico, ndo é possivel identificar um agente infeccioso ou
doenga neoplasica oculta, deve-se tomar providéncias
terapéuticas visando inibir a resposta imune exacerbada do
paciente, desde que esta seja responsavel pela inflamacgao e
necrose tecidual. Nestas situagbes € necessario uma conduta
terapéutica inicial agressiva com consideragdes diagndsticas
multiplas, antes da determinacéo final do diagnéstico ™.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados laboratoriais descritos e
discutidos, o paciente apresentou um quadro clinico especifico
da doenca Granulomatose de Wegener evoluindo para
insuficiéncia renal cronica, necessitando fazer hemodialise. As
analises bioquimicas realizadas sao especificas para doenga
de Wegener e vasculites de pequenos vasos. Sendo utilizados
testes imunoldgicas, como a imunofluorescéncia, garantindo
uma maior especificidade e sensibilidade, contribuindo para o
diagndstico correto, e assim administrar um tratamento seguro e
confiavel. Um grande problema a longo prazo da GW, € a alta
taxa de recidiva, fazendo com que um monitoramento continuo
e adequado por profissionais especializados seja de
fundamental importancia para prevengao, proporcionando a
estes pacientes uma melhor qualidade de vida.
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Hemoglobina Glicada como ferramenta na avaliagao
do controle glicémico de pacientes™.

The Glycated Hemoglobin as an evaluation tool on glycemic
control of diabetic patients®.
Patricia A. Gurgel Velasquez', Cristiane Agnes’, Terezinha |. Estivalet Svidzinsk®”.

('RESUMO - Diabetes mellitus é uma sindrome de etiologia multipla, caracterizada por hiperglicemia crénica que pode levar )
' a alteragbes estruturais de tecidos e fungdes através da promogao da glicagéo de proteinas, entre elas a hemoglobina. A
determinacdo da hemoglobina glicada é pardmetro de escolha para a monitorizagdo do controle glicémico do paciente
diabético e sua dosagem deve ser feita, pelo menos, duas vezes por ano, uma vez que esta ligada a evolugéo das
complicagdes da doenca. Apds aprovagéo junto ao Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos, foram
analisados os resultados das dosagens de hemoglobina glicada e dados como idade e género dos pacientes atendidos no
primeiro semestre de 2006, no Laboratério de Analises Clinicas da UNIPAR, Umuarama, Parana. As dosagens foram
realizadas pela técnica de cromatografia de troca idbnica em minicoluna. Foram atendidos 183 pacientes e 38% estavam
com o controle glicémico comprometido, ndo havendo diferencga significativa entre género e idade dos pacientes. Trinta
, pacientes realizaram duas dosagens neste periodo e pdde-se notar diminuigdo significativa na concentragdo de

hemoglobina glicada. A manutengao do nivel de hemoglobina glicada nos valores de referéncia é considerada a principal
meta no controle do diabetes.

kPalavras-chave: Diabetes mellitus; Hemoglobina Glicada; Cromatografia de Troca l6nica; Controle Glicémico. )

to any functional and tissue alteration throughout the protein gaining, among them, the hemoglobin. The glycated
hemoglobin determination is considered a model of choice to control the level of glycemia on patients who suffers of diabetes
and its dosage must be done, at least, twice a year, once it is closely connected to the disease evolution. Right after the
research approval on the ethics committee envolving human beings, it was made an analysis on the results of glycated
hemoglobin dosages as well as on datas as age and gender of existing patients on the first semester of 2006, at Laboratdrio
de Analises Clinicas da Universidade Paranaense-UNIPAR. The dosages were executed through a chromatographic ionic
i technique in minicolumns. An amount composed by 183 patients had, as result, a glycemic endanger of 38%, without any
. relevant difference once considering age and gender. Thirty patients have taken two dosages by this period and it was able to
| realize that there was a presence of a significant reduction on glycated hemoglobin concentration. The maintenance of
| glycated hemoglobin on references level is considered the mostimportant goal on diabetes control.

\Keywords: Diabetes mellitus, Glycated Hemoglobin, Chromatographic lonic Change, Glicemic Control. )

\
' \ ' (SUMMARY- Diabetes mellitus is a syndrome of multiple etiologies, characterized by chronic hyperglycemia which can Iead\

INTRODUCAO caracterizado pela diminuicdo da tolerancia a glicose,

i . diagnosticado pela primeira vez na gestagédo, podendo ou ndo
| ) feﬂgun.do ° Cor'1$enso I’3raS|Ie’|ro sobre persistir apds o parto; e outras formas de DM, decorrentes de
Diabetes™, “o Diabetes mellitus (DM) € uma sindrome de defeitos genéticos associados a outras doengas ou ao uso de
farmacos diabetogénicos. Existem ainda duas formas

X etiologia multipla, decorrente da falta de insulina e/ou da
incapacidade da insulina de exercer adequadamente chamadas de pré-diabetes que séo a glicemia de jejum alterada
e diminuigdo datolerancia a glicose™.

suas fungdes. Caracteriza-se por hiperglicemia cronica,
De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes",

freqientemente acompanhada de dislipidemia,
hipertensao arterial e disfuncao endotelial”. - . . . L ) e
i L 0s sinais e sintomas de hiperglicemia incluem: polidipsia,
Ha pouco tempo, a classificagdo do DM era o o~
) . . poliuria, perda de peso, fome exagerada, visdo embacada,
fundamentada na idade de inicio da doenga ou no tipo de . ~ . o
tratamento”. Porém. recomenda-se. atualmente. a infecgdes repetidas na pele e mucosas, dificuldade na
ra ’ ’ ’ ’ cicatrizacdo de ferimentos, fadiga e dores nas pernas (ma
circulagdo). Porém, em alguns casos nao ha sintomas, ou estes

classificagao baseada na etiologia. Assim, o DM do tipo 1

resulta da destruicdo das células 8 do pancreas e é de

natureza auto-imune ou idiopatica, levando, geralmente,
a deficiéncia absoluta de insulina; o DM do tipo 2,
resultado de diferentes graus de resisténcia dos tecidos
periféricos a insulina e disturbios na secregdo do
hormdnio pelo péancreas; o diabetes gestacional

podem ser vagos, como formigamento nas maos e nos pés,
principalmente no DM tipo 2.

O diagnostico do DM deve ser baseado em ftrés
critérios: sintomas de diabetes confirmado por uma dosagem
casual de glicose plasmatica em que o valor seja igual ou
superior a 200 mg/dL; glicemia plasmatica de jejum igual ou
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Aprovado em 29/09/2010
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superior a 126 mg/dL; ou glicemia plasmatica duas horas
apos sobrecarga de glicose igual ou superior a 200 mg/dL. A
presenca de hiperglicemia em um dos testes acima deve ser
confirmada em dia subsequiente por qualquer um dos trés
critérios citados’.

Apresenca de hiperglicemia persistente pode levar a
alteragdes estruturais de tecidos e fungbes através da
promogao da glicagcdo ndo-enzimatica de proteinas (ligagéo
entre o grupo aldeido livre da glicose, ou outros agucares, e
um grupo amino-livre na molécula de proteina)’. A
hemoglobina (Hb) € uma das muitas proteinas que sofrem
esta reagao’. A determinacéo da Hb que sofreu esta reagao é
parametro de escolha para a monitorizagdo do controle
glicemico em longo prazo do paciente diabético’, uma vez que
tem relagao direta com a evolugdo das complicagbes da
doenca®.

Aproximadamente 90% da Hb humana adulta
normal é hemoglobina A (HbA), formada por duas cadeias de
globina alfa e duas beta (o , B 2)19, sendo que cerca de 5%

sofre glicagdo®. Quando hemolisados de células vermelhas
sdo submetidos a cromatografia, trés ou mais picos
pequenos, chamados HbA1a, HbA1b e HbA1c eluem antes
da HbA”. Por esse motivo, sdo chamadas de “hemoglobinas
rapidas™ e s&o produto de modificacdes pos-sintéticas da
HbA, a uma velocidade dependente da concentragdo de
glicose durante os 120 dias de vida do eritrocito. A HbA1c
compde 4,0 a 6,0% da Hb total nos individuos sadios®. As
outras variantes, HbA1a e HbA1b, correspondem,
aproximadamente, 1% e 2%, respectivamente, da Hb total®.
Esta heterogeneidade da hemoglobina glicada pode gerar
confusdo na nomenclatura, assim como qual componente
esta sendo dosado por determinado método. Desta forma,
estabeleceu-se o termo genérico “hemoglobina glicada”
(GHb) para denominar os componentes menores da Hb,
incluindo todas as Hb modificadas com a glicose ou outros
agucares, bem como as outras Hb andmalas glicada (HbS,
HbF, HbC)".

A determinacao da GHb deve ser feita, pelo menos,
duas vezes por ano em todos os pacientes com diabetes™. A
manutencdo do nivel da fragdo A, abaixo de 7,0% é
considerada como uma das principais metas no controle do
diabetes’.

Existem mais de 30 metodologias diferentes para a
determinagéo da GHb"™". Estas dosagens podem ser feitas
baseadas nas diferencgas fisicas, quimicas ou imunoldgicas
entre a fragédo glicada e a ndo-glicada. A cromatografia de
troca idnica (HPLC e minicolunas) e a eletroforese usam o
principio da diferenga de carga entre as fragdes. Dentre os
métodos baseados nas diferengas estruturais ou quimicas
para separar as fragdes estéo, a cromatografia de afinidade,
os métodos imunoldgicos e os enzimaticos’.

Visto isso, este estudo teve como objetivo avaliar o
controle glicémico dos pacientes diabéticos atendidos no
Laboratério de Analises Clinicas da UNIPAR, durante o
primeiro semestre de 2006, de acordo com a metodologia
utilizada e correlacionar com o risco destes pacientes
desenvolverem complicagdes crbnicas.
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MATERIAIS E METODOS

Para o presente estudo foram interpretados os
resultados das dosagens de GHb e dados como idade e género
dos pacientes atendidos no periodo de janeiro a junho de 2006,
no Laboratério de Analises Clinicas da Universidade
Paranaense — UNIPAR, Umuarama — PR. Os dados foram
coletados a partir das fichas do arquivo do laboratério, apés
aprovacgdo junto ao Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
seres humanos. No periodo avaliado, 183 pacientes realizaram
pelo menos uma dosagem de GHb compondo a populagéo de
estudo, destes 30 pacientes realizaram duas dosagens.

As dosagens de GHb (HbA1) foram realizadas pela
técnica de cromatografia de troca i6nica em coluna da marca
Labtest ®"°, cujo valor de referéncia ¢ de 5,3 a 8,0% e
linearidade de até 30%.

A analise estatistica foi realizada através do programa
Epi Info para Windows (versao 3.2) pelo teste t de Student e
analise de variancia, com a = 0,05. Os dados sao apresentados

como média (+DP), valores de minimo e maximo e intervalo de
confiancga.

RESULTADOS

A distribuicao dos 183 pacientes quanto ao género foi
67,8% (n=124) mulheres e 32,2% (n=59) homens. As médias
das dosagens de GHb obtidas dos pacientes sdo descritas na
Figura 1. Na populagdo masculina, a menor dosagem foi de
3,9% e a maior 19,1%; na feminina os valores ficaram entre
4,0% e 18,2% (Tabela 1).

Tabela 1 - Dosagens de hemoglobina glicada de 183
pacientes determinadas pelo método de cromatografia
de trocaidnica em minicoluna, conforme o género.

Sexo
Masculino Feminino
Numero 59 124
Média* 10,2 %" 9,9 %"
Desvio Padréao 2,8 2,4
Minimo 3,9 % 4.0 %
Maximo 19,1 % 18,2 %
IC 95% 9,5-10,9 9,5-10,3

* Médias seguidas de letras diferentes indicam diferenca significativa
entre os grupos, pelo teste t de Student, com OL= 0,05.

Parafins de calculo, os pacientes foram agrupados em
cinco classes, de acordo com aidade. Na primeira classe (21,0 a
35,2 anos) foram incluidos seis pacientes, com os valores de
GHb dosagem minima e maxima de 8,1% e 19,1%
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Tabela 2: Distribuicdo dos resultados de hemoglobina glicada, conforme aidade dos pacientes.

Faixas Etarias em Anos

21,0 a 35,2 35,3a49,4 49,5 a 63,6 63,7a77,8 77,9 2a92,0
Numero de pacientes 59 124 63 65 15
Média* 10,2 %" 9,9 %" 9,6%A 10,3%A 9,5%A
Desvio Padrao 2,8 2,4 1,9 2,4 2,6
Minimo 3,9 % 4,0 % 5,6% 4,0% 3,9%
Maximo 191 % 18,2 % 14,2% 16,2% 13,9%
IC 95% 9,5-10,9 9,5-10,3 9,2-10,1 9,7-10,9 8,0-10,9

* Médias seguidas de letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos, pelo teste t de Student, com a = 0,05.

respectivamente. Na segunda classe (35,3 a 49,4 anos),
incluindo 34 pacientes, a minima foi de 4,7 % e a maxima de
18,2%. Entre os 63 pacientes agrupados na terceira classe
(49,5 a63,6 anos), a dosagem de hemoglobina glicada variou
entre 5,6 % e 14,2 %. Na quarta classe (63,7 a 77,8 anos) os
65 pacientes estudados apresentaram minima de 4,0 % e
maxima de 16,2 %, e na quinta classe (77,9 a 92,0 anos) a
minima e a maxima, respectivamente, foram 3,9 % e 13,9 %
dos 15 pacientes (Tabela 2).

Entre os 30 pacientes, dos quais foram realizadas
duas dosagens de GHb no periodo, foi calculada a média da
primeira e da segunda visando avaliar a evolugdo do
tratamento. Os resultados sdo mostrados na Tabela 3.

De acordo com o definido pelo fabricante do kit
utilizado, os resultados obtidos permitiram classificar os
pacientes conforme a Figura 2, quanto aos niveis
metabdlicos, em o6timo (< 8,8%), aceitaveis (< 11,2%) e
sugerindo comprometimento (> 11,2%).

Tabela 3: Resultados de hemoglobina glicada obtidos
em 30 pacientes que se submeteram a duas dosagens
durante o primeiro semestre de 2006*.

Dosagens
Primeira Segunda
Média** 10,1% " 9,3%°
Desvio Padrao 2,5 2,1
Minima 6,6% 5,5%
Maxima 16,1% 13,9%
IC 95% 92-11,0 8,6 -10,0

* Tempo médio entre as duas dosagens — trés meses.
**Médias seguidas de letras diferentes indicam diferenca
significativa entre os grupos, pelo teste t de Student para
amostras pareadas.
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Figura 1: Distribuicdo dos resultados das dosagens de HbA1 na
populagdo estudada em comparagédo aos valores de referéncia* do
método de cromatografia de troca ibnica em minicoluna.

Nivel de controle glicémico
M Otimo (até 8,8%)

I Aceitavel (entre 8,8 a 11,2%)
Comprometido (superior a 11,2%)

Figura 2: Classificagao dos 183 pacientes analisados em relagédo aos
niveis metabdlicos estabelecidos para o teste Labtest Diagnostica S. A.

DISCUSSAO

O teste t de Student, com a = 0,05, mostra que as

dosagens de GHb ndo apresentaram diferenca significativa
conforme género e idade dos pacientes o que confirma o
descrito por Sacks etal.". Segundo os autores, idade, género ou
etnia ndo interfere de forma significativa nos resultados dos
testes de GHb.

Observou-se que quatro pacientes apresentaram
resultados abaixo do limite inferior do método. Enfermidades
que alteram a vida média da hemacia e consequentemente da
hemoglobina, como as doencas hemoliticas, alteram os
resultados de GHb realizados por qualquer metodologia.
Também a presencga de grandes quantidades de vitaminas C e E
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é descrita como fator que pode induzir resultados falsamente
diminuidos por inibirem a glicagdo da hemoglobina®*™.
Hipertrigliceridemia, hiperbilirrubinemia, uremia, alcoolismo
cronico, ingestdo cronica de salicilatos e opiaceos podem
interferir produzindo resultados falsamente elevados, assim
como anemia por caréncia de ferro, vitamina B12 ou folato, ja
que estas anemias aumentam a sobrevida das hemacias*’".
Outro limite na determinagcdo seria a presengca de
hemoglobinas anémalas, como a hemoglobina F (leva a
resultados falsamente elevados) e as hemoglobinas S e C
(interferem negativamente nas dosagens)".

Durante o periodo em que os dados foram
coletados, 30 pacientes realizaram duas determinacgdes de
GHb. Observou-se uma diminuicdo média de 0,8% entre a
primeira e a segunda dosagem. De acordo com os valores de
referéncia do meétodo utilizado, tanto a primeira como a
segunda dosagem estao dentro dos limites aceitaveis de
controle glicémico, porém, acima do valor considerado como
6timo para o controle. Assim, este resultado mostra que,
apesar de nao terem atingido niveis ideais para o controle
glicémico, estes pacientes diminuiram significativamente a
concentragéo da GHb (pelo teste t de Student para amostras
pareadas). Estudo realizado pelo United Kingdon Prospective
Diabetes Study*', mostrou que para cada 1,0% de decréscimo
na concentragao de HbA1c, houve diminuigdo de 35%, 25% e
7% no risco de complicagbes microvasculares, mortes
relacionadas ao DM e mortes em geral, respectivamente.

Complicagdes cronicas podem acompanhar o DM
como macroangiopatia (comprometimento aterosclerético
das artérias coronarianas, dos membros inferiores e das
cerebrais) e microangiopatia (retinopatia, nefropatia e
neuropatia), as quais estdo associadas a elevada morbidade
e mortalidade observadas nestes pacientes. A nefropatia
diabética aparece como a causa mais comum de doenca
renal terminal, acometendo mais de um tergo dos casos®®.
Em trabalho realizado no Rio Grande do Sul com pacientes
em hemodialise, Morsch et al.’* observaram que o DM
aparecia como principal causa de desenvolvimento de
Insuficiéncia Renal Crénica (29%), e que a mortalidade entre
os diabéticos no periodo estudado foi de 33% contra 7,0%
entre os ndo-diabéticos.

No presente estudo pode-se notar o descontrole da
populacdo avaliada em relacdo aos niveis glicémicos, ja que
38% destes pacientes apresentaram dosagens acima de
11,2% de GHb (HbA,). Porém, Scheffel et al.”’, em estudo dos
fatores de risco e da prevaléncia de complicagbes crénicas
em pacientes com DM no Rio Grande do Sul (RS),
observaram que 68% da populagéo estava com o controle
glicémico comprometido, um resultado bem acima dos 38%
do presente trabalho. J& Araujo et al.?, em trabalho realizado
também no RS, encontraram 34,1% da populacéo estudada
com niveis comprometidos de controle, ou seja, resultado
semelhante ao dos pacientes estudados em Umuarama,
Parana.

De acordo com o Consenso Brasileiro sobre
Diabetes', as estratégias incluidas no tratamento do DM s&o
educagao, modificagdes no estilo de vida (habito de fumar,
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alimentacao e atividade fisica) e, quando necessario, o uso de
medicamentos.

E importante ressaltar que, devido & gama de técnicas
existentes no mercado, torna-se dificil realizar estudos
comparativos sobre o controle glicémico na populacéo. Gross et
al® alertaram para o fato de, os valores fornecidos por um
laboratoério poderem nao corresponder aos valores de outro, o
que torna a comparagao dos resultados muito dificil. Portanto, é
preciso que fiquem claras, tanto para a equipe médica quanto ao
paciente, as limitagbes da dosagem para que o significado
clinico do exame seja garantido’, que os niveis de GHb
demoram de 8 a 10 semanas, aproximadamente, para
retornarem ao normal apos a normalizagdo dos niveis de glicose
sanguinea’ e que o controle glicdmico depende de fatores
relacionados ao paciente, ao servigo de saude e a realidade
social local’.

CONCLUSAO

Sugere-se maior preocupagao no sentido de
padronizagao das técnicas a serem utilizadas na dosagem da
hemoglobina glicada e que essas sejam de implementacéo
acessivel aos laboratérios de todos os portes. Que os
programas de educagdo em saude se preocupem com a
capacitagdo de profissionais que atuam em centros de
atendimento ao paciente diabético (postos de saude,
ambulatérios, clinicas) para que sejam devidamente
esclarecidos sobre o significado do exame e suas implicagdes,
para que possam interpretar corretamente o resultado. Assim, o
aprimoramento das técnicas laboratoriais e das equipes
multidisciplinares que acompanham o paciente diabético sao
esforcos que em conjunto colaboram para ampliar o
conhecimento sobre o DM e sensibilizam o paciente a adotar
habitos de vida mais saudaveis, reduzindo as altas taxas de
incapacidade fisica e mortalidade por diabetes mellitus.
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Relato de dois casos de Tinea nigra na cidade de
Caxias do Sul, RS, Brasil*

Report of two cases of Tinea nigra in the city
of Caxias do Sul, RS, Brazil*

Barbara C. A. Zoppas', Francieli Casal’, Juliano Fracasso’, Caroline U. Triaca’

/RESUMO - Tinea nigra (TN) € uma micose superficial causada por um fungo demaceo, Hortae werneckii, que afeta a)
camada cérnea palmar e, mais raramente, a regido plantar e outros locais. Caracteriza-se pelo aparecimento de maculas
hiper-pigmentadas de cor marrom-enegrecido, bem delimitadas, ndo inflamatérias e assintomaticas. Esta dermatomicose é
também denominada queratomicose epidérmica, queratomicose negra, pitiriase negra e microsporiosis nigra, sendo
considerada uma infecgéo fungica rara, mais comumente encontrada em regides tropicais e subtropicais. Neste trabalho
serao descritos dois casos da micose em regido palmar: em menino de 4 anos residente em Caxias do Sul, RS e em
estudante universitaria, com 23 anos, residente em Farroupilha, RS. Serdo abordados tépicos epidemioldgicos e clinicos da
infeccdo. Estes constituem os Unicos casos descritos na regido nordeste do Rio Grande do Sul, at¢é o momento,
demonstrando a raridade da infecc@o nesta area geografica.

\Palavras-chave: Micoses, Tinea nigra, Hortae werneckii. )

(SUMMARY - Tinea nigra (TN) is a superficial fungal mycosis caused by a dematiaceous fungus, Hortae werneckii, which\
affects the palms stratum corneum and more occasionally on the soles and other body parts. Is characterized by macules
with hyper pigmentation with brown to black pigmentation well delimitated, no-inflammatory and asymptomatic. This
dermatomycosis is also called epidermic keratomycosis, keratomicosis nigricans, pityriasis nigra and microsporiosis nigra,
being considered a rare fungal infection, occurs most frequently in tropical and subtropical climates regions. This study will
describe two case reports of this mycosis in palm region: a boy 4 years old who lives in the city of Caxias do Sul, RS and a
University academic, woman, 23 years old living in the city of Farroupilha, RS. Epidemiologic and clinic topics will be
reported. These are the only described cases in the northeast region of the State of Rio Grande do Sul, showing the rarity of
the infection in this geographic area.

kKeywords: Mycosis, Tinea nigra, Hortae werneckii )

INTRODUGAO

Caso1
Tinea nigra (TN) é micose superficial causada

por um fungo demaceo denominado Hortae werneckii,

Paciente masculino, 4 anos, residente no bairro de Ana

: que afeta a camada cornea palmar e, mais raramente, a | Rech, na cidade de Caxias do Sul, Rio Grande do Sul,

l',- regido plantar e outros locais. Caracteriza-se pelo | apresentava mancha de coloracdo castanho clara, levemente

| iﬁ aparecimento de maculas hiperpigmentadas de cor | descamativa, comum centimetro de didmetro, na palma da mao
marrom-enegrecido, bem delimitadas, n&o inflamatorias | esquerda. N&o relatava prurido ou outro sintoma. Foi realizado

‘ ' e cobertas por escamas muito finas e assimétricas"””. exame micolégico direto com escamas de pele obtidas por

O fungo vive como saprdéfita no solo e em
vegetais ou faz parte da flora cutanea normal. O
desenvolvimento da micose depende da inoculagéo
traumatica, provavelmente em praias, favorecida pela
sudorese excessiva'.

Esta dermatomicose é também denominada
ceratomicose epidérmica, queratomicose negra, pitiriase
negra e microsporiosis nigra, sendo considerada uma
infeccdo fungica rara, mais comumente encontrada em
regibes tropicais e subtropicais'”.

O objetivo deste trabalho foi relatar dois casos
de TN diagnosticados na cidade de Caxias do Sul, regido
nordeste do Rio Grande do Sul.

RELATO DE CASOS

raspagem da les&do. Ao exame microscopico foram observadas
hifas curtas septadas e células leveduriformes isoladas, com
coloragédo castanho-esverdeadas, caracteristicas do fungo
Hortae werneckii (Fig.1). O cultivo n&o foi realizado
considerando a escassez do material que foi totalmente
utilizado para o exame micoldgico direto. A tentativa de nova
coleta para realizagdo de cultura nao obteve sucesso pelo
desaparecimento da les&o na primeira coleta. Mesmo assim, o
paciente foi tratado com antifingico imidazdlico tépico, com
remissao total da leséo.

Caso2

Paciente feminino, 23 anos, académica de Biologia e
bolsista no laboratério de Botanica, residente na cidade de

Recebido em 14/04/2009
Aprovado em 17/09/2010
'Professora de Micologia da Universidade de Caxias do Sul - UCS
? Académica do Curso de Farmacia - UCS
° Médico Residente em Infectologia do Hospital Geral de Caxias do Sul
* Trabalho realizado no Laboratério de Micologia da Universidade de Caxias do Sul, Rio Grande do Sul.
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Farroupilha, Rio Grande do Sul, apresentava lesdo de
coloragcdo levemente rosada, com aproximadamente trés
centimetros de didmetro, pouco perceptivel e discreta
descamacgao, na palma da mao esquerda (Fig. 2). Apds
raspagem dos bordos da les&o, as escamas foram colocadas
em lamina com posterior adicdo de hidroxido de potassio a
10%, laminula e visualizagdo ao microscopio de luz, tendo
sido identificadas hifas e leveduras de cor castanho-
esverdeadas tipicas de Hortae werneckii. O cultivo do fungo
nao foi realizado. O tratamento foi realizado com antifungico
imidazdlico tépico, obtendo-se a cura dalesao.

\

~

\Figura 1: Leséo tipica de Tinea nigra em mao esquerda. /

K

\Figura 2: Aspecto microscopico do fungo Hortae werneckii ao exame direto)

RBAC, vol. 43 (1): 026-028, 2011

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A TN é uma micose considerada enfermidade tropical
e subtropical, pouco frequente e de distribuicdo universal. Na
América Latina os paises com maior incidéncia sdao México,
Panama, Colémbia, Venezuela, Brasil, Cuba e Costa Rica.
Também ja foi reportada na Polinésia e na costa da Africa e na
Asia, sendo pouco descrita nos Estados Unidos e Europa™.

Afeta todos os grupos sociais, sobretudo mulheres,
criangas e jovens com menos de 20 anos de idade, que vivem ou
visitaram areas de risco (matas ou praias). Todas as ragas séo
afetadas, ndo existindo predisposicdo genética e, tanto as
infecgbes como as recidivas (que séo raras), sdo por uma
exposicdo a uma fonte infecciosa comum, provavelmente
favorecida por sudorese abundante®®®.

O agente causador € o Hortae werneckii, um fungo
negro, pleomodrfico e saprofito do solo, vegetais em
decomposigéo, madeiras Umidas, ar, peixes em decomposigao
e areia de praia, podendo também ser componente da flora
normal (couro cabeludo e espagos interdigitais). Os casos tem
sido associados com frequéncia a contaminacdo em areas
costeiras, mostrando a possibilidade de ser infecgdo fungica
adquirida a beira mar. Uijithof e colaboradores, em 1994
identificaram este fungo em areas ricas em sal. Hortae werneckii
inicialmente é uma levedura que logo se transforma em fungo
ﬁ|amentoso1,2.4,5,7,9,10,11,12.

A enfermidade foi identificada em 1891, no Brasil, por
Alexandre Cerqueira, como queratomicose nigrans palmaris,
mas, somente em 1916, seu filho, Castro Pinto Cerqueira,
relatou-a em sua tese de doutorado, juntamente com outros oito
casos por ele observados"™.

Em 1921, Jodo Ramos e Silva e José Torres
observaram o primeiro caso no Rio de Janeiro e, Parreras Horta,
no mesmo ano, isola o fungo deste caso e denomina-o de
Cladosporium werneckii. Posteriormente, o nome do fungo foi
mudado para Exophiala werneckii, baseado em estudos de
conidiogénese. Em 1985, McGinnis e colaboradores
propuseram um novo género ao fungo, que passou a ser
denominado de Phaeoannellomyces weneckii. No mesmo ano,
Nishimura & Miyaji mudaram a denominagéo do fungo para
Hortae werneckii, em homenagem a Parreras Horta"**™.

O diagndstico especifico é facil de ser realizado,
empregando métodos micoldgicos tradicionais para evidenciar
a presencga deste microrganismo no paciente. O exame direto
pode ser feito com hidréxido de potassio a 10-20%, mostrando
hifas marrons ou verde escuras, ramificadas e septadas, com
extremidades finas e hialinas. A confirmagéo é feita pelo
isolamento do fungo em agar-Sabouraud simples ou com
cicloheximida e cloranfenicol a 0,5%. Em uma a trés semanas,
desenvolvem-se colbnias leveduriformes pretas e brilhantes
que se tornam verdes ou cinzas com aparecimento de hifas
aéreas. As coldnias maduras possuem hifas tortuosas septadas
e conidiéforos em anéis que produzem cachos de conidios
fusiformes com septos®*"*™.

O tratamento da TN é feito com derivados imidazdlicos
topicos’, solugdo de acido salicilico a 2-3%, tintura de iodo,
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enxofre a 3% e acido retindico. Reporta-se, inclusive, que a
raspagem micolégica pode melhorar e fazer desaparecer a
les&o’.

Os casos de TN sao raros em Caxias do Sul, por se
tratar de zona geografica com clima temperado. Os casos
relatados referem-se a pessoas que tiveram contato com o
solo e vegetais, fontes ambientais do fungo. Vale salientar que
como relatado por outros autores, esta micose pode ser
eliminada pela simples raspagem durante a coleta, o que
ocorreu justamente com o primeiro caso relatado. Mesmo
assim, foi instituido o tratamento para garantia de eliminagéo
dofungo.

Apesar de ser uma micose rara, a possibilidade da
ocorréncia de Tinea nigra deve ser sempre lembrada quando
se tratar de lesdo hipercromica negra ou acastanhada, em
regido palmar ou plantar. Por ser de facil tratamento e possuir
um prognéstico excelente, o diagnostico de Tinea nigra exclui
outras lesbes como nevo melanocitico, melanoma, sifilis
secundaria, que exigem tratamentos mais invasivos e
agressivos.
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Micoses superficiais em idosos residentes
em entidade beneficente na Regiao Norte do
estado do Rio Grande do Sul*

Superficial Mycosis in elderly people living in beneficent
entity in the north of Rio Grande do Sul

Ananda Polo’, Neiva Aparecida Grazziotin®

kPalavras-chave: micose, idosos, dermatofitos, candida.

(RESUMO - As micoses superficiais sao definidas como infecgbes que afetam as camadas superficiais da pele, assim como\
pélos e unhas. O objetivo do presente estudo foi verificar a prevaléncia de micoses superficiais em idosos residentes em
entidade beneficente localizada na regido Norte do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil, em estudo retrospectivo, referente
ao periodo de margo de 2002 a novembro de 2007. Foram analisadas amostras de 124 idosos com suspeita clinica de
micoses superficiais, as quais 28,2% (35/124) foram positivas. Dermatofitose foi a micose mais freqliente, presente em
73,6% das amostras positivas e candidiase, em 26,4%. Em relagdo ao sexo dos pacientes, 57,1% (20/35) pertenciam ao
sexo feminino. As espécies de dermatdfitos isoladas através da cultura foram Trichophyton rubrum e Trichophyton
mentagrophytes. Quanto ao género Candida, a espécie prevalente foi a Candida albicans. Estudos abordando a etiologia e
epidemiologia das micoses superficiais sdo importantes, pois auxiliam o controle e prevengao destas infecgdes.

J

(SUMMARY- Superficial mycosis are defined as infections which affect superficial layers of skin, hair and nails. The aim oP
this paper was to verify prevalence of superficial mycosis in elderly people living in beneficent entity in the North of Rio
Grande do Sul, Brazil, in a retrospective study, from March 2002 to November 2007. Samples of 124 elderly people with clinic
suspect of superficial mycosis diagnosis were analyzed, being 28.2% (35/124) positive. Dermatophytosis was the most
common mycosis, present in 73.6% of the positive samples and candidiase in 26.4%. 57.1% (20/35) of the patients were
females. Species of dermatophytes, isolated by culture were Trichophyton rubrum and Trichophyton mentagrophytes. In
Candidiasis, Candida albicans was the prevalent specie. Studies of etiology and epidemiology of superficial mycosis are
important because they help to control and prevent infections.

kKeywords: Mycosis, elderly people, dermatophytes, candida.

J

INTRODUGAO

Os fungos podem apresentar-se como
patogénicos para os seres humanos e, dependendo do
tecido ou do 6rgéao afetado, as micoses classificam-se em
superficiais, subcutaneas e sistémicas™.

As micoses superficiais sdo definidas como
infecgbes que afetam as camadas superficiais da pele,
assim como pélos e unhas'; sdo causadas
principalmente por dermatdfitos e leveduras®. Estudos
epidemioldgicos indicam que estas infecgdes estéo entre
as doencas humanas mais comuns, interferindo na
execugao das tarefas diarias e nas praticas desportivas
realizadas pelos pacientes. Estima-se que constituem o
terceiro disturbio cutdneo mais encontrado em criangas
menores de 12 anos de idade e o segundo mais comum
na populagdo com maior idade, variando de acordo com
sexo, idade, grupo étnico e habitos culturais e sociais dos
individuos®™.

O estudo das micoses superficiais tem grande
importancia na pratica médica pelo comprometimento

que estas causam a populagdo, por simularem outras
patologias, como aquelas que afetam areas expostas do corpo
como a pele, sendo necessario a analise laboratorial para seu
diagnostico definitivo®. Quadros rotineiros e esperados de
micoses tém evoluido para situagdes clinicas complexas e, as
vezes, de altorisco™.

O diagnéstico laboratorial das micoses superficiais é
realizado por meio de exame microscopico de raspados das
areas afetadas e o cultivo em meios de cultura seletivos para tal
agente®.

As dermatofitoses também chamadas tineas ou tinhas
sdo causadas por dermatdfitos, ou seja, por fungos que
secretam queratinases, enzimas que degradam a queratina
encontrada na pele, no pélo e nas unhas dos individuos®. Estes
fungos pertencem a trés géneros: Epidermophyton,
Microsporum e Trichophyton'®'. Tém distribuigdo universal e
séo classificados como geofilicos, zoofilicos ou antropofilicos,
dependendo do seu habitat natural’. Os dermatofitos
pertencentes ao grupo antropofilico podem causar infeccoes
cronicas, tendo cura dificil; ao contrario, os dermatdfitos
zoofilicos e geofilicos provocam lesdes mais inflamatdrias, as
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na maioria das vezes, cicatrizam de forma

22,25

quais,
espontanea

As infecgdes fungicas sdo comuns em paises
tropicais e subtropicais, como é o caso do Brasil. Tém grande
importancia epidemioldgica e terapéutica, tornando-se um
problema de saude publica que reflete o nivel de educagao
sanitaria da populagdo™".

As dermatofitoses espalham-se através de
artroconidios que sédo propagulos que possuem paredes
espessas formadas pelas hifas dos dermatéfitos, sendo
liberadas provavelmente em escamas de pele, laminas
ungueais e fios de cabelo, podendo sobreviver por alguns
meses no ambiente”. A transmissdo pode ocorrer entre
individuos, por animais, pelo contato com o solo ou materiais
contaminados como pisos de banheiros, colchdes de judé,
toalhas de banho, entre outros *. De acordo com Pelczar et
al® a umidade da pele é um fator de risco & infecgdo por
dermatofitos.

O género Candida, componente da microbiota
normal humana, também pode causar infecgdes fungicas®. A
candidiase pode originar-se de uma fonte enddgena ou
exogena. Devido ao fato da Candida encontrar-se presente
em pequeno numero na pele integra saudavel, pode ser
transmitida pelo contato de individuos sadios com o paciente"
ou invadir a pele danificada e os locais de dobras da pele os
quais, freqlientemente, ficam umidos e macerados®.

As infecgbes relacionadas a candidiase iniciam-se,
provavelmente, por mudancas na defesa do hospedeiro,
alterando o equilibrio deste com o parasito. Esta micose afeta
pele e mucosas, provocando alteragdes na hidratagéo, no pH
e nas concentragdes de nutrientes destas regides. Pessoas
com atividades ocupacionais que submetem as maos a
umidade estdo mais predispostas a este tipo de infecgao™.
Assim, acredita-se que quando ocorrem alteragcdes no
sistema de defesa do hospedeiro, como prematuridade,
envelhecimento, doengas degenerativas, imunodeficiéncias
congénitas ou adquiridas e a imunodepressao, estes
microrganismos tornam-se patogénicos, causando infecgao
ao organismo humano’.

O presente trabalho teve como objetivo verificar a
prevaléncia de micoses superficiais em idosos residentes em
entidade beneficente localizada na regido Norte do estado do
Rio Grande do Sul, Brasil, além de comparar os resultados
obtidos com estudos semelhantes disponiveis na literatura.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo retrospectivo, onde foram
analisados os resultados dos exames micoldgicos de pele e
unha, realizados em idosos residentes em entidade
beneficente situada na Regido Norte do Estado do Rio Grande
do Sul, Brasil, referente ao periodo de margo de 2002 a
novembro de 2007.

A amostra do estudo foi composta por 124 pacientes
idosos com suspeita de apresentarem micoses superficiais.
As amostras bioldgicas foram obtidas por meio de raspagem
das regibes afetadas (pele e unha) apds antissepsia com
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alcool 70%. O exame micoldgico direto foi realizado com
hidréxido de potassio a 20%. As amostras foram cultivadas em
Sabouraud Dextrose Agar e em Agar Seletivo para Fungos com
Cloranfenicol e Cicloheximida, incubadas a temperatura de 25 a
30°C por 30 dias.

Os fungos filamentosos foram identificados através do
aspecto macroscopico e microscopico das colbnias e, quando
necessario, perfuragdo do pélo in vitro. As leveduras foram
semeadas em CHROMagar® Candida. O teste do tubo
germinativo foi utilizado para diferenciar Candida albicans de
outras espécies do género.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica e
Biosseguranca da Universidade Regional Integrada do Alto
Uruguai e das Missdes — URI Campus de Erechim.

RESULTADOS

Foram analisados os resultados dos exames
micolégicos de 124 pacientes idosos, com idade médiade 73,17
anos (DP+11,2).

Os exames micologicos revelaram micoses
superficiais em 28,2% (35/124) dos individuos (Fig. 1).

A Fig. 2 mostra a frequéncia das micoses nos
individuos analisados. Dermatofitose foi a micose verificada na
maioria dos pacientes, 65,7% (23/35); candidiase esteve
presente em 20% (7/35) dos pacientes e 14,3% (5/35) dos
individuos analisados apresentaram as duas micoses,
dermatofitose e candidiase.

Quanto a distribuicdo das micoses superficiais de
acordo com o sexo, 57,1% (20/35) dos idosos pertenciam ao
sexo feminino (Fig. 3).

ATabela 1 mostra a frequiéncia de micoses superficiais
na populagédo estudada, de acordo com o sitio anatdémico
acometido. Lesdes em dois ou trés sitios anatdmicos diferentes
foram observadas em 14/35 pacientes, totalizando 53 amostras
analisadas.

Adermatofitose esteve presente em maior nimero nas
unhas dos pés (30,1%). Ao contrario, as unhas das maos foram
mais acometidas pela candidiase (9,4%). Em relacdo aos
espagos interdigitais dos pés/regiao plantar, verificou-se
predominio de dermatofitose (39,6%). Também observou-se
apenas um caso de dermatofitose na regido dorsal e dois casos
de candidiase nas nadegas.

Em relagdo as dermatofitoses, o agente prevalente foi
Trichophyton rubrum, seguido de Trichophyton
mentagrophytes. Quanto ao género Candida, a espécie
prevalente foi a Candida albicans.

4 )

Negativo
72%

Positivo
28%

Figura 01: Ocorréncia de micoses superficiais nos
\_ idosos analisados Y,
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Tabela 1: Frequéncia de Candidiase e Dermatofitose de
acordo com o sitio anatdmico acometido nos idosos

Candidias  Dermatofitos Total
Sitio Anatomico
n % n % n %

Unhas dos pés 3 57 16 30,1 19 35,8
Espacos interdigitais
dos pés/Regiao 4 75 21 39,6 25 47,2
plantar
Unhas das maos 5 9,4 1 1,9 6 11,3
Nadegas 2 3,8 - - 2 3,8
Regido Dorsal - - 1 1,9 1 1,9

Total 14 26,4 39 73,6 53 100

DISCUSSAO

A analise dos exames micologicos, realizada neste
estudo, mostrou que 28,2% (35/124) dos idosos
apresentaram micoses superficiais em cinco sitios
anatémicos distintos.

A prevaléncia de micoses na populagdo adulta &
elevada, observando um aumento desta ocorréncia ao passo
que a idade avanga, afetando, aproximadamente, 40% da
populagéo mundial**.

RBAC, vol. 43 (1): 029-033, 2011

Segundo JAFFE", 20% da populacdo dos Estados
Unidos com idade entre 40 e 60 anos possui onicomicoses,
sendo que apenas nas Uultimas décadas tém sido
disponibilizados tratamentos efetivos para esta micose. Estes
comprometimentos estéo sendo vistos mais do que um simples
problema estético, pois ocasionam queda na qualidade de vida
dos pacientes, os quais dependem cada vez mais de
profissionais e cuidados médicos a sua saude.

A ocorréncia de micoses superficiais em pacientes
idosos deve-se a fatores que contribuem para o aparecimento
destas infecgbes, como a taxa reduzida de crescimento da unha
e 0 aumento de trauma quando comparado ao grupo jovem,
levando estes individuos a adquirirem esta doenga e ao
aparecimento de sintomas na lamina ungueal®*.

No presente estudo, o sitio anatdmico mais acometido
por dermatofitoses foram as unhas dos pés e os espagos
interdigitais dos pés/regiéo plantar. Segundo Araujo et al.’, nos
pés ocorre um crescimento mais lento das unhas e,
conseqlientemente, uma maior predisposigdo de acometimento
nesta regido. Entretanto, quando estas infecgbes afetam as
unhas das maos tém uma maior atengdo médica, sendo
diagnosticadas mais precocemente do que quando afetam as
unhas dos pés.

As onicomicoses dos pés causam desconforto,
juntamente com dor e isto torna dificil a permanéncia das
pessoas em pé, de andar e também de praticar esportes'.
Segundo Guilhermetti et al.™, tem aumentado a procura pelo
diagnostico laboratorial das micoses superficiais, visto que a
ocorréncia destas é devido, muitas vezes, as mudancgas de
habitos em razdo da vida moderna, a crescente exigéncia dos
pacientes em resolver seus problemas de saude e a um elevado
numero de imunocomprometidos.

Comparando os dados do presente estudo com outros
trabalhos, percebe-se uma maior ocorréncia de micoses na
regido dos pés, sendo os dermatdfitos os fungos responsaveis
por 80-90% das onicomicoses .

A candidiase esteve em maior niumero nas unhas das
maos, ocorrendo positividade em 9,4% das amostras
analisadas, estando estes dados de acordo com um estudo
realizado por Souza et al.*, que detectaram que as unhas das
maos foram mais acometidas pelo género Candida,
considerado o principal patégeno que afeta esta regido. Esta
levedura muitas vezes tem sido associada a infecgbes
cutaneas, paroniquias e candidiase mucocutanea, sendo uma
infeccdo secundaria.

Ainda, em relacéo a candidiase, os resultados obtidos
neste estudo sdo compativeis com outros trabalhos realizados
que verificaram o acometimento de leveduras do género
Candida predominantemente nas unhas das maos,
principalmente de donas de casa, onde o excesso de umidade,
devido a imersao prolongada em agua e detergentes favorece a
penetracdo do fungo, sendo um fator predisponente para o
aparecimento destainfecgao™ "™,

Com relagao a distribuigdo das micoses superficiais de
acordo com o sexo, constatou-se que o sexo feminino foi mais
acometido, representando 57% dos casos.

Nas mulheres é maior o risco de apresentarem
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micoses superficiais, devido a estas apresentarem um maior
trauma em conseqlUéncia de atividades manuais,
principalmente as domésticas, que expbéem as méos a
umidade e também pela utilizagédo de calgados com salto alto
que facilitam a agressao®**?.

Sabe-se que 90% das micoses superficiais tém
como agentes causadores os dermatofitos, encontrando o
género Trichophyton na maioria dos casos das amostras
analisadas™. No presente estudo, as culturas que foram
realizadas demonstraram que as espécies T. rubrum e T.
mentagrophytes foram os dermatoéfitos isolados nas culturas
analisadas, visto que o Trichophyton rubrum foi o agente
predominantemente encontrado. O mesmo ocorreu no estudo
descrito por Gambale et al.”’, onde os autores encontraram
dados semelhantes em relagéo a ocorréncia destes agentes
nas culturas realizadas.

Comparando estes resultados com outros trabalhos,
verifica-se que T. rubrum é o mais cosmopolita e o mais
implicado na maioria dos quadros clinicos de dermatofitose,
devido a apresentar caracteristicas que tendem a efeitos
cronicos e a resisténcia aos tratamentos utilizados
atualmente®'***®. Ainda, o T. rubrum, esta relacionado com
habitos de higiene e com uso de cal¢ados, tornando-se assim
um dos principais causadores das micoses superficiais®®.

Em relagéo ao género Candida, Candida albicans foi
a espécie predominante no presente estudo, assim como em
outros estudos realizados, representando mais de 50% de
positividade nas analises®'**.

CONCLUSAO

Com o presente trabalho verificou-se a ocorréncia de
dermatofitose e/ou candidiase em quase 30% da populagéo
idosa estudada. Sabendo-se que estas micoses podem ser
transmitidas de um individuo para outro, e que estdo
relacionadas com os habitos e costumes das pessoas, torna-
se importante a prevengéo e os cuidados a serem tomados
quando diagnosticadas.

Assim, é necessario que os profissionais da saude
preocupem-se com a investigacéo clinica e o diagnéstico
laboratorial, além de proporcionar um tratamento efetivo.

Deste modo, estudos abordando a etiologia e
epidemiologia das micoses superficiais devem ser realizados
freqlentemente a fim de auxiliar a melhor conduta a ser
tomada, evitando sua transmiss&o.

Este trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica e
Biosseguranca da Universidade Regional Integrada do Alto
Uruguai e das Missdes — URI Campus de Erechim.
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Avaliagao do diagnostico citologico
cérvico-vaginal do Sistema Unico de Saude
em Turvo-SC e Porto Alegre-RS.

Avaliation of cytologic diagnostics cervical-vaginal in the Sistema Unico
de Saude in Turvo-SC and Porto Alegre-RS

Juliana Maragno Emerich'; Andréia Buffon?

(RESUMO - O exame citopatoldgico é de grande importancia para o diagnostico precoce das lesdes pré-malignas e do )
cancer do colo uterino. A correta obtencao do material bem como a interpretacéo exata do citologista € de extrema
importancia para obtencado de um diagndstico conclusivo. O propdsito deste trabalho foi realizar um levantamento
estatistico e analise comparativa de resultados de exames citoldgicos do Ministério da Saude (SUS) durante o primeiro
semestre de 2005 entre Turvo-SC e Porto Alegre-RS. Foram utilizados exames citopatolégicos do colo do utero realizados
pelo Programa Saude da Familia— PSF do Ministério da Saude da Secretaria Municipal de Saude de Turvo e do Laboratério
Marques Pereira de Porto Alegre, num total de 567 laudos em cada laboratério. Os laudos foram obtidos aleatoriamente, foi
realizada analise quantitativa e estatistica descritiva dos dados. Em Porto Alegre houve predominio de resultados dentro
dos limites da normalidade com 49,2%, em Turvo predominaram as alteragdes celulares benignas com 66,84%. Quanto as
lesGes intra-epiteliais em Turvo foram 0,6% do total de exames, incluindo 1 de células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASC-US), 1 les&o intra-epitelial escamosa de baixo grau (LSIL/HPV) e 1 lesao intra-epitelial escamosa de
alto grau (HSIL). Em Porto Alegre 2,7% de resultados com lesdes intra-epiteliais, sendo 8 ASC-US, 4 LSIL, 1 HSIL e 2 com
células glandulares atipicas de significado indeterminado. Em relagdo a qualidade das amostras, em Turvo 71,6% foram
satisfatérias e 76,2% em Porto Alegre. Amostras satisfatérias, porém limitadas somam 27,9% em Turvo e 22,6% em Porto
Alegre. As amostras insatisfatérias em Turvo somaram 0,5% e em Porto Alegre 1,2%. Os microorganismos mais frequentes
nas duas cidades foram Gardnerella vaginalis, Candida sp. e Trichomonas vaginalis, embora tenha prevalecido Candida
sp.,com 6,34% em Turvo e Gardnerella vaginalis com 16,4% em Porto Alegre.

kPalavras-chave: cancer do colo uterino, amostras satisfatorias, lesdes intra-epiteliais.

)
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. (SUMMARY - The exam citological is of great importance for the precocious diagnosis of the ante-malign lesions and of the\
| cancer of the glue uterine. The correct obtaining of the material as well as the exact interpretation of the citological, they are of
| extreme importance for obtaining of a conclusive diagnosis. The purpose of this work went accomplish a statistical rising and
comparative analysis of results of cytological exams of the Ministry of the Health (SUS) during the first semester of 2005
between Turvo-SC and Porto Alegre-RS. Exams citological was used of the glue of the uterus accomplished by the Program
Health of the Family—PHF of the Ministry of the Health of the Municipal Clerkship of Health of Turvo and of the Laboratory
| Marques Pereira of Porto Alegre, in a total of 567 certificate in each laboratory. The certificate was obtained at random, they
l were accomplished descriptive quantitative and statistical analysis of the data. In Porto Alegre there was prevalence of
1 results inside of the limits of the normality with 49,2%, in Turvo the benign cellular alterations prevailed with 40,4%. With
relationship to the lesions inter-epithelial in Turvo they were 0,6% of the total of exams, including 1 of atypical scaly cells of
uncertain meaning (ASC-US), 1 lesion inter-epithelial scaly of low degree (LSIL/HPV) and 1 lesion inter-epithelial scaly of
high degree (HSIL). In Porto Alegre 2,7% of results with lesions inter-epithelial, being 8 ASC-US, 4 LSIL, 1 HSIL and 2 with
atypical glandular cells of uncertain meaning. In relation to the quality of the samples, in Turvo 71,6% were satisfactory and
76,2% in Porto Alegre. Satisfactory, even so limited samples add 27,9% in Turvo and 22,6% in Porto Alegre. The
unsatisfactory samples in Turvo added 0,5% and in Porto Alegre 1,2%. The most frequent microorganisms in the two cities
were Gardnerella vaginalis, Candida sp. and Trichomonas vaginalis, although Candida sp has prevailed, with 6,34% in Turvo
and Gardnerella vaginalis with 16,4% in Porto Alegre.

Keywords: cancer of the glue uterine, satisfactory samples, lesions inter-epithelial
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etaria de 45 a 49 anos. Quase 80% dos novos casos ocorrem
em paises em desenvolvimento, onde em algumas regides é o
cancer mais comum entre as mulheres. No Brasil, estima-se que
o cancer do colo uterino seja a terceira neoplasia maligna mais
comum entre as mulheres, sendo superado pelo cancer de pele
(ndo-melanoma) e pelo cancer de mama, e que seja a quarta
causa de morte por cancer em mulheres. O niumero de novos
casos de cancer do colo uterino, esperado para o Brasil em 2006
é de 19.260, com um risco estimado de 20 casos a cada 100 mil
mulheres™.

INTRODUGAO

O cancer do colo do utero é o segundo mais
comum entre mulheres no mundo, sendo responsavel
anualmente por cerca de 471 mil casos novos e pelo 6bito
de aproximadamente 230 mil mulheres por ano. A
incidéncia por cancer do colo uterino torna-se evidente na
faixa etaria de 20 a 29 anos e o risco aumenta
rapidamente até atingir seu pico geralmente na faixa
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O principal agente causal do cancer do colo uterino é
o papiloma virus humano (HPV), transmitido sexualmente,
sendo mais prevalente em mulheres com iniciagdo sexual
precoce e com multiplos parceiros. Outros fatores sdo o
tabagismo e o uso de anticoncepcionais orais®. As lesées
oriundas da infeccdo pelo HPV provocam geralmente
alteragbes morfolégicas caracteristicas detectaveis em
citologia de raspados cérvico-vaginais e biopsias’. Em
consideracdo ao HPV, atualmente, aconselha-se o inicio
precoce da prevencgao do cancer cérvico uterino, aos 18 anos
ou a partir do inicio da atividade sexual, independente da
idade®. No Brasil, a partir de 1998, a programacao de agdes
de controle de cancer cérvico uterino do Ministério da Saude
teve sua populacgao alvo ampliada, o que anteriormente era de
35a49anos, passou para25a59 anos”.

Segundo LONGATTO FILHO et al. (2003)", a zona
de transformacgao da cérvix ou jungéo escamo colunar (JEC),
na qual as células colunares podem sofrer metaplasia, esta
mais exposta durante a adolescéncia do que na fase adulta.
Esta area é mais susceptivel a infecgdo por agentes
patogénicos de transmissao sexual, inclusive HPV, sendo a
area a partir da qual origina-se a maior parte das lesdes
precursoras de carcinomas cervicais.

O exame de Papanicolaou constitui-se em um meio,
dentre todos os procedimentos clinicos ou subsidiarios, capaz
de diagnosticar uma neoplasia maligna ainda em fase inicial"".
O exame citopatoldgico periddico para prevengao do cancer
do colo uterino tem sido a melhor estratégia de saude publica
para a deteccdo de lesdes pré-neoplésicas e neoplasicas®’. E
estimado que uma redugéo proxima de 80% da mortalidade
por esse cancer e, também, de lesbes precursoras com alto
potencial de malignidade ou carcinoma possa ser alcangada
através do rastreamento de mulheres na faixa etaria de 25 a
65 anos com o teste de Papanicolaou. O exame preventivo do
cancer do colo uterino consiste na coleta de material citologico
do colo do utero, sendo coletado uma amostra da parte
externa (ectocérvice) e outra da parte interna (endocérvice)™.

O instrumento mais conhecido para efetuar um
esfregaco cervical é a espatula concebida por Ayre, citologista
canadense, em 1947. Sua forma lhe permite abragar a
superficie da ectocérvice e penetrar na endocérvice’. Porém,
varios trabalhos demonstram que a associagao da escova
cytobrush com a espatula de Ayre melhora o desempenho no
diagnéstico citoldgico da neoplasia do colo uterino®* ™.

Segundo ELIAS et al. (1987)°, ocorre um aumento
significativo de alteragbes moderadamente ou severamente
atipicas nas amostras contendo células endocervicais
quando comparadas com amostras sem células
endocervicais. Num estudo de MCCORD et al. (1992)*, o
diagnostico das lesdes intra-epiteliais de alto grau NIC [ e NIC
Ill, foram significativamente maiores para as técnicas com
amostras do canal cervical. Coerente com essas evidéncias a
Organizagdo Mundial da Saude propde a utilizagdo do
percentual de esfregagos com células endocervicais como um
dos indicadores para avaliagédo da qualidade do esfregaco
colpocitopatoldgico®. A presenga de células da JEC tem sido
considerada fator essencial a confiabilidade do método de
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Papanicolaou, pois a presenga de um componente endocervical
garante uma amostra adequada desta regido, aumentando a
probabilidade da detecgdo das anormalidades cervicais™ ™.

Atualmente para classificar as lesdes pré-cancerosas,
pode-se utilizar uma associagdo entre o Sistema Bethesda
2001* e a classificacdo de RICHARDT (1967)” que relaciona
lesdo intra-epitelial escamosa de baixo grau (LSIL) com
neoplasia intra-epitelial cervical (NIC 1) e infeccdo por HPV, e
lesao intra-epitelial escamosa de alto grau (HSIL) com NIC Il e
NIC lIl. A terminologia de Bethesda para descrever o epitélio
glandular utiliza células glandulares atipicas de significado
indeterminado sem outras especificacdes, células glandulares
atipicas de significado indeterminado possivelmente
neoplasicas e adenocarcinoma®.

O principal proposito da citologia cérvico vaginal é a
deteccao dos precursores do cancer cervical, porém o achado
de condigdes infecciosas e reativas pode ter uma contribuicdo
para a saude da paciente. Uma vez que os agentes infecciosos,
entre eles a vaginose bacteriana, a candidiase e a tricomoniase,
responsaveis por cerca de 90% dos casos de origem infecciosa,
sdo uma das principais causas que levam a mulher ao
ginecologista'*®.

De acordo com o senso do IBGE, na cidade de Turvo, a
populagéo estimada em 2005 foi de 11.170 habitantes, sendo
4.548 mulheres acima dos 10 anos de idade. A cidade de Turvo
possui 234 Km2 em area de unidade territorial e consta com oito
estabelecimentos de saude publica”.

Porto Alegre capital do estado do Rio Grande do Sul
possui de acordo com o senso de 2005, 1.428.696 habitantes,
sendo destes 623.542 mulheres acima dos 10 anos. A area
territorial de Porto Alegre é de 497 Km2, com 127
estabelecimentos de saude publica".

O objetivo desse trabalho foi realizar um levantamento
estatistico e analise comparativa dos resultados dos exames
citolégicos do Ministério da Saude durante o primeiro semestre
de 2005 entre Turvo-SC e Porto Alegre-RS.

MATERIAIS E METODOS

Foram realizadas avaliagbes comparativas entre
laudos de 567 mulheres acima de 11 anos de idade atendidas
pelo Sistema Unico de Saude (SUS) — Programa “Viva Mulher”
(SISCOLO), oriundos da Secretaria Municipal de Saude de
Turvo-SC e do Laboratério Marques Pereira - Porto Alegre-RS
no periodo de Janeiro a Junho de 2005.

A coloragao utilizada pelos laboratérios para a leitura
das laminas, tanto para a citologia quanto para a microbiologia,
foi a coloragdo de Papanicolaou. Os resultados foram
classificados segundo o Sistema Bethesda, 2001%. Os critérios
utilizados para classificar os resultados foram: negativo para
leséo intra-epitelial escamosa ou malignidade, quando tanto
células epiteliais escamosas quanto glandulares endocervicais
apresentaram caracteristicas morfoldgicas normais; ASC-US
(células escamosas atipicas de significado indeterminado),
quando as anormalidades celulares foram mais acentuadas que
as encontradas para alteragdes inflamatérias ou reativas, mas
com critérios insuficientes para concluir um diagnéstico de leséo
intra-epitelial escamosa; LSIL/HPV (lesdo intra-epitelial
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escamosa de baixo grau/HPV), quando as células epiteliais
escamosas maduras apresentaram alteragdes
caracteristicas tais como disceratose, binucleagcdo ou
multinucleagdo, presenga de coilécitos e citomegalia; HSIL
(lesé@o intra-epitelial escamosa de alto grau) quando as
células epiteliais escamosas se apresentavam imaturas
acompanhadas de aumento da relagdo nucleo/citoplasma,
hipercromatismo nuclear com cromatina granulosa, contorno
irregular da membrana nuclear, células dispostas em
agregados do tipo sincicio ou isoladas e grupos celulares
coesos em fileira; carcinoma de células escamosas quando
as células apresentavam todos os critérios de HSIL, mas,
além disso, presenga de macronucléolos proeminentes,
cromatina grosseiramente irregular, com aspecto de “tinta
Nankin” e diatese tumoral.

Células Glandulares Atipicas de significado
indeterminado quando as células do tipo endocervicais
apresentam atipia nuclear que ultrapassa as alteragdes
reativas ou reparadoras 6bvias, mas que ndo apresentam
caracteristicas inequivocas de adenocarcinoma
endocervical. Adenocarcinoma endocervical in situ, a leséo

endocervical glandular é de alto grau e se caracteriza por
aumento nuclear, hipercromasia, estratificagcdo e atividade
mitética, mas sem invasdo. Adenocarcinoma endocervical, os
critérios citolégicos se superpdem aos delineados ao
adenocarcinoma endocervical in situ, mas podem mostrar
caracteristicas de invas&o®.

RESULTADOS

Na analise comparativa entre os 567 laudos de
exames citopatoldgicos de Turvo e Porto Alegre foi constatado
32,09% (182 casos) dentro dos limites da normalidade e 66,84 %
(379 casos) alteracdes celulares benignas em Turvo. Laudos
dentro dos limites da normalidade somaram 49,2% (279 casos)
e 46,91% (266 casos) alteragdes celulares benignas em Porto
Alegre (Tabelas 1 e 2). Entre as altera¢des celulares benignas,
metaplasia foi o item onde obtivemos maior variagao entre os
dois municipios, com 15,5 % (88 casos) em Turvo e 2,11% (12
casos) em Porto Alegre (dados ndo mostrados).

Quanto as lesdes intra-epiteliais obtivemos 0,2% (1
caso) de ASC-US, 0,2% (1 caso) de LSIL/HPV e 0,2% (1 caso)

Tabela 1-Distribui¢cao dos resultados dos exames citologicos normais e com alteragées benignas por faixa etaria: Turvo

P Até 25 26-38 3950  51-70 Ac7|(r)na Total o in(C*IL;\Ir;e.r;c;oes celulares b.enlgnas.
anos anos anos anos : Reparo, Metaplasia, Atrofia,
anos Inflamacgéo, Radiagéo,
alteragdes celulares
Dentro limites da normalidade 36 76 55 2 182 32,09 compativeis com o uso do DIU
Alteragdes celulares benignas* 70 117 119 7 379 66,84 (Dispositivo Intra Uterino)
Lamina danificada ou ausente - 2 - - 3 0,52

Tabela 2 - Distribuicao dos resultados dos exames citolégicos normais e com alteragées benignas por faixa etaria: Porto Alegre

Tt Até 25  26-38 39-50 51-70 Ac7|(r)'na Total % in(c*IL/(;\Ir;e.r;g;oes celulares b.emgnas.
anos anos anos anos : Reparo, Metaplasia, Atrofia,
anos Inflamacgéao, Radiagéo,
alteracges celulares
Dentro limites da normalidade 62 110 74 - 279 49,20 compativeis com o uso do DIU
Alteragdes celulares benignas* 51 63 71 14 266 46,91 (Dispositivo Intra Uterino)
Lamina danificada ou ausente 2 4 - - 7 1,24

Tabela 3 - Distribuicdo dos resultados dos exames citolégicos por faixa etaria: Turvo — Lesdes intra-epiteliais

Resultados Ate 25  26-38  39-50

anos  anos  anos
ASC-US 1 ] ] ]
LSIL/HPV _ B 1 i
HSIL ) ] ' ]

Células Glandulares Atipicas - - - -

de Significado Indeterminado

TOTAL

036

51-70
anos

Acima

0,
70 anos Total %o
ASC-US - células escamosas
atipicas de significado
- 1 0,2 indeterminado;
_ 1 0,2 LSIL/HPV - leséo intra-epitelial
) 1 0.2 escamosa de baixo grau;
’ HSIL — lesao intra-epitelial
- - - escamosa de alto grau.
3 0,6
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Tabela 4 - Distribuicao dos resultados dos exames citolégicos por faixa etaria: Porto Alegre — Lesdes intra-epiteliais

Sl anos anos anos anos
ASC-US 4 1 2
LSIL/HPV 2 2 -
HSIL 1 - -
Células Glandulares Atipicas - - 1

de Significado Indeterminado

TOTAL

Até 25 26-38 39-50 51-70

Acima

70 anos Total %

ASC-US — células escamosas
atipicas de significado

R 8 1.4 indeterminado;
’ LSIL/HPV - leséo intra-epitelial
- 4 0,7 escamosa de baixo grau;
- 1 0,2 HSIL — lesao intra-epitelial
- 2 0,4 escamosa de alto grau.
15 2,7

Tabela 5 - Distribuicao dos resultados dos exames citolégicos quanto a adequabilidade das amostras em Turvo e Porto Alegre.

Resultado

Satisfatéria

Satisfatéria (limitada por auséncia células endocervicais)
Satisfatéria com presenca de sangue

Satisfatéria limitada (esfregago purulento)

Satisfatéria limitada (dessecamento)

Satisfatdria limitada auséncia dados clinicos

Satisfatéria (areas espessas)

Insatisfatorias (areas espessas)

Insatisfatoria (material escasso ou hemorragico)
Insatisfatoria (Iamina danificada ou ausente)

TOTAL

Turvo Porto Alegre

406 71,6 432 76,2
153 27,0 115 20,3

1 0,2 4 0,7

2 0,3 5 0,9

1 0,2 1 0,2

1 0,2 - -

- - 3 0,5

1 0,2 - -

2 0,3 - -

- - 7 1,2
567 100% 567 100%

Tabela 6 — Freqiiéncia de Gardnerella vaginalis, Candida sp. e Trichomonas vaginalis, considerando a faixa etaria das pacientes em

Turvo e Porto Alegre

Turvo
Faixa Etaria
Gardnerella Candida
vaginalis sp.
Até 25 anos 0 10
26 a 38 anos 5 15
39 a 50 anos 7 10
51 a 70 anos 2 1
Acima de 70 anos 0 0
TOTAL 14 36
% 2,46 6,34

de HSIL em Turvo em diferentes faixas etarias, num total de
0,6% dos resultados. Em Porto Alegre, 1,4% (8 casos) foram
ASC-US, 0,7% (4 casos) LSIL/HPV, 0,2 % (1 caso) HSIL e
0,4% (2 casos) células glandulares atipicas de significado
indeterminado num total de 2,7% dos resultados,
prevalecendo afaixa etaria até 25 anos (Tabelas 3 e 4).

Na distribuicdo dos resultados quanto a
adequabilidade das amostras, em Turvo 71,6% (406 casos)
foram amostras satisfatorias e 76,2% (432 casos) em Porto
Alegre. Nas amostras satisfatérias, mas limitadas por
auséncia de células endocervicais, 27,0% (153 casos) em
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Porto Alegre
Trichomonas Gardnerella Candida Trichomonas
vaginalis vaginalis sp. vaginalis
0 29 2 2
2 28 1 1
0 23 9 1
0 13 4 0
0 0 0 0
2 93 16 4
0,35 16,40 2,82 0,70

Turvo e 20,3% (115 casos) em Porto Alegre. Turvo obteve 0,5%
(3 casos) de amostras insatisfatorias e Porto Alegre 1,2% (7
casos) (Tabela 5).

Quanto a frequéncia de microorganismos
patogénicos, considerando a faixa etaria, houve um predominio
de 16,4% (93 casos) de Gardnerella vaginalis em Porto Alegre e
6,34% (36 casos) de Candida sp.em Turvo (Tabela 6).

DISCUSSAO

Em nosso trabalho realizamos uma avaliagdo
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comparativa de resultados de exames citopatoldgicos entre
Turvo-SC e Porto Alegre-RS. Comparando a distribuicdo dos
resultados normais e com alteragdes celulares benignas por
faixa etaria, observamos que em Porto Alegre “dentro dos
Limites da Normalidade” foi o resultado predominante, tendo o
maior numero de casos na faixa etaria de 26 a 38 anos. Em
Turvo o resultado predominante foi “alteragbes celulares
benignas”, obtendo o maior nimero de casos na faixa etaria
de 39 a 50 anos. Essa diferenca pode ter ocorrido devido a
interpretacéo do citopatologista, coleta inadequada, fixagao
do material, confecgdo e coloragdo da l&mina. Conforme
dados obtidos na literatura, um estudo encontrou 27,7% de
citologias normais e 66,8% inflamatdrio, semelhante aos
dados encontrados em Turvo'.

O item em que encontramos maior variagao entre os
resultados foi “metaplasia” onde 15,5% ocorreram em Turvo e
apenas 2,11% em Porto Alegre, predominando na faixa etaria
de 26 a 38 anos em ambos. (dados ndo mostrados). Um
estudo realizado por ROPELATTO et al. (2002)* revelou que
em 4.899 exames, 9,7% dos resultados apresentava
metaplasia, dado esse que nao esta de acordo com Porto
Alegre, uma vez que la encontramos um percentual muito
pequeno de resultados com metaplasia nos laudos que
analisamos.

Neste estudo obtivemos 0,6% de lesdes intra-
epiteliais em Turvo, sendo ASC-US, LSIL/HPV e HSIL. Em
Porto Alegre, encontramos 2,7% dos resultados com ASC-
US, LSIL/HPV, HSIL e células glandulares atipicas de
significado inderterminado. NETO et al. (2001)*' encontrou em
seu estudo realizado com 2.278 mulheres, apenas 3,3% de
lesdes intra-epiteliais, indice este, préximo ao de Porto Alegre
e do previsto pelo PNCQ (Programa Nacional de Controle de
Qualidade) que é de 4,0%.

O diagnéstico de células escamosas atipicas de
significado indeterminado (ASC-US) é encontrado quando as
anormalidades presentes sdo mais acentuadas que aquelas
atribuidas as alteragdes reativas, mas que qualitativa ou
quantitativamente sao insuficientes para definir um
diagnostico de leséo intra-epitelial escamosa de baixo grau®.
Em nosso estudo obtivemos em Turvo 0,2% de células
atipicas de significado indeterminado e Porto Alegre 1,8%,
sendo que este esta de acordo com dados do trabalho de
VAUCHER et al. (2006)%, onde foi encontrado 1,47% de ASC-
us.

Enguanto em Porto Alegre obtivemos o maior indice
de lesbes na faixa etaria até 25 anos, em Turvo ndo houve
predominancia em nenhuma faixa etaria. Comparando esses
resultados com a literatura, alguns trabalhos demonstram que
as lesdes, em sua maioria estao presentes em idade superior
a35anos’. DANI etal. (2000)°, constatou um pico de HSIL na
faixa etaria de 35a 39 anos e de LSIL/HPV entre 20 a 24 anos.

Em nosso estudo, de 567 laudos obtivemos em
Turvo 71,60% satisfatorias, 27,86% limitadas e 0,52%
insatisfatérias. Em Porto Alegre 76,19% satisfatérias, 22,57%
limitadas e 1,24% insatisfatérias. FAGUNDES et al. (2001),
obteve em 66.212 esfregacos, 4,39% (2.910) de amostras
insatisfatérias para analise. Em outro estudo realizado por
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NIELSEN et al. (1993), a freqliéncia encontrada de amostras
insatisfatérias foi menor que 1% do total dos esfregacos,
compativel este ultimo com Turvo e Porto Alegre. Com relagédo
a adequabilidade da amostra ressaltamos ainda que em Turvo e
Porto Alegre obtivemos 27% e 20,3% respectivamente, de
esfregagcos com auséncia de células endocervicais, sendo esse
o principal critério de representatividade para classificarmos
uma amostra como satisfatéria. Em seu estudo, ZEFERINO et
al. (2000), encontrou em 4.059 mulheres estudadas, 24,95% de
esfregagos que n&o apresentaram células endocervicais,
resultado semelhante ao encontrado em nossos estudos.
Segundo FAGUNDES et al. (2001)’, verifica-se que a fixagéo
imprépria € a maior causa de diagnodsticos inadequados,
tornando a amostra insatisfatoria para analise NIELSEN et al.
(1993)*, detectou que a causa mais freqliente de amostras
insatisfatorias foi a baixa celularidade.

Em seu estudo, FAGUNDES et al. (2001)" cita que a
qualidade do diagnéstico citoldgico depende ainda de varios
fatores importantes como: anamnese, colheita adequada,
preparo do esfregaco, fixagdo, coloracdo e leitura criteriosa.
Um dos motivos dos poucos casos de lesdes e atipias
encontradas na cidade de Turvo, pode ser devido a falta de
componentes da endocérvice em 27% dos esfregagos, em
relagdo a Porto Alegre que obteve 20,3%. LUZZATO & BOOM
(1996)" concluem em seu estudo que a quase totalidade das
HSIL foram observadas em amostra com células endocervicais,
0 que demonstra a importancia destes componentes para
diagnostico das lesdes intra-epteliais mais graves. Estas
mesmas conclusdes também foram observadas por ZEFERINO
et al. (2000)*, em seu estudo, pois as taxas de diagndsticos de
HSIL foram significativamente maiores para as técnicas com
amostras do canal cervical.

Quanto a faixa etaria mais procurada para o exame
preventivo do colo do utero, em Turvo e Porto Alegre, constatou-
se que a maior parte das mulheres atendidas estava na faixa
etaria de 26 a 38 anos. No trabalho realizado por THIESEN et al.
(2001)*, 52,7% das mulheres atendidas estavam na faixa entre
26 a 45 anos. Relaciona-se a este dado o fato da faixa etaria de
20 a 40 anos ser a faixa de maior atividade sexual.

Em nosso estudo observamos que os
microorganismos que mais predominaram foram Gardnerella
vaginalis, Candida sp. e Trichomonas vaginalis. Dados da
literatura também demonstram que esses agentes sao os mais
frequentes, entretanto, os percentuais sdo um pouco variaveis.
Varios trabalhos da literatura'****** demonstram um percentual
bastante variavel de Gardnerella vaginalis, o que esta de acordo
com dados encontrados em nosso estudo, onde a as amostras
de Turvo apresentaram menor indice de Gardnerella vaginalis,
registrando apenas 2,46%. Ja em Porto Alegre, o indice de
Gardnerella vaginalis encontrado foi de 16,4%. Cada regido
apresentou suas diferengas quanto a frequéncia dos
microorganismos presentes. Acreditamos que esta diretamente
relacionado com os habitos de higiene, comportamento e
cultura de cada regiéo.

Através deste estudo, pode-se concluir que é tornando
eficiente a estrutura do nosso sistema de saude, através de
investimentos na capacitagdo profissional além da implantagéo
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de infra-estrutura humana o caminho para efetivagdo dos
programas preventivos. Ressaltamos que certamente acdes
de treinamento de coleta no sentido de melhorar a
representatividade dos esfregagos cervicais, apresentarao
indices bem menores de falhas e tornardo os exames
citopatolégicos mais confiaveis.
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Incidéncia de fungos anemofilos do género Aspergillus
presentes no ar durante o periodo de reforma
em ambiente hospitalar

Incidence of airborne spoilage fungi and identification from Aspergillus
Genus present in hospital atmosphere during the period of reforms

Andréia Gaio'; Mario L. Teixeira'; Alexandre Meneghello Fuentefria®™

ambiente.

/RESUMO - Com o intuito de caracterizar a freqiiéncia de fungos anemafilos do género Aspergillus em ambiente hospitalar\
durante o periodo de reformas, coletou-se o arinterno e externo do Centro de Terapia Intensivo (CTl) adulto e, o ar do centro
cirdrgico, em dois diferentes pontos. O primeiro, ha cerca de um metro da reforma e, o segundo ponto, ha 10 metros de
distancia. As coletas foram realizadas em um hospital do oeste do estado de Santa Catarina, durante o més de fevereiro de
2008, nos periodos da manha e da tarde, trés vezes por semana. Foram coletadas 52 amostras, onde houve o isolamento
de 323 colbnias de fungos anemdfilos, sendo que destes, 11 amostras (21%) continham col6nias tipicas de Aspergillus, dos
quais nenhum era da espécie A. niger ou A. flavus, ou seja, as 32 coldnias (10%) isoladas pertenciam exclusivamente a
espécie A. fumigatus. A caracterizagdo dos fungos de ambientes internos de areas criticas de hospitais tem sido
mundialmente reconhecida como importante medida visando reduzir substancialmente a morbidade, mortalidade e os altos
custos hospitalares. O monitoramento de contaminantes ambientais em hospitais deve ser frequentemente realizado,
principalmente em area especiais com pacientes imunocomprometidos, sujeitos a exposi¢cado de patdégenos do meio

\Palavras-chave: Aspergillus sp.; fungos anemofilos; reforma; infec¢do hospitalar. Y,

subjects to the exhibition of pathogen environment.

N

(SUMMARY- With the intention of characterizing the frequency of airborne spoilage fungi from Aspergillus genus in hospital\
atmosphere during the period of reforms, was collected the internal and external air of adult Intensive Therapy Center (ITC)
and the air of the surgical center, in two different places. The first, about a meter of the reform and the second point, there are
10 meters away. The collections were accomplished in the west hospital from Santa Catarina state, during the month of
February of 2008, in the period of the morning and of the afternoon, three times a week. Starting from 52 samples, there was
the isolation of 323 colonies of airborne fungi, and of these, 11 samples (21%) had typical colonies of Aspergillus genus, none
of which was the species A. niger or A. flavus, ie, the 32 colonies (10%) isolates belonged exclusively to the species A.
fumigatus. The characterization of the moulds of internal atmospheres of critical areas of hospitals has globally been
recognized as important measure seeking to reduce the morbidity, mortality and the high hospital costs substantially. This
way, the environmental sources monitory should be realized, mainly in special rooms with immunosuppressed patient,

Keywords: Aspergillus; airborne spoilage fungi; built; hospital infection.
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INTRODUGAO

A infeccdo hospitalar (IH), conceitualmente
considerada como toda infecgao adquirida ou transmitida
no espago hospitalar, se tornou um problema de saude
publica, principalmente apdés o aparecimento de
microrganismos multirresistentes aos antimicrobianos
usados rotineiramente na pratica hospitalar'. As doencas
ocasionadas geralmente possuem risco de morte,
embora seja mais ocorrente em pacientes com baixa
resisténcia ou devido a microrganismos de alta
patogenicidade'. A infeccdo hospitalar é influenciada
principalmente por trés fatores principais: a viruléncia do
microrganismo, a suscetibilidade do hospedeiro e o
ambiente hospitalar. Entretanto, a preocupagcdo com o
controle rigoroso da contaminagéo do ambiente, por ser
um fator emergente, ainda estd sendo implantado na
maioria dos hospitais brasileiros, principalmente no
tocante a microbiota fungica, embora seja conhecida sua

importancia principalmente em areas criticas como centro
cirtrgico e unidade de terapia intensiva'.

As infecgbes fungicas de origem hospitalar passaram
a ter grande importancia nos ultimos anos, pelo seu aumento
progressivo e pelas elevadas taxas de morbidade e
mortalidade®’. Algumas dessas infecgbes sdo de origem
endogena, entretanto, muitas outras podem ser adquiridas por
via exdgena. Nesta, a principal forma de dispersédo dos fungos
no ambiente hospitalar é feita através de insetos, agua,
funcionarios, pacientes e/ou transeuntes e, principalmente, pelo
ar atmosférico através dos ventos™®°.

Os fungos causam varios tipos de micoses, sendo as
oportunistas aquelas que apresentam maior interesse clinico,
devido a sua gravidade. Aaspergilose € uma micose oportunista
causada por diferentes espécies do género Aspergillus, sendo
A. niger, A. fumigauts, A. flavus, A. terreus e A. nudulans as
espécies mais freqlientes, sendo considerada, dentre as
infeccdes por fungos anemdfilos, a que mais comumente

ocorre*®’.
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A determinagdo da composi¢ao e concentragéo de
microrganismos anemofilos de areas internas e externas, de
locais criticos em hospitais tem sido pouco pesquisada, mas
alguns estudos tém enfatizado sua importancia, devido ao
aparecimento de agentes de infecgbes nosocomiais®.
Pesquisas na ultima década observaram que o trabalho de
demoligdo em hospitais estdo associados com o0 aumento da
contagem de colbnias no ar externo e interno, ndo-protegidos
com filtros HEPA (High Efficiency Particulate Air), os quais
somente voltam aos niveis basais apos cerca de uma semana
do seu término® ™.

Assim, levando em conta a importancia da
monitorizagdo dos bioaerossois fungicos, principalmente em
ambientes que necessitam rigido controle microbiolégico,
como em ambulatérios e ambientes hospitalares, se faz
necessaria a avaliagdo da contaminagcdo em condigdes
especiais, como numa reforma. Por isso, o objetivo deste
estudo foi analisar a presenga de fungos anemdfilos do
género Aspergillus em ambiente hospitalar, durante o periodo
das obras de reformulagdo do Centro Cirugico (CC) e de
areas aos redores do Centro de Terapia Intensiva (CTI), em
um hospital do oeste de Santa Catarina.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado durante todo o més de
fevereiro de 2008, exatamente no periodo de demolicao de
paredes, nas areas internas do CC, e de um prédio préximo
(20 metros) ao acesso secundarioda CTI.

As coletas de ar no CC foram realizadas no ambiente
interno de duas salas, 1 e a 6, respectivamente.
Primeiramente, num ponto préoximo (cerca de um metro) ao
isolamento de area feito pelo responsavel da obra (sala 1) e,
em outro ambiente mais distante (sala 6), ao final do corredor,
ha uma distancia de cerca de 10 metros. No ambiente interno
do CTI adulto, a coleta foi realizada préoxima a entrada
secundaria do setor, bem como na parte externa a esse
acesso. As coletas foram feitas trés vezes por semana, duas
vezes por dia (no final da manha e no final da tarde), no
periodo de um més, totalizando 52 coletas.

Placas de Petry contendo Agar Sabouraud foram
expostas aos ambientes por aproximadamente 15 minutos e
ha uma altura de 1 metro e 20 centimetros de acordo com
Gambale et al. (1993)". Este método baseia-se na
sedimentacdo de esporos dos fungos anemdfilos, sobre a
placa em questao, colocada em posi¢ao horizontal. Apds este
periodo, as placas foram levadas ao laboratério de
Microbiologia da Universidade do Contestado (UnC), Campus
de Concordia, SC. As placas apos a exposigdo, foram
mantidas por quatro dias em estufa a 25°C, sendo iniciada a
classificagdo a partir deste dia. A identificagdo foi feita por
microscopia direta da colénia na placa e pela técnica do
microcultivo, de acordo com Lacaz et al. (2002)" e Neufeld
(1999)". Somente as coldnias com caracteristicas do fungo
do género Aspergillus foram identificadas e classificadas a
espécie.

RBAC, vol. 43 (1): 042-045, 2011

RESULTADOS

Fungos potencialmente patogénicos e toxigénicos
foram isolados em todos os ambientes e, em ambos periodos
(Figura 1). Foram coletadas 52 amostras, onde houve o
isolamento de 323 colbnias de fungos anemdfilos, sendo que
destes, 11 amostras (21%) continham coldnias tipicas de
Aspergillus, dos quais nenhum era da espécie A. niger ou A.
flavus, ou seja, as 32 colbnias (10%) isoladas pertenciam
exclusivamente a espécie A. fumigatus.

A figura 1 ilustra o numero de cepas de fungos
anemdfilos isolados em cada ambiente no periodo da manha e
da tarde em fevereiro de 2008, sendo que apenas as cepas de
A. fumigatus foramisoladas.

‘- Numero de colonias em cada ambiente
no periodo da manha

79
26 25
13
3 1
0 0 0 0 000 000
CC Sala 1 CC Sala 6 CTI Adulto CTI Adulto
Interno Externo

-A. niger .A. fumigatus - A. flavus - Outros fungos anemdfilos

‘. Numero de colénias em cada ambiente
no periodo da tarde

69
30
24 23 A
/M e o 020

CC Sala 1 CC Sala 6 CTI Adulto CTI Adulto
Interno Externo

B A. niger [ A. fumigatus [ A. flavus [l Outros fungos aneméfilos

Figura 1: Numero de coldnias de fungos anemdfilos isolados do centro
cirurgico e CTl adulto no periodo da manha (A) e no periodo da tarde (B)
em coleta realizada em fevereiro de 2008.
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Como citado anteriormente, no centro cirdrgico as
coletas foram realizadas em uma sala (sala 1) proxima a
separagao feita para a reforma e, em uma segunda sala (sala
6), ao final do corredor, distante aproximadamente 10 metros
da obra. Nas duas primeiras semanas, periodo intensivo de
demolicao de paredes, houve um aumento de isolados de
fungos tanto no CC quanto no CTI (Tabela 2), principalmente
no periodo da tarde (Figura 1), diminuindo gradualmente no
passar das duas semanas seguintes, evidenciando a
importancia do monitoramento ambiental para a orientagéo
de medidas preventivas. Na Tabela 2 pode-se observar que o
Aspergillus fumigatus foi encontrado durante seis coletas
consecutivas a cada dois dias. Nas ultimas trés coletas nao
houve isolamento de A. fumigatus em nenhum dos
ambientes.

As coletas realizadas no CTl adulto coincidiram com
o periodo de demolicdo de uma edificagao préxima 20 metros.

Tabela 1 - Microcultivos realizados para identificagao de fungos
do género Aspergillus isolados no centro cirurgico (CC) e no
centro de terapiaintensiva para adulto (CTI).

Amostra Ambiente Espécie PDa'ta/
eriodo
1 CC Sala 1 A. fumigatus 07/02-Tarde
2 CC Sala 1 A. fumigatus 07/02-Tarde
3 CC Sala 1 Nao Aspergillus ~ 07/02-Tarde
4 CC Sala 6 Né&o Aspergillus ~ 07/02-Tarde
5 CTI Ad Interno A. fumigatus 07/02-Tarde
6 CC Sala 1 A. fumigatus 11/02-Manha
7 CC Sala 6 A. fumigatus 11/02-Manha
8 CC Sala 1 A. fumigatus 13/02-Manha
9 CTIAd Externo  N&o Aspergillus ~ 13/02-Manha
10 CTIAd Externo  N&o Aspergillus ~ 13/02-Manha
11 CC Sala 1 A. fumigatus 15/02-Tarde
12 CC Sala 6 Néo Aspergillus ~ 15/02-Tarde
13 CTI Ad Interno Nao Aspergillus 15/02-Tarde
14 CTIAd Externo  N&o Aspergillus 15/02-Tarde
15 CC Sala 1 A. fumigatus 18/02-Tarde
16 CC Sala 6 A. fumigatus 18/02-Tarde
17 CTI Ad Interno Né&o Aspergillus 18/02-Tarde
18 CTI Ad Externo A. fumigatus 18/02-Tarde
19 CC Sala 1 A. fumigatus 20/02-Manha

Tabela 2 - Numero de cepas de Aspergillus isoladas dias
amostrados no centro cirargico (CC) e no centro de terapia
intensiva para adulto (CTI).

044

A. fumigatus

Dia
cC CTIAd
1 16 1
2 2 0
3 1 0
4 1 1
5 8 1
6 1 0
7 0 0
8 0 0
9 0 0

Os achados encontrados no ambiente interno ao CTl adulto, ou
seja, internamente na sala, sao inferiores aos encontrados no
ambiente externo, no corredor de acesso, podendo observar
que o ar contaminado no ambiente externo pela demoli¢do néo
foi veiculado paro o interior da unidade. Em relagéo ao turno de
coleta, os esporos de A. fumigatus estiveram mais presentes no
periodo da tarde, no ambiente externo a unidade, embora o
numero de isolados de outros fungos anemofilos foi bem maior
(Figura 1).

DISCUSSAO

Os fungos apresentam uma variagdo muito ampla em
sua incidéncia, de acordo com a estagéo do ano, temperatura,
umidade relativa do ar, hora do dia, velocidade e direcao dos
ventos, presenga de atividade humana e tipo de climatizagao
dos ambientes *""*",

A determinagdo da quantidade e diversidade de
microrganismos anemdfilos, de ambientes internos e externos,
em areas criticas de hospitais, tem sido pouco pesquisada, mas
alguns estudos tém enfatizado sua importancia, principalmente
devido ao aumento desses agentes em infecgbes nosocomiais
%487 O numero de estudos que abordam o tema no Brasil ainda é
pequeno, assim ha poucos dados relativos a microbiota fungica
de hospitais. Silva (1983)" verificaram a microbiota fungica do
ar e de pisos de um hospital e encontraram principalmente
Cladosporium spp. (65,0%), Aspergillus spp. (37,1%), Fusarium
spp. (20,1%), Penicillium spp. (19,8%) e outros em menor
porcentagem.

Como observado na Figura 1, houve um aumento no
isolamento de A. fumigatus no periodo da tarde, o que
caracteriza que neste turno houve um aumento da
contaminagao do ar pelos seus esporos. Apesar de haver sido
colocado um isolamento da area pelos trabalhadores da obra,
observa-se que as mesmas nao foram suficientes para isolar a
area e prevenir a contaminagao.

No estudo de Martins-Diniz et al. (2005)°, sobre
monitoramento de fungos anemdfilos e de leveduras em
unidade hospitalar, demonstraram que houve diferenca
significativa na contagem de fungos anemdfilos em relagéo aos
meses de amostragem. O género predominante foi encontrado
em indices mais altos nos ambientes externos, quando
comparados aos internos, principalmente no periodo da tarde.
Esses resultados corroboram com os encontrados em nosso
estudo, pois no centro cirurgico pdde-se observar esta mesma
diferenga entre os indices do periodo da manha e da tarde,
sendo que a sala 1 (mais préxima a reforma) continha indices
mais altos do que a sala 6 (mais distante da reforma). Ja no CTI
adulto, os indices encontrados também foram mais altos no
ambiente externo, porém nao houve diferenga entre os periodos
damanha e datarde, como observado na Figura 1.

Varios estudos sugerem que a distribuicdo de fungos,
tanto em termos de concentragdo como nos diferentes géneros
existentes, variam entre as areas geograficas e séao
influenciados por fatores ambientais e sazonais °"'*"'*"*",
Todos esses estudos demonstraram que o numero de fungos
encontrados em amostras obtidas de ar externo sofre variagdo
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entre verao e inverno, sendo sempre encontrados em maior
numero no verdo, ou seja, sdo encontrados numeros
elevados de fungos em ambientes mais quentes e com alta
umidade relativa do ar. Outro fator destacado pelos autores é
em relagao ao aumento do numero de isolados no periodo da
tarde, agora tanto em ambientes internos e externos, que esta
diretamente influenciado pela movimentacdo humana no
local, que elevaria os esporos fungicos depositados no chao.
De qualquer forma, é importante ressaltar que o controle de
ambiente, pelas comissdes de controle de infecgéo hospitalar,
obviamente também incluem o controle dos contaminantes
aderidos ao piso do ambiente, principalmente em suas
arestas’.

Em nosso estudo, numa avaliagéo piloto antes do
inicio da construgdo, demonstrou-se um numero baixo de
coldnias isoladas, bem como apds o término da obra. Esse
dado corrobora com Bouza et al. (2002)° que também
observaram que a demolicdo de paredes em um hospital
estava associada com aumento da contagem de col6nias no
ar externo e interno nao-protegidos com filtros HEPA,
voltando a niveis basais apds 11 dias. Neste estudo A.
fumigatus foi isolado em maior quantidade, seguido por
Penicillium spp., A. niger, A. flavus, Aspergillus sp., Fusarium
spp., dentre outras espécies.

CONCLUSAO

A caracterizagdo de fungos presentes no ar de
ambientes internos e externos, de areas criticas de hospitais,
€ uma medida de suma importancia para reduzir a morbidade,
mortalidade e o aumento dos custos hospitalares com
medicagao continuada.

Esse monitoramento deve ser realizado de forma
periddica, principalmente em salas especiais com pacientes
imunocomprometidos, que estdo sujeitos a exposicdo de
patdégenos do meio ambiente. Desta forma € possivel orientar
medidas para o seu controle, bem como sensibilizar as
autoridades de saude para situagdes semelhantes quanto ao
demonstrado neste estudo, salientando os riscos de
alteragbes estruturais em ambientes que requerem alto
controle microbioldgico.
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Prevaléncia de heterozigotos para hemoglobinopatias
em estudantes universitarios do Ceara*

The prevalence of heterozygotes for hemoglobinopathies among
undergraduate students of Ceara*

Maria Luiza Quinderé Saraiva', Rita Marinei de Vasconcelos Coelho’, Sénia Leite da Silva’, Renato
Motta Neto®, Daisy Maria Meireles Arruda’, Silvia Fernandes Ribeiro da Silva®

(RESUMO - As hemoglobinopatias sdo doencgas genéticas freqlientes que apresentam morbidade significativa em todo\
mundo. A detecgédo de heterozigotos AS e AC é extremamente importante para a saude publica, uma vez que esses
individuos podem originar individuos homozigotos SS ou duplos heterozigotos SC. O presente estudo teve como objetivo
determinar a prevaléncia de heterozigotos para hemoglobinopatias em estudantes universitarios do Ceara e, em seguida,
encaminha-los para um profissional habilitado em aconselhamento genético. Do total de 235 amostras analisadas, 229
(97,5%) apresentaram perfil hemoglobinico normal (Hb AA), enquanto que em 6 (2,5%) foram identificadas hemoglobinas
anormais. Destas, 5 (2,1%) apresentaram tracos de hemoglobina S (heterozigose AS) e 1 (0,4%) amostra apresentou
tracos de hemoglobina C (heterozigose AC). A triagem de hemoglobina é importante para a prevengédo de
hemoglobinopatias, principalmente para os individuos que nao foram beneficiados com a Portaria n° 822/01 do Ministério
da Saude que incluiu as hemoglobinopatias no Programa Nacional de Triagem Neonatal e, portanto, desconhecem o fato de
serem portadores assintomaticos.

\ Palavras-chave: Hemoglobinopatias, heterozigotos, aconselhamento genético. )

(SUMMARY - Hemoglobinopathies are quite common genetic diseases which present significant morbity worldwide. The\

early detection of AS and AC heterozygotes among prospective couples is of extreme importance in Health Public Policy
making, since those individuals may give birth to homozygotes SS or double-heterozygotes, SC. This study aims to
determine the prevalence of heterozygotes for hemoglobinopathies among undergraduate students of Ceara and then direct
them to genetic counseling. Of the 235 samples analyzed, 229 (97.5%) had a normal hemoglobinic profile (Hb AA), while 6
(2.5%) had abnormal hemoglobin. From the former, 5 (2.1%) samples presented traces of Hemoglobin S (AS heterozygose),
and only 1 (0.4%) hemoglobin C (AC heterozygose). Hemoglobin tracing is a vitally important public health policy in the
prevention of hemoglobinopathies, especially among individuals who have not benefited from the Brazilian Ministry of Health
Directive # 822/01, which includes hemoglobinopathies in the National Neonatal Screening Program consequently they are
unaware of being asymptomatic carriers

kKeywords: Hemoglobinopathies, heterozygotes, genetic counseling.
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INTRODUGAO etal., 2006; PINHEIRO et al., 2006; VIVAS et al., 2006). Poucos

sdo os estudos que realizam a triagem populacional das

As hemoglobinopatias sdo doencas genéticas
frequentes que apresentam morbidade significativa em
todo mundo (WEATHERAL & CLEGG, 2001). Apesar da
existéncia de centenas de hemoglobinopatias
hereditarias, apenas trés delas figuram como problema
de saude no Brasil: a hemoglobina S, a hemoglobina C e
a talassemia beta. As hemoglobinas S e C sdo mais
freqlientes em individuos afro-descendentes e as
talassemias predominam em regides com a maior
participagdo da colonizagédo italiana (NAOUM, 1997;
2000).

Estima-se que no Brasil existam milhdes de
heterozigotos dos genes da hemoglobina S (heterozigoto
AS), da hemoglobina C (heterozigoto AC) e da talassemia
beta (heterozigoto AT). Os estudos realizados no Brasil
relatam a prevaléncia de hemoglobinopatias
principalmente em duas populagdes: os doadores de
sangue e os neonatos (DUCATTI et al., 2001; GRIGNANI

hemoglobinopatias; conseqlientemente, a grande maioria dos
individuos desconhece o fato de serem heterozigotos para
estes genes anémalos (BACKES et al., 2005).

O presente estudo teve como objetivo determinar a
prevaléncia de heterozigotos para hemoglobinopatias em
estudantes universitarios e, em seguida, encaminha-los para
um profissional habilitado em aconselhamento genético.

POPULAGAO E METODOS

Foi realizado um estudo transversal prospectivo no
qual participaram 235 estudantes universitarios que visitaram a
tenda de prestacdo de servigos oferecido pelo Curso de
Farmacia da Universidade de Fortaleza (UNIFOR) durante o
Mundo UNIFOR, realizado em outubro de 2006 e 2007. A
selecdo dos estudantes foi aleatéria e somente foram incluidos
aqueles que se mostraram interessados em realizar a
eletroforese de hemoglobina e assinaram voluntariamente o
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Termo de Consentimento Esclarecido, apds as informagdes
fornecidas a cerca dos objetivos desta pesquisa. Na ocasido
foram obtidos os dados como idade, género e o nome do
Curso que o estudante estava matriculado. O projeto do
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

UNIFOR sob o no 296/2007.

As amostras de sangue dos estudantes foram
obtidas através da pungdo venosa, utilizando frascos
contendo EDTA como anticoagulante. Apds a coleta, as
amostras foram encaminhadas para o Laboratério de
Histocompatibilidade do Centro de Pesquisas em Doengas

Hepato-Renais, onde foram conservadas a

4°C até o

momento da realizagdo da eletroforese de hemoglobina.
Inicialmente as amostras de sangue foram
hemolisadas com solug¢édo de saponina a 1% e submetidas a
eletroforese em gel de agar amido em pH alcalino (pH 8,6)
com tampéao Tris-EDTA-Borato. As amostras que
apresentaram hemoglobinas anormais foram submetidas ao
teste de solubilizacéo e a eletroforese em pH acido (NAUOM,

1997; ITANO, 1953).

A analise estatistica foi realizada a partir da
elaboragdo de uma planilha no Programa Microsoft Excell
2000, onde foram inseridas as informagbes sobre género,
idade e resultado da eletroforese de hemoglobina dos
participantes do estudo. A partir destes dados foram gerados
percentuais das variaveis quantitativas que foram expressas
como meédia + desvio padréo (valores minimos e valores
maximos) e os dados qualitativos foram expressos em

porcentagem em relagao a populagéo do estudo.

RESULTADOS

Foi realizada a eletroforese de hemoglobina de 235
estudantes universitarios, com média de idade de 22,4 + 4,4
(variagéo de 17 a 50 anos), sendo 177 (75,3%) do género
feminino e 58 (24,7%) do género masculino, uniformemente

distribuidos entre cinco faixas etarias (Tabela 1).

A Figura 1 ilustra o perfil das hemoglobinas normais
e anormais das 235 amostras analisadas: 229 (97,5%)
apresentaram perfil hemoglobinico normal (Hb AA), enquanto
que em 6 (2,5%) foram identificadas hemoglobinas anormais.
Destas, 5 (2,1%) apresentaram tragos de hemoglobina S
(heterozigose AS) e 1 (0,4%) amostra apresentou tracos de

hemoglobina C (heterozigose AC) (Tabela 2).

Dos 5 portadores de traco falciforme, apenas 1
(20%) era do género masculino e 4 (80%) do género feminino.
O individuo que apresentou a hemoglobina AC era do género

feminino.

Tabela 1. Distribuicao dos 235 estudantes universitarios do Ceara

em fungao do género e da faixa etaria.

Tabela 2. Distribuigao do perfil hemoglobinico identificado em
235 estudantes universitarios do Ceara.

Peril Freqiiéncia
Hemoglobinico n %
Hb AA 229 97,5%
Hb AS 5 2,1%
Hb AC 1 0,4%
TOTAL 235 100%

Faixa etaria Homem Mulher Total
17-22 anos 40 (69%) 113 (63,8%) 153 (65%)
23-28 anos 12 (20,7%) 54 (30,5%) 66 (28,1%)
29-34 anos 3(5,2%) 7 (4%) 10 (4,3%)
35-40 anos 2 (3,4%) 1(0,6%) 3(1,3%)
> 41 anos 1(1,7%) 2 (1,1%) 3(1,3%)
TOTAL 58 (24,7%) 177 (75,3%) 235 (100%)

052

B Hemoglobina Normal
97,5%

B Hemoglobina Anormal
2,5%

Figura 1. Distribuicao do perfil hemoglobinico
identificado em 235 estudantes universitarios do Ceara.

DISCUSSAO

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, 270
milhdes de pessoas no mundo carregam, em seu patrimonio
genético, hemoglobinas anormais em suas diferentes
combinagdes e, como consequéncia, nasce cerca de 300 a 400
mil criangas anualmente com anemia falciforme ou com alguma
forma de talassemia grave (WEATHERALL & CLEGG, 2001).
No Brasil, o movimento migratorio dos colonizadores favoreceu
significativamente a dispersdo dos genes anormais
caracteristicos das doengas falciformes e talassemias
(LEONELI et al., 2000; WAGNER et al., 2005;). As
hemoglobinas (Hb) S e C chegaram ao Brasil através do trafico
de negros, enquanto que as talassemias foram trazidas pelos
europeus, especialmente oriundos da regido do mar
Mediterraneo, que se estabeleceram no Sul e Sudeste do Brasil
(NAOUM etal. 1987).

Varios estudos mostram que a Hb S e C sdo as
variantes mais prevalentes na populagéo brasileira (BACKES et
al., 2005; LEONELI et al., 2000; VIVAS et al., 2006). Do
casamento ao acaso entre dois heterozigotos AS, ou do
casamento de um individuo AS com heterozigotos de outras
hemoglobinopatias também frequientes na populagéo (Hb C, B
talassemia, etc.), podem nascer criangas com anemia
hemolitica crdnica incuravel (anemia falciforme, doengas SC,
S/B talassemias, etc.) (RAMALHO et al., 2003).

Nesse estudo, os dados obtidos da triagem de
hemoglobinas demontraram que 2,5% da nossa amostra de
estudantes universitarios do Ceara sao portadores
assintomaticos de hemoglobinopatias. Destes, 2,1%
apresentaram heterozigose AS e 0,4% heterozigose AC. Essa
taxa encontra-se abaixo dos valores relatados em estudos
realizados em Pernambuco (Hb AS: 7,6% e Hb AC: 1,6%) e em
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Sergipe (Hb AS: 4,1% e Hb C: 1,4%) (BARROS et al. 2006;
VIVAS et al., 2006). Por outro lado, sdo semelhantes aos
valores determinados em doadores de sangue de Fortaleza
(HbAS: 1,9% e HbAC: 0%) e do interior do Estado do Ceara
(HbAS: 2,4% e HbAC: 0%) (VIEIRA, 2001; FIGUEIREDO,
1994). Entretanto, quando comparados esses dados com os
resultados de um estudo realizado em recém-nascidos de
Fortaleza, observa-se que os autores encontraram valores de
Hb AS (3,8%) acima do encontrado no presente trabalho
(PINHEIRO et al., 2006). Essas varia¢des na prevaléncia de
heterozigose AS e AC relatada na literatura pode ser
explicada com base nos grupos raciais que participaram na
formacgéo da populacéo de cada regido. O Ceara, ao contrario
de outras regides do Nordeste como Pernambuco e Sergipe,
recebeu pequenainfluéncia da raga negra, em decorréncia da
propria estrutura da economia cearense no periodo de
colonizagao. Por outro lado, a formagdo da populagdo do
Ceara recebeu forte influéncia da raga branca, oriunda de
portugueses, e da indigena, devido as tribos nativas (GIRAO,
1984). Além disso, a ndo padronizagao das técnicas utilizadas
pelos autores pode ter influenciado, explicando as diferentes
prevaléncias de hemoglobinopatias encontradas em uma
mesma regido. Pinheiro (2006) utilizou, para triagem
neonatal, o sistema automatizado de cromatografia liquida de
alta pressao (HPLC), enquanto que no presente estudo foi
utilizado a eletroforese em gel de agar amido pH 8,6 com
tampéao Tris-EDTA-Borato.

Estima-se que ha aproximadamente 10 milhdes de
brasileiros heterozigotos para os genes da hemoglobina S, C
e da talassemia beta (NAOUM, 2000). A detecgdo de
heterozigotos é extremamente importante para a saude
publica, uma vez que esses individuos, além de
representarem fonte de novos heterozigotos, podem, através
de casamentos entre si, originar individuos homozigotos SS e
duplos heterozigotos SC. Estes individuos heterozigotos
desconhecem o fato de serem portadores da
hemoglobinopatia (BACKES et al., 2005; SILVA et al., 1993). A
partir deste conhecimento, estes individuos tém a
oportunidade de receber informagdes e esclarecimentos de
um profissional habilitado em aconselhamento genético.

Ramalho (1986) definiu aconselhamento genético
como um processo que permite individuos ou familias
tomarem decisdes conscientes e equilibradas a respeito da
procriagdo. Os programas de orientagédo genética partem do
principio de que heterozigotos devidamente orientados
poderdo tomar decisdes que lhe forem mais convenientes
(PAIVA & RAMALHO, 1997). Atualmente, 2,5% dos
estudantes deste estudo encontram-se informados do risco
de 25% de gerar criancas homozigoéticas e, se decidirem ter
filhos, estardo conscientes da importancia da realizagéo do
diagndstico antes dos seis meses de idade. Dados da
literatura mostram que o diagnéstico precoce, sobretudo ao
nascimento, e o tratamento adequado melhoram
significativamente a taxa de sobrevivéncia e a qualidade de
vida dos doentes com anemia falciforme (PULTRINI et al.,
2004; RAMALHO, 1986; DUCATTI etal., 2001).

Segundo Zago (2002), o aconselhamento genético,
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em um contexto educativo, pode contribuir para reduzir a
incidéncia de hemoglobinopatias de natureza incuravel, como a
anemia falciforme. Para tanto, todo o individuo tem direito de
saber se apresentam heterozigose genética para que possam,
apos orientagdo por profissionais capacitados, tomar decisdes
conscientes e maduras sobre o futuro da sua prole (ANVISA,
2002).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo reforcam a
necessidade de implantagdo de programas de saude que
possibilitem a identificacdo de hemoglobinas anormais em
individuos que n&o foram beneficiados com a Portaria n® 822/01
do Ministério da Saude, que incluiu as hemoglobinopatias no
Programa Nacional de Triagem Neonatal. E bem provavel que a
maioria dos individuos nascidos antes dessa Portaria
desconhega o seu estado de heterozigose para
hemoglobinopatias. Entretanto, para que esses individuos néao
sejam rotulados erroneamente como doentes ou incapazes, é
imperativo que esses programas de triagem sejam formados
por profissionais qualificados, que fornegam informagdes éticas
sobre aconselhamento genético. Além disso, devem também
enfatizar a necessidade de investigacdo precoce de
hemoglobinopatias, nos casos de criangas nascidas da unido de
pais com heterozigose AS ouAC.
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Pesquisa de B-Lactamases em bactérias
Gram-Negativas de origem comunitaria
e hospitalar em Campina Grande — PB

Search B-Lactamases in Gram-Negative bacteria from the
community and hospital Campina Grande-PB
Daniela Araujo Vilar', Patricia Maria de Freitas e Silva®, Marina S. Araujo Vilar’, Heronides Silva Pereira*

do arsenal terapéutico.

(RESUMO - Aresisténcia classica aos antibioticos B-lactamicos baseados apenas na leitura dos halos dos antibiogramas
pela técnica de Kiby e Bauer pode, nos dias de hoje, induzir sérios erros na clinica diaria de consultérios médicos e, a longo
prazo, favorecer a selegéo de cepas multiresistentes. De acordo com a literatura médica vigente, as bactérias capazes de
produzir enzimas chamadas beta-lactamases (ESBL e AmpC), s&o resistentes a outros antibidticos beta-lactamicos,
independente de existirem halos de sensibilidade no antibiograma convencional a penicilinas e cefalosporinas.O objetivo
desse estudo foi identificar bactérias Gram-negativas que produzem beta-lactamases num laboratério privado de Andlises
Clinicas e, ao mesmo tempo, amostras de casos de infecgao hospitalar de Janeiro a Junho de 2008. Sessenta e quatro (64)
bactérias Gram-negativas foram estudadas, 30 delas de origem comunitaria, considerando que 27% e 17%,
respectivamente, demonstraram fenétipos ESBL e AmpC. Escherichia coli foi a maior produtora de ESBL (50%) e AmpC
(25%), ambos no trato urinario. Para as 34 cepas de origem hospitalar apenas 3% foi produtora de AmpC e nenhuma
produtora de ESBL. O emprego de técnicas laboratoriais padronizadas e eficazes para a detecgao de amostras produtoras
de ESBL e AmpC podera inibir ou limitar o aparecimento de 3-lactamases e evitar a perda gradativa de antibioticos potentes

kPaIavras-chave: B-lactamases. Gram-negativos. Resisténcia. )

~

\ Keywords: B-lactamase. Gram-negative. Resistance.

(SUMMARY - The classical resistance of microrganismos to beta-lactamic antibiotics based only on the reading of the\
antibiogram by Kirby & Bauer technique may, nowadays, induce serious mistakes related to patients treatment and also
facilitate the selection of multresistant strains of bacteria. According to medical literature, bacteria able to produce the
enzymes named beta lactamases are also resistant to other beta-lactamic antibiotics, no matter if there are sensitive halos in
the antibiogram to penicilins and cephalosporins. This study’s aim was identifying Gram-negative bacteria that produce
beta lactamases like ESBL (extended spectrum beta lactamases) orAmpC in a private clinic laboratory’s samples and at the
same time in samples of a hospital infections cases, from January to June, 2008. 64 Gram-negative bacteria were studied,
30 out of them were from community, considering that 27% and 17% demonstrated phenotypes ESBL and AmpC ,
respectively. Escherichia coliwas the greater ESBL producing bacteria (60%) and AmpC (25%) both from urinary tract. As to
the 34 strains from hospital origin, only 3% was AmpC producing bacteria and none of them was ESBL positive. The use of
efficient laboratorial techniques to detect producing ESBL and AmpC bacteria may limit the appearence of beta lactamases
and avoid the gradative loss of good antibiotics of the therapeutic arsenal.

J

INTRODUGAO

As bactérias Gram-negativas sdo de grande
importancia como causadores de infecgdes, tanto em
pacientes ambulatoriais como no ambiente hospitalar,
nao apenas por seus fatores de viruléncia, mas porque
podem apresentar resisténcia a varias classes de
antimicrobianos®.

Os B-lactamicos representam a classe mais
variada e mais amplamente utilizada de antimicrobianos
para o tratamento de infecgbes causadas por espécies de
Enterobacteriaceae. Este grupo inclui penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos
sendo responsavel por aproximadamente 50% dos
antimicrobianos utilizados de forma sistémica, devido
principalmente a sua baixa toxicidade e a grande
variedade de compostos disponiveis’.

O principal mecanismo de resisténcia das

bactérias Gram-negativas aos - lactamicos é decorrente da
producado de B-lactamases, enzimas que catalisam a hidrélise
do anel B-lactdmico, impossibilitando, assim, sua atividade
antimicrobiana. Dentre as beta-lactamases destacam-se
aquelas de espectro ampliado (ESBL)°, mediada por plasmidios
e AmpC, mediada por cromossomo. Assim, pacientes com
infecgbes por enterobactérias produtoras de ESBL ndo devem
ser medicados com antibioticos betalactamicos, o que
acarretaria falha terapéutica, agravamento do quadro infeccioso
e pressao seletiva, favorecendo ainda mais a prevaléncia de
cepas multiresistentes no ambiente, seja ele hospital ou
comunidade.

Embora produtores de ESBL sejam prevalentes em
ambientes hospitalares, ja existem evidéncias de sua
emergéncia e disseminagado na comunidade. Esse fendbmeno é
complexo e tem multiplas causas. Dentre os fendbmenos que
estéo definitivamente vinculados a emergéncia de resisténcia
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em ambiente n&o hospitalar esta a automedicagédo e o uso
abusivo de antimicrobianos’.

Essa pesquisa propOs-se a identificar bactérias
Gram-negativas produtoras de B—lactamases de espectro
ampliado (ESBL) e AmpC, em amostras clinicas de um
laboratdrio particular e em amostras provenientes de casos de
infecgao hospitalar de um hospital filantropico, alertando para
a importancia do controle do uso racional de antimicrobianos
em ambos os setores.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi do tipo transversal e exploratorio,
aconteceu entre os meses de janeiro a junho de 2008 tendo
como material de estudo cepas bacterianas de bastonetes
Gram-negativas pertencentes a Familia Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae cedidas de diversos espécimes
comunitarios de pacientes atendidos no laboratério privado
(Hemoclin) e de pacientes portadores de infec¢éo hospitalar
em um hospital filantrépico (Fundacdo Assistencial da
Paraiba) durante o periodo da pesquisa.

As culturas foram processadas inicialmente pelos
laboratérios de origem. Apds a realizagdo de antibiograma
pelo Método de Kirby & Bauer, as cepas que apresentaram
halos de inibicdo < 22mm para ceftazidima, < 17 mm para
cefpodoxima, £ 27 mm para aztreonam, < 27 mm para
cefotaxima ou £ 25 mm para ceftriaxona para Escherichia coli
e Klebsiella spp.; e <17 mm para cefpodoxima, ceftazidima ou
cefotaxima para Proteus mirabilis foram armazenadas em
Agar simples e congeladas a -20°C para posterior pesquisa de
beta-lactamases, de acordo com recomendagdes do CLSI
(2005). Nestes casos, o CLSI sugere a realizagao de um teste
confirmatério.

O teste confirmatério da produgéo de ESBL consiste
na colocacao de discos de cefalosporinas de amplo espectro
como ceftazidima, cefuroxima, cefotaxima e aztreonam
distantes 30 mm (centro a centro) de um disco que contenha
inibidor de beta-lactamase, de preferéncia acido clavulamico.
A producdo de ESBL é indicada por uma deformacgio
(aumento) nos halos de inibicdo ao redor dos discos beta-
lactamicos, ditas “ghost zone” ou zona fantasma apés a leitura
das placas, incubadas a 35°C por 24 horas, conforme Fig 1.

Para o teste de detecgdo de AmpC a melhor maneira
de observar este fendbmeno a nivel fenotipico & através da
metodologia da aproximagdo do disco, modificada. Nesta
metodologia, coloca-se um disco de cefoxitina, proximo a um
disco de aztreonam ou outro B-lactdmico (15 mm de centro a
centro), e o aparecimento de uma zona em forma de “D”, entre
os dois discos é presuntivo da presenga, de AmpC, conforme
Fig2.

RESULTADOS E DISCUSSOES
No periodo, foram identificadas 64 bactérias Gram-

negativas, sendo 30 cepas de origem comunitaria e 34 cepas
de origem hospitalar.
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FIGURA 1: Presenca de "ghost-zone".
Fonte: FREITAS et al., 2003.

-
-

FIGURA 2: Presenga da zona em forma de “D”.
Fonte: COUDRON et al., 2003

N
AN

27%

17%

Producao
de B-lactamases

ESBL AmpC
Tipos de B-lactamases

FIGURA 3: Percentual geral de bactérias Gram-negativas
produtoras de -lactamases no Hemoclin
\ no periodo de janeiro a junho de 2008. /

Dos 30 isolados bacterianos de origem comunitaria
27% destes mostraram-se produtores de ESBL e 17%
mostraram-se produtores de AmpC, conforme Fig 3.

Os numeros obtidos neste estudo para as bactérias
produtoras de B-lactamases do tipo ESBL supera o valor
encontrado em Jo&o Pessoa no ano de 2000 por Honério*, bem
como o valor encontrado na mesma cidade no ano de 2008 por
Aradjo Filho', quando o percentual de 2,02% e 3,68%,
respectivamente, dos Gram-negativos isolados também na
comunidade eram de ESBLs-positivas, reforgando a teoria de
que ainciéncia de ESBL varia com a area geografica.

Conforme os dados da Fig 4, a espécie de bastonete
Gram-negativo oriunda de material biolégico comunitario mais
isolada foi a Escherichia colicom 8 (27%).

Quanto a distribuicdo dos isolados bacterianos
produtores e ndo produtores de ESBL de origem comunitaria
observou-se que o trato urinario foi 0 mais acometido com 38%
das cepas produtoras do fenotipo ESBL, sendo que destas 67%
foram Escherichia coli. Os nossos dados mostram alta produgao
de ESBL de origem comunitaria e se assemelham aos obtidos
por Freitas® que também obteve elevado nivel, ou seja, 10% de
isolados bacterianos de origem comunitaria produtores de
ESBL oriundos de Escherichia coli provenientes de infecgdes
urinarias. Dentre os isolados bacterianos que apresentaram o
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fendtipo produtor de ESBL de origem
comunitaria, destaca-se a Escherichia coli
encontrada na urina em 50% e a Klebsiella
pneumoniae a qual foi encontrada tanto na
urina quanto em secregao.

Quanto a producdo de AmpC em
materiais clinicos de origem comunitaria,
Escherichia coli do trato urinario, também
prevalesceu com 25% dos casos,
conforme observado natabela 2.

Das 34 cepas de enterobactérias
oriundas de material biologico colhidos de
pacientes de origem hospitalar, 3%
mostraram-se produtores de AmpC e
nenhuma delas mostraram-se produtoras
de ESBL, de acordo com atabela 3.

O presente estudo revelou a
tendéncia da emergéncia de produgéo de
ESBL na comunidade, inclusive com
indices maiores que no ambiente
hospitalar®®?. A impossibilidade de
encontrar ESBL nas amostras hospitalares
estudadas decorre do fato de que nao
houve halo de sensibilidade que
permitisse a caracterizagédo do fenétipo em
questdo ou ter havido halo menor que o
preconizado pelo CLSI. Mesmo assim foi
realizado o teste confirmatério para ESBL
e, como ja era esperado, o resultado foi
negativo para este fendtipo. Neste caso,
poderia se pensar que a bactéria seria
resistente ao antimicrobiano testado por
outro mecanismo de defesa, como
reducao de porinas, por exemplo, porém
nao se pode descartar uma hiperprodugéo
de ESBL que poderia ser visualizada in
vitro sem formacgao de halo, uma vez que,
a expressao da resisténcia dessa enzima
depende da qualidade da mesma e da
afinidade desta pelo substrato®.

De todos os isolados, envolvendo
cepas comunitarias e hospitalares, a
bactéria que mais produziu o fendtipo
ESBL foi Escherichia coli com 50% dos
casos sendo todas as cepas de origem
comunitaria e a que produziu o fenoétipo
AmpC foi Klebsiella pneumoniae com
25%, sendo 2 cepas de origem
comunitaria e 1 de origem hospitalar, Fig 5.

Recentemente, as ESBLs
comegaram a ser prevalentes em espécies
produtoras de AmpC como Enterobacter
spp., Citrobacter freundii e Serratia
marcescens. Cepas produtoras de ESBL e
AmpC simultaneamente, dificulta a
deteccao de ESBL pois as enzimas AmpC
mascaram o efeito inibitério obtido com
acido clavulanico nas bactérias produtoras

RBAC, vol. 43 (1): 055-058, 2011
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TABELA 1 - Distribuicao das bactérias produtoras e nao-produtoras de AmpC em

diferentes materiais clinicos de origem comunitaria.

Origem Comunitaria

ESBL positiva

Bactérias
Urina Secregao
n % n %
Escherichia coli 4 50 0 0
Klebsiella pneumoniae 1 20 1 20
Proteus mirabilis 1 17 0 0
Pseudomonas aeruginosa 0 0 1 20
Enterobacter spp 0 0 0 0

© =~ =~ N & | Total

ESBL negativa
Urina Secregao

n % n %
3 38 1 12
2 40 1 20
1 17 | 4 67
2 40 2 40
2 33 | 4 67

Total

D~ Ow b

TABELA 2 - Distribuicdo das bactérias produtoras e nao-produtoras de AmpC em

diferentes materiais clinicos de origem comunitaria.

Origem Comunitaria

AmpC positiva

Bactérias
Urina Secregao
n % n %
Escherichia coli 2 25 0 0
Klebsiella pneumoniae 1 20 1 20
Proteus mirabilis 0 0 1 20
Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 0
Enterobacter spp 0 0 0 0

Total

OO -=-2DNDN

AmpC negativa

Urina
n %
5 64
2 40
2 40
2 34
2 | 33

Secregao
n %
1 13
1 20
2 40
4 66
4 67

Total

Do~ wWwo

TABELA 3 - Distribuicido dos isolados bacterianos produtores de AmpC

em diferentes materiais clinicos de origem hospitalar.

Origem Hospitalar

AmpC positiva

AmpC negativa

Bactérias
Urina Secregao Urina Secregao

I o

n % n % E n % n % P

Klebsiella pneumoniae 0 0 1 14 1 1 17 5 83 6
Klebsiella oxytoca 0 0 0 0 0 1 50 1 50 2
Escherichia coli 0 0 0 0 0 3 38 5 63 8
Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 0 0 3 38 5 63 8
Enterobacter spp 0 0 0 0 0 0 0 2 100 2
Enterobacter agglomerans 0 0 0 0 0 0 0 5 100 @ 5
Proteus mirabilis 0 0 0 0 0 0 0 2 100 @ 2
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FIGURA 5: Comparativo da produgao de B-lactamases
no ambiente comunitario e hospitalar.
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FIGURA 6: Demonstragao da técnica para detecgao de
ESBL e AmpC em uma mesma placa.

de ESBLs’. Além disso, os organismos produtores de AmpC
podem agir como reservatérios ocultos de ESBL, o que deve
serlevado em conta pelos laboratérios clinicos e, assim, evitar
relatorios falsos negativos de ESBL®.

Para evitar a interferéncia do fenétipo AmpC na
expressao do fenotipo ESBL, o ideal seria que na rotina dos
laboratérios ambos os testes fossem realizados em placas
separadas ou os discos ficassem suficientemente separados
a ponto de néo interferirem na agéo do outro, conforme Fig 6.

CONCLUSOES

Identificar ESBL € um desafio que os laboratérios de
todo o mundo enfrentam, porque os métodos para controlar a
diminuicdo da susceptibilidade as cefalosporinas, as vezes
nao sao suficientemente sensiveis para detectar a produgao

de organismos produtores ESBL, especialmente em
microrganismos diferentes de Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli.

Aanalise dos resultados obtidos no presente estudo
permite reafirmar a importancia da realizagdo de estudos
epidemilégicos locais com a finalidade de melhorar a
detecgdo desses microrganismos multiresistentes. O
emprego de técnicas laboratoriais padronizadas e eficazes
para a deteccdo de amostras produtoras de ESBL e AmpC,
assim como a vigilancia epidemioldgica constante quanto a
prevaléncia de fenotipos multiresistentes desse
microrganismo, associada a um controle rigoroso de
utilizacdo de antimicrobianos podera inibir ou limitar o
aparecimento de 3-lactamases e evitar a perda gradativa de
antibidticos potentes do arsenal terapéutico.
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Prevaléncia de disturbios da tireéide em pacientes
climatéricas do Hospital Universitario Anténio Pedro*

Prevalence of thyroid disorders in climacteric patients of the
University Hospital Antonio Pedro

Helene Nara Henriques', Maria Angélica Guzman-Silva®.

N

(RESUMO - O objetivo deste estudo é determinar a prevaléncia de disturbios da tiredide em pacientes climatéricas do
Hospital Universitario Antonio Pedro (HUAP) no periodo de fevereiro a abril de 2008. Foi realizado estudo transversal,
retrospectivo, com analise dos resultados de exames de TSH e T4 livre realizados em 105 pacientes no Laboratério de
Horménios e Drogas do Servigo de Patologia Clinica do HUAP. Na rotina laboratorial, as dosagens de TSH e T4 livre sao
realizadas diariamente, em uniplicata, com os kits comerciais da Diagnostics Products Corporation (DPC, Los Angeles, CA,
USA) pelo método de quimioluminescéncia no Analisador Automatizado de Imunoensaios IMMULITE. A média etaria das
mulheres analisadas foi de 5419 anos. Das 105 pacientes estudadas, 88% obtiveram resultados normais para os exames,
4% apresentavam resultados compativeis com hipotireoidismo, 3% foram compativeis com hipotireoidismo subclinico, 3%
com hipertireoidismo e 2% com hipertireoidismo subclinico. Devido a ocorréncia, mesmo que baixa, de hipotireoidismo e
hipertireoidismo, tanto clinicos quanto subclinicos durante o climatério, faz-se necessaria investigagao mais aprofundada
de tais desordens da tiredide, ja que elas tendem a um aumento da prevaléncia com o avangar da idade e podem ocasionar
outras patologias.

kPaIavras-chave: Disturbios da tiredide, TSH, T4 livre, climatério. )

1
)

(SUMMARY - The purpose of this study is to determine the prevalence of thyroid disorders in climacteric patients of the\
University Hospital Anténio Pedro (HUAP) between February and April of 2008. A retrospective cross-sectional study was
performed, analyzing the results of TSH and free T4 in 105 patients in the Laboratory of Hormones and Drugs of the
Department of Clinical Pathology of HUAP. In the laboratory routine, the levels of TSH and T4 free are performed daily in
uniplicata with commercial kits from Diagnostics Products Corporation (DPC, Los Angeles, CA, USA) using the
chemiluminescence immunoassays in the Immulite Automated Analyzer. The average age of tested women was 54+9 years.
Of 105 patients studied, 88% had normal results for the test, 4% had results consistent with hypothyroidism, 3% were
consistent with subclinical hypothyroidism, 3% with hyperthyroidism and 2% with subclinical hyperthyroidism. Due to the
occurrence of both clinical and subclinical hypothyroidism and hyperthyroidism during the climacterium, even being low, it is
necessary to further investigate these thyroid disorders, since they tend to increase the prevalence with aging and can cause
otherdiseases.

\Keywords: Thyroid disorders, TSH, free T4, climacterium.

J

INTRODUGAO de mulheres que desenvolvem hipotireoidismo no climatério é
alta, por isso a investigacdo da patologia nessa fase esta se
O climatério é a fase da vida da mulher que se | tornando cada vez mais comum®™. De acordo com estudos, a
-} caracteriza pela transigéo entre o periodo reprodutivo e prevaléncia de hipotireoidismo varia entre 2,4%"° a 17,9%". O
n&o reprodutivo', culminando com a menopausa’’, que € | hipotireoidismo subclinico também & freqiiente nessa etapa da

definida como a interrupgdo definitiva dos periodos vida, atingindo cerca de 23,2% das mulheres®.
menstruais™*’. Os métodos diagndsticos mais utilizados para
No climatério, ocorre uma diminui¢do nos niveis | avaliagdo da funcdo tirecidiana sdo as dosagens de TSH,

de estrogénio e tal fato leva a uma série de sintomas™® | trjiodotironina (T3) e tiroxina (T4) total e livre ™.
que afetam cerca de 60 a 80 % das mulheres**. Dentre os Quando se suspeita de hipertireoidismo, o diagndstico
mais importantes, podem-se citar os sintomas | pode ser confirmado através da dosagem de TSH e T4 total ou
vasomotores (fogachos)**’, sudorese™, palpitagdes®, | livre”. Os resultados encontrados s&o niveis elevados de
disttirbios menstruais, sintomas psicologicos™’, atrofia | tiroxina e niveis baixos de TSH*". Se o nivel de TSH estiver
genito-urinaria®*’, ressecamento vaginal® e distirbios do | baixo e o nivel de tiroxina estiver normal, pode-se fazer a

sono’. dosagem de T3 para confirmar o diagnostico™.

Estudos tém mostrado um aumento nos niveis O diagnostico de hipotireoidismo por sua vez, ¢ dado a
de Hormonio Estimulante da Tireéide (TSH) em | partirde resultados baixos de T4 livre e elevados de TSH™.
individuos de idade mais avangada, particularmente em Além do hipotireoidismo classico, existem também

, 8 Py H . . . . .
mulheres na pés-menopausa. Nota-se que a prevaléncia | casos de hipotireoidismo subclinico™. Nestes casos, os testes
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resultados de TSH

14,15

laboratoriais dos pacientes geram
elevados, porém as dosagens de T4 livre sdo normais

A expectativa de vida das mulheres esta cada vez
maior e devido a isso, espera-se que elas passarao cerca de
um tergo de sua existéncia na fase de pés-menopausa. Assim,
a preocupagdo com a saude da mulher nesta etapa de sua
vida é de sumaimportancia’.

O objetivo deste trabalho é mostrar a prevaléncia de
disturbios da tiredide em pacientes climatéricas do Hospital
Universitario Anténio Pedro no periodo de fevereiro a abril de
2008.

MATERIAL E METODOS

Por meio de estudo transversal, retrospectivo, com
recuperagdo de dados, foram analisados os pedidos de
exame e os resultados dos testes de TSH e T4 livre de 105
mulheres climatéricas atendidas no Setor de Ginecologia do
Hospital Universitario Antonio Pedro (HUAP). Foram incluidas
no estudo mulheres com quadros clinicos referidos pelo
médico como climatério, menopausa e pés-menopausa.

Os resultados analisados foram obtidos das
amostras da rotina do Laboratério de Horménios e Drogas do
Servigo de Patologia Clinica do HUAP, no periodo de fevereiro
a abril de 2008. Na rotina laboratorial, as dosagens de TSH e
T4 livre séo realizadas diariamente, em uniplicata, com os kits
comerciais da Diagnostics Products Corporation (DPC, Los
Angeles, CA, USA) pelo método de quimioluminescéncia no
Analisador Automatizado de Imunoensaios IMMULITE.

Para a analise dos resultados o valor de referéncia
utilizado para as dosagens de TSH foi de 0,4 a 4 plU/mL para
valores normais, sendo considerado hipertireoidismo quando
os valores obtidos estavam abaixo de 0,4 ulU/mL e
hipotireoidismo quando os valores obtidos estavam acima de
4 plu/mL.

Para a analise dos resultados o valor de referéncia
utilizado para as dosagens de T4 livre foi de 0,8 a 1,9 ng/dL
para valores normais, sendo considerado hipertireoidismo
quando os valores obtidos estavam acima de 1,9 ng/dL e
hipotireoidismo quando os valores obtidos estavam abaixo de
0,8 ng/dL.

Foram considerados casos de hipotireoidismo
subclinico os exames com resultados elevados de TSH e
normais de T4 livre. Foram considerados casos de
hipertireoidismo subclinico os exames com resultados baixos
de TSH e normais de T4 livre".

RESULTADOS

O numero de dosagens totais de TSH e T4 livre
realizadas no laboratério, em cada més analisado, sao
mostrados na tabela 1. O numero de dosagens de TSH e T4
livre, realizados em ambos os sexos, correspondem a mais de
70% das dosagens totais realizadas no laboratério, que inclui
outros hormonios e drogas.

Nos trés meses estudados o numero total de
mulheres que realizaram exames de TSH e T4 livre no

060

Tabela 1 - Relagdo mensal entre dosagens totais e dosagens de
TSHe T4livre.

Fev Mar Abr
2008 2008 2008

Dosagens Totais 539 673 728
Dosagens de TSH e T4L 387 520 537
Dosagens de TSH 387 520 537
Dosagens de T4L 333 456 479
% de Dosagens de TSH e T4L/Dosagens Totais 71,8 77,3 73,8
% de Dosagens de TSH/Dosagens Totais 71,8 77,3 73,8
% de Dosagens de T4L/Dosagens Totais 61,8 67,8 65,8

Tabela 2 - Distribuicdo mensal dos possiveis diagnosticos a partir
dos resultados obtidos nas dosagens de TSH e T4 livre em 105
pacientes climatéricas

Diagnéstico Fev Mar Abr Total
Normal 26 25 42 93
Hipotireoidismo 1 2 1 4
Hipotireoidismo Subclinico 1 1 1 3
Hipertireoidismo 0 1 2 3
Hipertireoidismo Subclinico 0 0 2 2
Total 28 29 48 105

Laboratério de Hormodnios e Drogas foi de 1163 pacientes. A
média etaria das mulheres analisadas foi de 54+9 anos com
idade variando entre 31 e 78 anos. As mulheres com quadro
clinico relatado pelos médicos como sendo climatério,
menopausa ou pods-menopausa perfizeram 105 pacientes.
Portanto, pacientes com os quadros clinicos de interesse
corresponderam a 9% do total de exames de TSH e T4 livre.

A avaliagdo laboratorial mostrou que das 105
pacientes estudadas, 93 (88%) obtiveram resultados normais,
quatro (4%) apresentavam resultados compativeis com
hipotireoidismo, trés (3%) foram compativeis com
hipotireoidismo subclinico, trés (3%) com hipertireoidismo e
dois (2%) com hipertireoidismo subclinico. Os resultados
correspondentes a cada més estudado sdo mostrados na tabela 2.

DISCUSSAO

A realizagdo dos exames de TSH e T4 livre tem se
tornado cada vez mais comum nesta fase da vida da mulher, ja
que tem se associado a ela o surgimento de hipotireoidismo®*™.
Porém, o que se pdde notar com os resultados obtidos foi uma
prevaléncia mais baixa de hipotireoidismo na populagao
estudada quando comparado com os dados da literatura. A
maioria das pacientes verificadas no periodo estudado obteve
resultados incluidos na faixa de normalidade para as dosagens
de TSHe T4 livre (88%).

De acordo com pesquisa realizada em 2004 avaliando
168 mulheres climatéricas™, a prevaléncia de hipotireoidismo foi
de 17,9%. Tal resultado encontra-se bem acima do encontrado
no presente estudo. Entretanto, outro trabalho®, analisando 100
mulheres climatéricas, encontrou prevaléncia de 5% de
hipotireoidismo, o que & bem semelhante aos resultados aqui
encontrados. Da mesma forma, uma pesquisa realizada com
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350 mulheres™ encontrou uma prevaléncia de 6% de
hipotireoidismo.

Foi comprovado, entretanto, que entre o
hipotireoidismo e o hipertireoidismo, o primeiro € ligeiramente
mais freqliente nessa época da vida da mulher, como é
sugerido por estudo em que a prevaléncia de hipertireoidismo
encontrada foi de 5,1%, ou seja, menor do que aquelas
encontradas para hipotireoidismo (6%)". Na presente
pesquisa, a prevaléncia de hipertireoidismo foi de 3%,
portanto, menor do que aquela encontrada para
hipotireoidismo (4%).

Com relagdo ao hipotireoidismo subclinico, foi
verificada neste estudo uma prevaléncia de 3%. Tal resultado
mostrou-se bem abaixo do encontrado na literatura. Um
estudo efetuado em 320 mulheres® encontrou uma
prevaléncia de 16,1%; outro estudo, composto por 210
mulheres®' também achou alta prevaléncia de hipotireoidismo
subclinico (15,7%). Levando em consideragédo a populagéo
em geral, encontrou-se prevaléncia de 6%, sendo maior em
mulheres e idosos™. Ja em estudo com idosos, foi encontrada
prevaléncia de 5 a 10% de hipotireoidismo subclinico, sendo
este resultado também maior em mulheres®.

O hipertireoidismo subclinico foi o disturbio da
tiredide com menor prevaléncia neste estudo (2%). De acordo
com dados da literatura, em pesquisa efetuada em 25.862
americanos®, sua prevaléncia na populagéo geral foi de 2,1%.
Em estudo com idosos, os casos de hipertirecidismo
subclinico foram igualmente raros, acometendo menos de 2%
da populacdo estudada®. Tais resultados se mostram
compativeis com os encontrados na presente investigagao.
Portanto, pode-se considerar que o aparecimento de
hipertireoidismo subclinico na fase de climatério ndo é tao
comum quanto os outros disturbios ja citados.

Pode-se justificar a discrepancia de dados entre os
diferentes estudos, pelas caracteristicas diferenciadas dentro
da populagao estudada, tais como idade, sexo, localizagao
geografica dos individuos, o critério diagndstico utilizado e a
sensibilidade do método de detecgdo dos horménios. Ainda, o
uso de medicamentos e a presenga de doenca tireoidiana
prévia podem influenciar os resultados™.

Estudos sugerem que o uso de estrogénio também
pode influenciar, ja que este horménio pode levar a um
aumento das concentragbes séricas de T4 livre, o que
causaria uma redugdo do numero de casos de
hipotireoidismo, enquanto aumentaria o numero de casos
classificados como hipotireoidismo subclinico™.

Anormalidades na fungdo da tiredide tém
importantes consequéncias para a saude. Em alguns
estudos, niveis baixos de TSH, por exemplo, tém sido
associados a diminui¢do da densidade éssea e aumento do
risco de fibrilagéo atrial, além da possibilidade de progressao
para hipertireoidismo clinico®. O curso clinico, porém, é
variavel, podendo haver normalizagdo do TSH em 50% dos
casos, manutencdo do quadro ou evolugdo para
hipertireoidismo em 5% dos casos por ano®.

O hipotireoidismo, por sua vez, ocasiona aumento
dos niveis séricos de colesterol”. Outro estudo tem
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demonstrado que o hipotireoidismo subclinico também parece
exercer o mesmo efeito elevando a concentragéo de LDL-c”.
Além disso, é importante salientar que, cerca de 2 a 5% dos
casos de hipotireoidismo subclinico evolui para hipotireoidismo
classico no primeiro ano™.

CONCLUSOES

Devido a ocorréncia, mesmo que baixa, de
hipotireoidismo e hipertireoidismo, tanto clinicos quanto
subclinicos durante o climatério, faz-se necessaria a
investigacdo mais aprofundada de tais desordens da tiredide, ja
que elas tendem a um aumento da prevaléncia com o avangar
daidade e podem ocasionar outras patologias.
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Estudo da estabilidade da Acetilcolinesterase
pelo Método de Ellman*

Study of the stability of acetylcholinesterase by the method of Elilman

Carla Brugin Marek, Ana Maria Itinose e Gisele Neumann Zanella '

-

um tempo maximo de estabilidade de 4 dias.

RESUMO - A determinagdo da atividade da acetilcolinesterase, enzima presente principalmente nas hemacias e
fundamental na transmissédo dos impulsos nervosos, tem grande significado para o diagndstico e acompanhamento das
intoxicacdes por carbamatos e organofosforados. Em laboratérios de toxicologia € pratica comum a determinacgao
enzimatica da acetilcolinesterase. A sua atividade, quando diminuida, pode ser um indicativo da exposicéo a estes grupos
de praguicidas. Entretanto, se as condigdes de armazenamento do sangue nao forem corretas, pode haver um decréscimo
na atividade desta enzima levando a resultados erréneos. Assim, pelo método cinético de Ellman, foi verificada a
estabilidade da atividade da acetilcolinesterase em diferentes formas de armazenamento: sangue total, hemolisado e botao
de hemacias mantidos sob refrigeragdo (4°C) e congelamento (-20°C). Os resultados mostraram o congelamento do
hemolisado como a melhor forma de manter a estabilidade enzimatica, ndo podendo ultrapassar 7 dias. Apos este periodo
ocorre um decréscimo significativo. As demais formas ndo apresentaram diferencas significativas entre si, apresentando

\ Palavras-chave: Acetilcolinesterase, praguicidas, toxicologia. )

~

\Keywords: acetylcholinesterase, pesticides, toxicology.

(SUMMARY - The determination of the activity of the acetylcholinesterase, enzyme present mainly in the erythrocytes and\
fundamental in the transmission of the nervous pulses, has great meaning for the diagnosis and attendance of the
intoxications for carbamate and organophosphorus pesticides. In toxicology laboratories it is practical common to enzymatic
determination of the acetylcholinesterase. The activity, when decreased, can be an indicative of the exposure to pesticides.
However, if the conditions of storage of the blood are not correct, can have a decrease in the activity taking to erroneous
results. Like this, through the kinetic method of Ellman, the stability of the activity of the acetylcholinesterase was verified in
different storage forms, total blood, haemolysate and erythrocytes button maintained under cooling (4°C) and freezing (-
20°C). The results showed the freezing of the haemolysate as the best form of maintaining the enzymatic stability, not could
pass 7 days. After this period it happens significant decrease. The other forms didn't present significant differences amongst
themselves, presenting a maximum time of stability of 4 days.
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INTRODUGAO

A transmissao sinaptica ocorre pela agédo da
acetilcolina nos seus receptores. Esta agdo é regulada
pela acetilcolinesterase, enzima capaz de hidrolizar
rapidamente o neurotransmissor, mantendo assim o
controle da transmissdo colinérgica®. Duas enzimas
podem hidrolizar a acetilcolina: a colinesterase
verdadeira ou acetilcolinesterase (AChE; E.C. 3.1.1.7) e
a pseudo-colinesterase ou butirilcolinesterase (BChE;
E.C. 3.1.1.8). AAChE esta relacionada na transmissao do
sinal na juncdo neuromuscular, estando altamente
expressa no sistema nervoso central humano e
membrana eritrocitaria’®”?. A BChE ¢ uma enzima
plasmatica, produzida no figado, sendo encontrada
também nos musculos e cérebro™'*%. Ainteragéo entre a
acetilcolinesterase e a acetilcolina é complexa,
envolvendo a ligagdo do substrato no sitio catalitico
assim como uma segunda ligagdo no sitio aniénico™. A
eficiéncia da hidrdlise da acetilcolina depende de varios
fatores, dentre eles a localizagdo, o numero e densidade
da enzima nos sitios sinapticos”. A inibicdo da

acetilcolinesterase reflete em uma hiperestimulagcédo nos
receptores colinérgicos no sistema nervoso autbnomo, jungéo
neuromuscular e sistema nervoso central, acarretando em uma
resposta colinérgica exacerbada®®.

Algumas substéancias, dentre elas os
organofosforados (OF) e carbamatos, tém a propriedade de
inibir a atividade da acetilcolinesterase, sendo, inclusive,
correlacionados com disturbios neurolégicos como
Parkinson*”. Entretanto, a utilidade em medir a atividade
catalitica da AChE, ainda se encontra nos casos de exposicao,
particularmente, a organofosforados e, em alguns casos, a
carbamatos'**. A avaliagdo da sua atividade pode auxiliar na
interpretagao clinica de uma exposic¢éo cronica a OF, mostrando
uma exposic¢ao anterior a 120 dias. O mesmo nao acontece com
a BChE que mostra exposigéo recente, ndo apresentando valor
clinico como bioindicador™.

Varios métodos sao descritos para medir a atividade
da AChE e BChE. Para a AChE utiliza-se sangue total e para
BChE, plasma®""*"*"**'_ Os métodos preferenciais sdo aqueles
que atendam, entre outras exigéncias, as menores fontes de
erro inerente a preparagdo e processamento das amostras.
Quando se trata de determinagdes enzimaticas, somam-se
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fatores referentes a estabilidade da amostra, visto que as
enzimas sao estritamente sensiveis a mudangas de
temperatura e pH?. Cuidados no acondicionamento,
transporte e armazenamento da amostra também devem ser
considerados para minimizar possiveis problemas, pois a
hemdlise antecipada pode contribuir para possiveis erros.
Desta forma, o presente estudo teve o objetivo de verificar a
estabilidade da atividade da AChE em diferentes formas de
armazenamento: sangue total refrigerado (4°C), hemolisado e
botdo de hemacias mantidos sob refrigeracao (4°C) ou
congelamento (-20°C).

MATERIAL E METODOS

Todo o estudo foi realizado no laboratério de
Toxicologia da Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE). Os substratos foram adquiridos da Sigma
Chemical Co e os demais reagentes apresentavam grau de
pureza entre 98-99,8%. A determinagdo da atividade da
acetilcolinesterase foi realizada pelo método de Ellman®,
método ja padronizado e utilizado em outros estudos pelos
autores.

A amostra de sangue heparinizado foi obtida por
puncdo venosa de um individuo do sexo masculino,
clinicamente saudavel e sem histéria pregressa de exposigao
a OF ou a carbamato. A linha de base para a
acetilcolinesterase foi determinada imediatamente apds a
coleta da amostra. Para a estabilidade da atividade
enzimatica, a amostra foi armazenada nas formas de sangue
total, hemolisado e botdo de hemacias, mantidos sob
refrigeracado (4°C) e congelamento (-20°C). A amostra foi
dividida em aliquotas, correspondendo ao 1°, 2°, 3°, 5°, 7°,
1009, 15°, 20°, 25° e 30° dia de armazenamento.

(a) Armazenamento na forma de sangue total — o
sangue total foi homogeinizado durante 5 minutos, separado
em 10 aliquotas e armazenado sob refrigeragédo. Para a
determinacgéao da atividade enzimatica seria necessario fazer
alavagem das hemacias, 3 vezes, com solucgao salina 0,9% a
partir das respectivas aliquotas e hemolisa-las com agua
destilada (1:10).

(b) Armazenamento na forma de hemolisado — o
sangue total foi separado em 20 aliquotas. As hemacias foram
lavadas com solucéo salina 0,9% e hemolisadas (1:10) com
agua destilada. Cada aliquota de hemolisado foi armazenada
sob refrigeracdo e congelamento. Para a determinagéo da
atividade da acetilcolinesterase, nos respectivos dias,
deixava-se o hemolisado atingir a temperatura ambiente.

© Armazenamento na forma de botao de
hemacias — o sangue total foi separado em 20 aliquotas. As
hemacias foram lavadas 3 vezes com solugao salina 0,9%, na
ultima lavagem foi retirado todo o sobrenadante, deixando-se
apenas o precipitado de hemacias, denominado de botédo de
heméacias. Os botbées de hemacias foram, entéo,
armazenados sob refrigeracdo e congelamento. Para a
determinagéo enzimatica seria necessario hemolisar o
sangue (1:10) com agua destilada.
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Para o estudo utilizou-se uma linha de base,
compreendida na medida da atividade da AChE imediatamente
apos a coleta da amostra. Este valor foi utilizado como
referéncia para a comparagao dos resultados encontrados nos
diferentes dias e formas de armazenamento. Foram realizadas,
no minimo, 15 determinagdes para cada tipo de estudo.

RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados como a média das
determinagdes seguida pelo seu desvio padréo. O valor dalinha
de base para acetilcolinesterase encontrado foi de 3.351 U/L
(121 U/L), dentro do valor de referéncia para o método utilizado,
2.800U/Le4.100 U/L.

Os valores de acetilcolinesterase obtidos
ap6s o armazenamento na forma de sangue total refrigerado
estdo mostrados na tabela 1. A amostra apresentou variagéao
nao representativa na atividade até 72 horas; apds este periodo
tornou-se imprépria para a utilizagdo devido a hemodlise
apresentada.

Tabela 1 - Estabilidade da atividade da AChE no sangue total
refrigerado

Aliquotas Atividade da acetilcolinesterase (U/L)
Valor basal 3.351 (+ 121)

24 horas 3.375 (+ 121)

48 horas 3.070 (+ 113)

72 horas 3.117 (+ 124)

A tabela 2 mostra as atividades da AChE para o
hemolisado nas formas refrigerada e congelada. Assim como o
sangue total refrigerado, estas duas formas apresentaram
variabilidade até 72 horas. Observou-se, também, que apds 0 5°
dia houve decréscimo significativo na atividade em ambas
formas de estocagem.

Tabela 2 - Estabilidade da atividade da AChE nos hemolisados
refrigerados e congelados

Atividade da acetilcolinesterase

(U/L)

Aliquotas
Hemolisado Hemolisado
refrigerado congelado
Valor basal 3.351 (+121) 3.351 (+121)
24 horas 3.390 (+113) 3.429 (+99)
48 horas 2.650 (+99) 2.884 (+121)
72 horas 3.039 (+99) 3.312 (+124)
5° dia 2.521 (+113) 2.962 (+121)
7° dia 2.455 (+113) 2.884 (+121)
10° dia 2.221 (+113) 2.494 (+121)
15° dia 1.793 (+121) 2.455 (+113)
20° dia 1.719 (+121) 2.182 (+121)
25° dia 1.637 (+99) 2.104 (+121)
30° dia 1.481 (+99) 1.832 (+113)
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Em relagcdo ao botdo de hemacias, as formas
refrigeradas e congeladas apresentaram praticamente o
mesmo comportamento, com variagdes até o 5° dia e
tendéncia na diminuigdo da atividade apos este periodo. A
partir do 5° dia todos os valores encontrados estavam abaixo
dos valores de referéncia, conforme a tabela 3.

Tabela 3 - Estabilidade da atividade da AChE nos botdes de
hemacias refrigerados e congelados

Atividade da acetilcolinesterase

(U/L)

Aliquotas . =
Botao de Botédo de
hemacias hemacias

refrigerado congelado

Valor basal 3.351 (+121) 3.351 (+121)

24 horas 3.445 (+74) 3.385 (+124)
48 horas 3.117 (+124) 2.610 (+99)
72 horas 3.140 (+121) 3.048 (+124)
5° dia 2.812 (+99) 2.778 (+113)
7° dia 2.671 (+113) 2.408 (+121)
10° dia 2.600 (+113) 2.273 (+99)
15° dia 2.389 (+121) 2.239 (+74)
20° dia 2.295 (+99) 2.172 (+74)
25° dia 1.967 (+121) 1.936 (+99)
30° dia 1.732 (+121) 1.666 (+121)

DISCUSSAO

O estudo do armazenamento nas formas propostas
sugere o congelamento do hemolisado como a melhor forma
para manter a estabilidade enzimatica por periodos de
armazenamento longos. A estabilidade, nestas condigbes, &
mantida dentro dos valores de referéncia, no maximo, por 7
dias. Apos este periodo ocorre um decréscimo significativo,
com os valores da atividade catalitica abaixo do valor de
referéncia. O sangue total refrigerado pode ser utilizado até 72
horas apoés a coleta. Depois deste tempo, a probabilidade de
hemolise impossibilita a separagdo do plasma, inviabilizando
a utilizagdo da amostra.

Apesar da literatura nao citar referéncias quanto a
utilizacdo do botdo de hemécias, testou-se esta forma
buscando uma possivel opgado a mais de armazenamento.
Embora o botdo de hemacias apresente o mesmo
comportamento tanto na refrigeragdo quanto no
congelamento, sua maior estabilidade é refrigerado. O tempo
e a variabilidade da estabilidade comparam-se ao do sangue
total refrigerado.

Independente das formas de armazenamento, os
valores da atividade da AChE apresentam oscilagdes mesmo
dentro da faixa de referéncia. A lavagem das hemaceas e o
preparo do hemolisado podem ser considerados fontes de
erro17,21 e, acredita-se que contribuiram sensivelmente para
as variagdes encontradas. Outro fator a ser considerado é que
mesmo com a lavagem das hemacias para a redugédo de
outros constituintes celulares e de residuos de proteinas,
existe a possibilidade da permanéncia destes, incluindo ainda
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a possivel presenca de aproximadamente 12,5% de BuChE na
fracao eritrocitaria2; além de se tratar de uma metodologia
estritamente manual.

Quando se trata da interpretacdo da atividade da
AChE, o principal problema ¢ distinguir se a diminuigdo da
atividade catalitica esta relacionada somente a exposigéo ao
OF, ou se condigbes analiticas, fisiolégicas ou patologicas
estdo associadas3,8. O laboratério deve evitar as
possibilidades de interferéncia. O estabelecimento da linha de
base, quando possivel, € um meio de criar um paradmetro para
auxiliar na interpretacdo, ja que existem variagbes intra e
interindividuais para a atividade da AChE20. Outra forma seria a
minimizagao dos pontos criticos do processo analitico, como a
lavagem das heméacias e o armazenamento, entre outros.
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Acidos nucléicos circulantes no sangue como
biomarcadores de cancer gastrico

Circulating nucleic acids in blood as biomarkers of gastric cancer

Natalia Fontana Nicoletti', lvana Grivicich', Daniel Simon'

(RESUMO -Autilizag&o de métodos diagndsticos baseados na detecgdo de moléculas de DNA e RNA extracelulares & tema\
de diversos estudos atuais. Acidos nucléicos circulantes sao detectados em pequenas quantidades no plasma e no soro de
individuos saudaveis. Entretanto, niveis elevados de DNA ou RNA tém sido observados no sangue de pacientes com
diversas patologias. Pesquisas relacionadas a validagdo destas moléculas para o diagnéstico de doengas direcionam-se
principalmente ao cancer. Esta tendéncia relaciona-se, sobretudo, a necessidade de procedimentos invasivos para
estabelecimento do diagndstico e do progndstico em pacientes com cancer, enquanto que a determinagao dos acidos
nucléicos circulantes € um procedimento nao-invasivo e de facil acesso. Entre as diferentes neoplasias, o cancer gastrico
tem sido foco de pesquisas que buscam identificar DNA e RNA circulantes e relaciona-los aos possiveis desfechos da
doenca. Este artigo revisa as aplicagcbes de deteccdo e quantificagéo de acidos nucléicos circulantes no diagnéstico e
prognastico de pacientes com céncer gastrico.

kPalavras-chave: Acidos nucléicos circulantes, cancer gastrico, DNA, RNA.
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KSUMMARY - The potential use of diagnostic methods based on detection of extracellular molecules of DNA and RNA is\

current issue of several studies. Circulating nucleic acids are detected in small amounts in the plasma and serum of healthy
subjects. However, high levels of DNA or RNA have been observed in the blood of patients with various diseases. Studies
related to the validation of these molecules for diagnosis of diseases are mainly directed to cancer. This trend is especially
related to the need of invasive procedures for establishing the diagnosis and prognosis in cancer patients, while the
determination of circulating nucleic acids is characterized as a non-invasive and feasible method. Among the distinct
neoplasms, gastric cancer has been focused in different researches that aim cell free DNA and RNA identification and linking
them to several end points of the disease. This paper reviews the applications of circulating nucleic acids detection and
quantification in the diagnosis and prognosis of gastric cancer patients.
\Keywords: Circulating nucleic acids, DNA, gastric cancer, RNA.
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DNA e RNA extracelulares no plasma, no soro, na urina e em
outros fluidos corporais humanos®.

INTRODUGAO

Aincidéncia e a mortalidade por cancer gastrico
tém diminuido drasticamente durante os ultimos 70 anos.
Apesar desta queda significativa, esta neoplasia é a
quarta mais comum entre todos os tipos de cancer, bem
como a segunda maior causa de morte por cancer no
mundo'. Adoenca afeta principalmente o sexo masculino,
podendo atingir uma incidéncia de 5:1 em comparacao
com as mulheres, além de ser duas vezes mais comum
em caucasianos do que em negros'. Quase dois tergos
dos casos de cancer gastrico ocorrem em paises em
desenvolvimento. Apesar disto, Japdo e Coréia sao
responsaveis pelas mais altas taxas de incidéncias
mundiais desta neoplasia'. No Brasil, cerca de 65% dos
pacientes diagnosticados com cancer gastrico possuem
mais de 50 anos, com pico de incidéncia aos 70 anos de
idade’. O cancer gastrico inicial caracteriza-se como uma
lesdo pequena e assintomatica, e a elevada mortalidade
relacionada a doenca justifica-se pela ocorréncia tardia
dos sintomas'.

A biologia molecular tem aumentado o
conhecimento sobre a oncogénese e a progresséo de
células tumorais. Atualmente existe um esforgo crescente
para o desenvolvimento e o aprimoramento de métodos
diagnosticos baseados na detecgcdo de moléculas de

O diagnéstico de pacientes oncoldgicos baseia-se em
diversos exames convencionais da pratica clinica. No que se
refere ao cancer gastrico, endoscopia digestiva alta, ultra-
sonografia, ultra-som endoscopico, tomografia
computadorizada (TC) e ressonancia magnética (RM) séo
utilizados no diagndstico dos pacientes’. Marcadores tumorais
séricos, como o antigeno carcinoembrionario (CEA) e o
antigeno carboidrato (CA) 19-9, possuem valor diagnéstico para
cancer gastrico, apesar de apresentarem sensibilidade e
especificidade insuficientes para sua detecgéo precoce’. Neste
contexto, os exames de imagem apresentam elevado valor
diagndstico no cancer de estdbmago, a medida que a triagem
laboratorial para esta neoplasia é limitada. Frente a isto, os
acidos nucléicos circulantes surgem como uma ferramenta
adicional na detecgéo precoce do cancer gastrico. A partir de
uma revisao da literatura, este trabalho objetiva estabelecer a
importancia do DNA e do RNA extracelulares na detecgéo e no
progndstico do cancer gastrico.

HISTORICO
A presenga de acidos nucléicos extracelulares na

circulacdo sanguinea foi inicialmente descrita por Mandel e
Métais, em 1948°. Apesar do carater inovador, pouco
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reconhecimento foi atribuido ao estudo, até que em 1966
demonstrou-se a presenga de DNA circulante em pacientes
acometidos por lipus eritematoso sistémico’. Visto que
moléculas de DNA foram identificadas na circulagdo de
pacientes com outras patologias como hepatite, artrite
reumatoide e tuberculose miliar, propés-se que o DNA sérico
seria originado a partir de les&o tecidual®.

A utilidade dos &cidos nucléicos circulantes no
diagnostico e no prognoéstico oncologicos foi inicialmente
demonstrada em 1977, quando altos niveis de DNA foram
detectados no soro de pacientes com cancer e mostraram-se
diminuidos nos individuos que responderam favoravelmente
a radioterapia’. Com a realizagdo de diversos estudos
subseqlientes que confirmaram a presenga de DNA circulante
no plasma de pacientes oncolégicos, comprovou-se a
utilidade da sua mensuragdo como diagnéstico e fator
prognostico para o cancer®”. Além disto, descobertas
recentes envolvendo RNA circulante derivado de tumores
abriram novos caminhos para o diagndstico e monitoramento
n&o invasivo das neoplasias malignas’.

DNA CIRCULANTE E CANCER GASTRICO

A maior parte do DNA eucarioto localiza-se no
interior do nucleo, que constitui cerca de 10% do volume
celular total. A presenga de DNA extracelular na circulagéo
sanglinea pode ser originada por necrose ou por apoptose a
partir de elementos nucleares das células sanguineas ou
endoteliais®. O DNA circulante proveniente da apoptose
apresenta-se principalmente sob a forma de
mononucleossomos, nucleoproteinas que fazem parte da
cromatina e, no sangue, protegem o DNA contra a
degradacédo®. Alguns trabalhos demonstraram que a
quantificagdo de nucleossomos circulantes pode ser
comparavel a mensuragao de DNAlivre no plasma ou no soro.
Desta forma, a determinacdo dos niveis de nucleossomos
gerados por apoptose de células tumorais pode ser indicativa
da gravidade da neoplasia™". A necrose também pode ser
considerada como fator originario de DNA extracelular no
cancer, sendo possivel diferenciar os dois modelos de morte
celular, ja que a apoptose gera fragmentos de DNAcom 180 a
200 pares de bases, enquanto a necrose resulta em
fragmentos maiores e desordenados”.

Estudos relacionados a validade do DNA circulante
para diagnostico de doengas direcionam-se principalmente
ao cancer. Esta tendéncia relaciona-se, sobretudo, a
necessidade de procedimentos invasivos para
estabelecimento do diagndstico e progndstico, enquanto que
a determinagéo do DNA circulante caracteriza-se como um
procedimento nao-invasivo e de facil acesso’. As primeiras
determinagdes dos niveis normais de DNA circulante em
individuos saudaveis foram estabelecidas entre 0—100 ng/ml
no plasma ou soro, com média de 30 ng/ml. Mais
recentemente, determinou-se como valor limitrofe de DNA
circulante no plasma em individuos saudaveis 60 ng/ml"”. Em
estudos com pacientes oncoldgicos, a concentragcdo de DNA
livre no plasma ou no soro variou de 0 a mais de 1.000 ng/ml
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de sangue, com média de 180 ng/mI™"". Individuos com cancer
do trato gastrointestinal demonstraram uma média de 412 ng/ml
de DNA circulante no soro, enquanto que para aqueles com
tumor benigno do trato gastrointestinal a média foi de 118
ng/ml". Foram observadas concentragbes de DNA livre no
plasma significativamente maiores em pacientes com cancer
gastrico quando comparados aos controles saudaveis, mas
com relagéo a integridade do DNA no plasma néo foi encontrada
diferenca significativa”. Deve-se ressaltar, contudo, que
existem diferengcas metodoldgicas no que diz respeito a
mensuragéo do DNA no soro ou no plasma. Os niveis absolutos
de DNA livre encontrados em estudos que utilizaram o plasma
foram, em geral, inferiores aqueles que utilizaram o soro™.

Diversos estudos procuraram associar a deteccédo de
tumores com alteracdes genéticas presentes no DNA
circulante®. Nestes estudos, o diagndstico de cancer baseia-se
na analise do DNA extracelular e incluiu a detecgdo de
mutacdes em oncogenes e em genes supressores tumorais,
bem como em mudangas no perfil de metilagdo dos genes,
presenca de instabilidade de microssatélites e perda de
heterozigosidade. A descoberta de tais mutagdes no plasma ou
soro de pacientes oncoldgicos fornece uma evidéncia sélida da
liberagdo de acidos nucléicos na circulagdo por células
tumorais™.

Os primeiros relatos que descreveram mutagdes
associadas ao cancer no DNA circulante envolveram membros
da familia do oncogene ras"*. O produto do gene K-ras ativado
é responsavel pela transmissédo de um sinal de proliferagao ao
receptor celular. Estudos com o gene ras mutante foram
realizados em cancer gastrointestinal, onde alteragdes deste
oncogene sao predominantes. Mutagdes do proto-oncogene K-
ras no plasma foram sugeridas como um potencial marcador
para determinagao de risco no desenvolvimento de neoplasias
malignas, assim como para detecgao precoce da patologia, pois
as mutagdes encontradas no plasma correspondem aquelas do
tumor primario™*'. Hayashi et al.”? demonstraram a presencga da
mutacéo do gene K-ras no plasma de pacientes com neoplasia
maligna, entre as quais o cancer gastrico. Além disso, revelaram
o0 desaparecimento da mutagdo do gene K-ras em
aproximadamente 7 dias ap0s a realizacdo de cirurgia curativa
bem sucedida em pacientes com cancer gastrico.

Andlises de mutagdes no DNA plasmatico também
foram realizadas com relagédo ao gene TP53. O gene, localizado
no brago curto do cromossomo 17, € um dos prototipos dos
genes supressores tumorais e esta envolvido com a regulagéo
da proliferagédo celular, inibindo a divisdo da célula, além de
desempenhar um papel importante na apoptose. Mutagdes no
gene TP53 estéo entre as alteragbes genéticas mais comuns no
cancer em seres humanos®. Su et al* demonstraram que
mutacdes do gene TP53 podem ser detectadas no plasma de
pacientes com cancer gastrico. Schlechte et al.”® analisaram 25
pacientes com tumores do sistema gastrointestinal, incluindo
cancer gastrico, e observaram que 79% dos pacientes
apresentam mutacdes do gene TP53 detectaveis no plasma.
Além disso, descreveram que seis dos sete pacientes que
tinham mutagbes detectaveis no plasma apds o tratamento
apresentaram metastases.
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Alteracbes epigenéticas, mudangas reversiveis e
herdaveis no genoma funcional que nao alteram a seqiéncia
de nucleotideos do DNA, tais como hipo e hipermetilagcdo do
DNA, possuem um papel importante no desenvolvimento do
cancer. Mudangas nos padrbes de metilagdo tém sido
associadas com a expresséo alterada de um grande numero
de genes envolvidos no controle do ciclo celular e na
apoptose”. A metilagdo da regido promotora é um dos
mecanismos reguladores da atividade em genes supressores
tumorais e em proto-oncogenes, e ocorre precocemente no
mecanismo de carcinogénese®. Portanto, o perfil de
metilacdo do DNA circulante extracelular configura-se como
uma ferramenta promissora no diagnostico precoce de
malignidade, assim como indica alteragbes primarias
ocorridas no aparato genético que levam a tumorigénese'”.
As sequéncias promotoras de diversos genes apresentam
hipermetilagdo em tumores gastricos, o que geralmente
resulta no silenciamento da transcrigdo destes genes. Lee et
al.” estudaram o padréo de metilagéo de cinco genes (DAP-
quinase, E-caderina, GSTP1, p15 e p16) em amostras
pareadas de tumor e soro de 54 pacientes com cancer
gastrico observando que mais de 60% das amostras de soro
apresentavam o mesmo padréo de hipermetilagcdo aberrante
presente no DNA do tumor. Na mesma linha, Ichikawa et al.”
observaram que a hipermetilagdo de dois genes (p16 e E-
caderina) no DNA sérico livre de pacientes com cancer
gastrico estava relacionada com a presencga de tumor primario
no estdmago. O teste apresentou adequada especificidade
para diagnostico de cancer gastrico, apesar de ndo ter
demonstrado uma alta sensibilidade. Posteriormente, o
mesmo grupo de pesquisadores analisou se a sensibilidade
poderia ser aumentada se fosse analisado mais um gene
(RAR-beta, que codifica um receptor do acido retinoico), mas
nao houve aumento significativo da sensibilidade®.
Kolesnikova et al.*' estudaram o padrdo de metilacdo dos
genes MGMT, p15 e hMLH1 no plasma de 20 pacientes com
cancer gastrico e 22 individuos saudaveis, reportando que a
analise destes genes resultou em 75% de sensibilidade na
deteccdo de cancer gastrico, mas apresentou baixa
sensibilidade (54%). Estudos complementares que avaliem
um maior numero de genes e de pacientes ainda sao
necessarios para estabelecer a real utilidade da detecgao de
metilacdo aberrante no sangue de individuos com cancer
gastrico como marcador tumoral.

Ensaios envolvendo DNA circulante podem ser
usados para controlar a eficacia de tratamento cirdrgico, da
radioterapia e da quimioterapia”. Medidas freqiientes dos
niveis de DNA circulante parecem ser mais importantes do
que a afericdo Unica. Um aumento dos niveis de DNA
circulante sugere progressdo da doenca, em particular de
metastases. Além disso, a concentragdo de nucleossomos
circulantes parece corresponder ao estado clinico do paciente
apos quimioterapia e radioterapia. Como a maioria dos
quimioterapicos induz apoptose no cancer e, parcialmente,
em células normais, o contetdo de nucleossomos no sangue
pode ser usado para o controle da eficacia da terapia
antitumoral®.
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RNA CIRCULANTE E CANCER GASTRICO

Pode-se considerar surpreendente o fato de que o
RNA livre seja utilizado como um marcador prognostico devido a
sua instabilidade e facil degradagdo®. Sabe-se que a
concentracdo de RNase € maior em pacientes oncoldgicos do
que em individuos sadios, e as enzimas de degradagao do RNA
sdo extremamente estaveis. Entretanto, tem-se demonstrado
que o RNA livre circula ligado a outras moléculas, o que o
protege contra a degradagéao por nucleases. Questiona-se se o
RNA extracelular consiste apenas em um produto originado pela
morte celular ou se é ativamente secretado. Além disto, como
sdo necessarias altas concentragdes de nucleases para digerir
os acidos nucléicos, formulou-se a hipotese de que pudesse
existir uma forma resistente as nucleases, como hibridos
DNA:RNA®,

A correlagéo entre RNA circulante e o diagnostico de
tumores tem sido amplamente estudada®'. Em pacientes com
cancer, a quantidade de RNA circulante pode estar aumentada
em comparagao com individuos saudaveis, e podem existir
genes especificos de tumores passiveis de serem detectados
no plasma ou no soro a partir do RNA. Se por um lado sabe-se
que ao menos uma parcela do RNA circulante de pacientes com
cancer € secretada pelo proprio tumor, por outro ndo existe
ainda uma explicacdo sobre o motivo pelo qual os tumores
secretam RNA. Além disto, enquanto o RNA extracelular parece
indicar a presenga de tumores especificos, ainda nao foi
esclarecido se determinados complexos ou sequéncias de RNA
no soro ou no plasma poderiam ser utilizados como
biomarcadores de progressdo tumoral ou de resposta ao
tratamento34. Diversos tipos de RNA foram investigadas em
pacientes portadores de diferentes canceres, incluindo
componentes de telomerase, transcritos de RNA viral e outros
transcritos relacionados a tumores™. Algumas das espécies de
RNA relacionadas a tumores demonstraram correlagdo com
parametros clinicos e podem estar associadas a um pior
prognéstico. Amaioria dos estudos relativos ao RNA plasmatico
utilizou ensaios qualitativos, enquanto mais recentemente
alguns grupos aplicaram testes quantitativos™.

O RNA mensageiro (mRNA) caracteriza-se como
intermediario entre o gene codificado e o produto final — a
proteina —, e, no nivel celular, a concentragdo da respectiva
proteina é proporcional a quantidade de mRNA. Diferentes
tumores tipicamente expressam distintas formas protéicas, por
isto os respectivos mRNAs podem ser utilizados como
marcadores de triagem e monitoramento do cancer. Neste
sentido, a investigacdo de mRNA livre no sangue de pacientes
com neoplasia pode ser util para detecgdo precoce e
diagnéstico de diversas formas de cancer®. Estudos realizados
em pacientes com cancer gastrico analisaram principalmente a
presenca de mRNA livre no plasma dos genes hTERT e MUC1*
*. A glicoproteina de membrana MUC1 constitui-se como um
dos componentes da superficie celular ductal de células
glandulares normais, e sua superexpressao e glicosilacdo
aberrante ocorrem em células carcinomatosas®. A proteina
hTERT corresponde a subunidade catalitica da enzima
telomerase e atua como uma transcriptase reversa, ativando
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essa enzima. Como os teldmeros sdo encurtados em células
tumorais e a telomerase é ativada em células imortais,
sugere-se que a telomerase seja um potencial oncogene. A
superexpressao destes genes foi previamente correlacionada
com a progressé&o tumoral da neoplasia de estémago®.

Shin et al.* avaliaram os mRNA de cinco genes
(CEA, GalNAc-T, MUC1, c-MET e hTERT) na circulagao de
individuos com cancer gastrico como método diagnéstico
para a patologia. Os genes c-MET e hTERT demonstraram os
resultados mais promissores. A taxa de positividade do mRNA
hTERT foi de 46% no sangue periférico de pacientes com
cancer de estbmago, a mais elevada entre todas as outras
formas de mRNA, exceto o MUC1, que foi positivo em todas
as amostras, incluindo pacientes e os controles normais. A
deteccao foi correlacionada com a diferenciagdo do tumor e
metéastase em linfonodos regionais. O gene ¢c-MET, um proto-
oncogene, foi correlacionado com metastase distante e
metastase em linfonodos regionais e com o estadiamento do
cancer gastrico.

Tani etal.” analisaram a presenca de mRNA livre dos
genes hTERT e MUC1 em individuos com cancer gastrico, no
pré- e no pos-operatério observando a presenga de mRNA
circulante em 6 individuos (15%) com cancer no periodo pré-
operatorio e em apenas 2 pacientes apds a gastrectomia,
sendo que o grupo de individuos sem neoplasia nao
apresentou mRNA circulante em nenhum individuo analisado.
A producéo abundante de mRNA dos genes hTERT e MUC1
em tumores gastricos e sua liberagdo na circulagéo através
dos vasos recém formados do tumor podem permitir sua
deteccdo no sangue periférico de pacientes com cancer
gastrico. Outra hipotese para a presenga destes mRNAs no
sangue é através de sua liberagdo por necrose ou apoptose
das células cancerigenas.
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CONCLUSAO

Os acidos nucléicos liberados na circulagao refletem
processos fisioldgicos e patologicos do corpo humano. Neste
sentido, a possibilidade de isolar moléculas de DNA e RNA
extracelulares no plasma e no soro surge como uma
ferramenta valiosa na deteccéo precoce do cancer gastrico,
doenca em que sdo empregados procedimentos invasivos
para o estabelecimento do diagndstico. Sob o ponto de vista
de progndstico, acidos nucléicos circulantes podem ser
utilizados no controle da eficacia do tratamento cirurgico, da
radioterapia e da quimioterapia empregados no cancer
gastrico.

Declaracgéao de conflito de interesses: nada a declarar
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Analise da soroprevaléncia de HBsAg e ANTI-HBc em
doadores de sangue na regiao de Campo Mourao*

Analysis of seroprevalence of HBsAg and anti-HBc in blood donors in
the region of Campo Mourao

Hiandra Justi Vicente'; Aline Paula Isolani’®

(RESUMO -A infecgao pelo virus da hepatite B (VHB) é um importante problema de saude publica mundial. A Organizagéo\
Mundial de Saude estima que cerca de dois bilhdes de pessoas no mundo ja tiveram contato com o VHB. O objetivo deste
estudo é pesquisar a prevaléncia de individuos Anti-HBc e HBsAg reagentes entre os doadores de sangue na regido de
Campo Mourao. Foram consultados os prontuarios dos doadores de sangue do Hemonucleo de Campo Mour&o do ano de
2007, referentes a reatividade para o HBsAg e anti-HBc. A soroprevaléncia de HBsAg foi de 0,48% e de anti-HBc foi de
4,8%. Esta pesquisa podera auxiliar a saude publica na adogéo de estratégias e implantacdo de novas politicas de
prevencao e controle do VHB e também podera ser utilizado como fonte de consulta sobre a incidéncia da hepatite B na
regido da COMCAM.

kPalavras-chave: Hepatite B; Prevaléncia; HBsAg; Anti-HBc. y
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SUMMARY - Hepatitis B Virus infections (HBV) have been a serious world health problem. The World Health Organization
believes that about two billion people have already been in touch with the HBV around the world. The aim was to find the
prevalence of individuals Anti-HBc and HBsAg reagents among blood donors in the region of Campo Mour&o. During this
research, it was looked at the results of tests concerning reactivity for the HBsAg and anti-HBc carried out on donators who
have donated in 2007 at the Hemonducleo (Collection Centre of Blood) in the city of Campo Mourdo-Parana. The
seroprevalence of HBsAg was 0,48% and anti- HBc was 4,8%. This research may help the public health with donation
strategies and with implantation of new policies for preventing and controlling HBV and it will also be used as source for the

incidence of HBV in the region of COMCAM (Campo Mouréo
\ Keywords: Hepatitis B; Prevalence; HBsAg;, Anti-HBc.

Region).

INTRODUGAO

A infeccéo pelo virus da hepatite B (VHB) é um
importante problema de saude publica mundial, podendo
evoluir para cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular®.
Estima-se que existam aproximadamente 350 milhdes de
portadores cronicos desse virus distribuidos em varias
regides no mundo™.

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude,
cerca de dois bilhdes de pessoas no mundo ja tiveram
contato com o VHB™. No Brasil, pelo menos 15% da
populacéo ja teve contato com o virus e 1% apresenta
doenca crénica’.

No Brasil, a infecgdo pelo VHB ¢é mais
prevalente nos estados do Amazonas, Mato Grosso e na
regi&o Sul’.

Classifica-se atualmente o VHB como protétipo
de um virus pertencente a familia hepadnaviridae®. Trés
antigenos s&o produzidos na infecgdo por VHB: a)
antigeno de superficie do VHB (HBsAg): € o primeiro
marcador que aparece no curso da infecgéo pelo VHB, b)
antigeno e do VHB (HBeAg): é detectavel no soro durante
a replicacdo viral e c) antigeno central (core) do VHB
(HBcAQ): identifica individuos que entraram em contato
com OVHB‘\O,12,1S,17.

O VHB pode ser transmitido pelo contato com sangue
ou outros fluidos corporais por meio das vias parenteral
(agulhas, seringas e outros perfurocortantes contaminados),
sexual e vertical (da mée parafilho)™’.

Classicamente, sdo considerados como grupos de
maior risco de exposigdo ao virus os profissionais de saude,
usuarios de drogas, hemofilicos, hemodialisados, contatos
familiares e receptores de transfus&o sanguinea e derivados'®.

A vacina contra o VHB ¢é a forma mais eficaz para a
prevencado da hepatite B e tem proporcionado um grande
avango no controle desta enfermidade’.

Este estudo tem o objetivo de pesquisar a prevaléncia
de individuos que ja tiveram contato com o VHB (Anti-HBc
reagente) e individuos infectados pelo VHB (HBsAg reagente)
entre os doadores de sangue na regido de Campo Mouréao
(COMCAM).

Serao considerados aspectos epidemiolégicos como
faixa etaria e sexo, para dar suporte a saude publica na
intervencéo e adogéo de estratégias de prevengéo e controle do
virus.

MATERIAL E METODOS

A metodologia de estudo deste trabalho foi descritivo-
exploratodrio, de natureza quantitativa, realizado no Hemonucleo
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de Campo Mouréo (Campo Mourédo é a sede da COMCAM,
estabelecida na microrregiao 12, agregando 25 municipios,
totalizando uma populagédo de aproximadamente 346.000
habitantes), que recebe doagbes diariamente de todos os
municipios da COMCAM.

Os dados dos doadores da regido foram coletados
através de consultas aos prontuarios no Hemovida que € um
sistema informatizado. Foram analisadas as doagbes de
sangue realizadas do dia 01/01/2007 a 31/12/2007 e
selecionadas referentes a reatividade para o HBsAg e Anti-
HBc. Também foram considerados, neste estudo, dados
epidemiolégicos como faixa etaria e sexo.

Os dados coletados foram agrupados por
similaridade das informagdes e os resultados apresentados
em graficos de frequéncia.

Esse estudo preservou o anonimato dos individuos
pesquisados, considerando as normas éticas envolvendo
pesquisas com seres humanos.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité Permanente de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos do CEIl (Centro
Educacional Integrado/Faculdade Integrado de Campo
Mourao- PR) conforme numero de protocolo 2909.

RESULTADOS

O Hemonucleo de Campo Mourdo recebeu, de
01/01/2007 a 31/12/2007, 5342 doadores, dos quais 26
(0,49%) apresentaram-se HBsAg reagente e 257 (4,81%),
anti-HBc reagente (figura 1).

4 )

B Nao reagente
B Anti-HBc reagente

4,81%
HBsAg reagente

0,49%

Figura 1: Percentagem de amostras regentes e

Verificou-se que dos 257 casos registrados com anti-
HBc reagente (Figura 3), 169 (65,76%) eram doadores do sexo
masculino e 88 (34,24%) do sexo feminino.
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Figura 3: Casos reagentes encontrados para anti-HBc

nao reagentes para HBsAg e reagentes para anti-HBc )

Dos 26 casos registrados com HBsAg reagente
(figura 2), 18 (69,23%) foram encontrados em individuos do
sexo masculino e 8 (30,77%) do sexo feminino.
Considerando-se a faixa etaria dos doadores, a
soroprevaléncia entre 18 e 29 anos foi de 12 casos
(46,15%%), sendo 30.76% do sexo masculino e 15,38% do
sexo feminino. Entre 30 a 60 anos, foram registrados 14 casos
(53,84%), sendo 38,46% homens e 15,38% mulheres. Nao
houve registro de caso em doadores acima de 61 anos em
ambos 0s sexos.
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\_ Figura 2: Casos registrados de HBsAg reagente )
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A faixa etaria de 18 a 29 anos apresentou 86 casos
(33,46%) dos quais 22,56% sao do sexo masculino € 10,89%
sdo do sexo feminino. Dos pacientes de 30 a 60 anos, foram
registrados 167 (64,98%) doadores com reatividade para anti-
HBc, sendo que 42,02% s&do homens e 22,95% sao mulheres.
Entre os doadores acima de 61 anos a reatividade para anti-HBc
totaliza 4 casos (1,56%), dos quais 1,17% sdo do sexo
masculino e 0,39% sao do sexo feminino.

DISCUSSAO

A prevaléncia de HBsAg reagente em 0,48% dos
doadores de sangue no Hemonucleo de Campo Mouréo reflete
um percentual inferior a varios estudos de soroprevaléncia
realizados em diferentes cidades do Brasil. No Hemocentro de
Ribeirao Preto - SP, foram registrados 0,6% de doadores com
testes de HBsAg reagente®. O Hemocentro de Sergipe, entre os
anos de 2004 e 2006, registrou um aumento na freqiiéncia de
reatividade para HBsAg de 0,96% até 1,77% (20) similar ao
Hemocentro de Campinas (1,52%) (11)e a Apucarana - PR
(1,2%)".

Baseado na taxa de HBsAg encontrada, podemos
considerar a regido de Campo Mourao como uma area de baixa
endemicidade (menor que 2%)".

Neste trabalho encontrou-se uma maior
soroprevaléncia de HBsAg em doadores do sexo masculino
(69,23%), semelhante a encontrada em individuos do Para
(62,6%)’. Também foi semelhante aos resultados encontrados
em doadores do Hemocentro de Apucarana (100%)° e de
Ribeiréo Preto-SP (92,98%)™.

A concordancia destes resultados indica uma maior
exposicado do homem aos riscos de infecgéo, seja pelo maior
numero de parceiros sexuais, homossexualismo,
compartilhamento de lamina de barbear, maiores riscos de
acidente com necessidade de transfuséo, hemofilia, etc."® ou
simplesmente pelo fato da maioria dos doadores de sangue
serem homens.

N&o houve registro de HBsAg reagente em individuos
acima de 61 anos; isto pode ser explicado pelo fato de que
doacdes de sangue s&o permitidas para individuos de 18 a 60
anos, anao ser que seja por autorizacdo médica.

A prevaléncia de anti-HBc reagente neste estudo é de
4,8%, inferior aos estudos realizados no estado do Acre
(54,8%)"', em Apucarana (25,5%)°, Campinas (11,5%)" e
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Ribeirdo Preto (8,7%)* e sendo superior apenas ao Sergipe
(3,75%) * e Santiago-RS (1,59%)’.

Considerando-se o sexo dos doadores, assim como
na analise de HBsAg, obteve-se maior soroprevaléncia de
Anti-HBc no sexo masculino (65,76%), assemelhando-se ao
estudo realizado noAcre (60,1%)".

Na comparagéao por faixa etaria, pdde-se observar,
nos individuos de 30 a 60 anos, a maior soroprevaléncia:
53,84%, HBsAg reagente e 64,98%, anti-HBc reagente. Estes
dados refletem a dificuldade de encontrar doadores de
sangue, pois os individuos com reatividade para esses
marcadores sorologicos sao considerados inaptos para
doacao de sangue.

Contudo, vale ressaltar que a vacinagéo é o método
mais eficaz para a prevengédo da hepatite B, sendo muito
importante para auxiliar na reducdo dos gastos,
principalmente com o transplante hepatico, que € altissimo.
Como pdode-se ver, em um estudo realizado no SUS (Sistema
Unico de Salde) brasileiro, o gasto médio anual por paciente
variou de R$ 462,37 na hepatite cronica sem tratamento
antiviral, até R$ 87.372,60 no primeiro ano apds o transplante
hepatico’.

Esta pesquisa podera auxiliar a saude publica na
adocao de estratégias e implantacdo de novas politicas de
prevengéao e controle do VHB, sendo muito importante para
populagdo receber informagdes, na forma de palestras
educativas nas escolas ou na radio local, no sentido de
conhecer as medidas preventivas do VHB.

Este estudo podera colaborar com outros autores,
permitindo um comparativo epidemiolégico com outras
regibes e, também, podera ser utilizado como fonte de
consulta sobre a incidéncia da hepatite B na regido da
COMCAM.
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Avaliacao do tratamento com o 6leo essencial do
Allium sativum (alho) em pacientes parasitados
Evaluation of treatment with the essential oil of
Allium sativum (garlic) in patients infected
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(RESUMO - Investigou-se a prevaléncia das enteroparasitoses em pacientes atendidos pelo PSF do bairro Renascer I, da)
cidade de Cabedelo e estudou-se a atividade antiparasitaria das capsulas de 6leo de alho. Uma palestra foi apresentada no
PSF e distribuiram-se coletores de fezes. Mulheres parasitadas foram submetidas ao tratamento durante 15 dias com as
capsulas de 6leo de alho. As fezes foram coletadas no 7° e 15° dia apds o inicio da ingestdo. Das 130 amostras analisadas,
104 (80%) foram do sexo feminino e 26 (20%) do sexo masculino. Houve 64 (49,2%) amostras negativas e 66 (50,8%)
amostras positivas. Afrequéncia dos enteroparasitas foi: A. lumbricoides 13,1%, T. trichiura 3,8% , Ancylostomidae 2,3%, S.
stercoralis 0,7%, S. mansoni 0,7%, E. nana 30,8%, E. histolytica/E. dispar 13,8%, E. coli 10,0%, G. intestinalis 3,1%, I.
bustchlii 1,5%. Para o tratamento com as capsulas de 6leo de alho, durante 15 dias, foi selecionada uma aostra de 23
mulheres foram submetidas ao tratamento, das quais, 11 com amebiase, 9 com ascaridiase, 2 com giardiase e 1 com
ancilostomiase. No 8° dia de tratamento todas as pacientes apresentaram exames positivos. No 16° dia, 2 pacientes
apresentaram exames negativos, estando parasitadas por E. histolytica/E. dispar. A freqiéncia de enteroparasitos foi
elevada. O tratamento n&o evidenciou atividade antiparasitaria do 6leo de alho.

\ Palavras-chave: enteroparasitoses, Allium sativum, fitoterapicos. )

(SUMMARY - The prevalence of intestinal parasites in patients of the district Renascer PSF lll, in the city of Cabedelo was )

investigated and studied the antiparasitic activity of the capsules of garlic oil. Women parasitized been treated for 15 days
with capsules of garlic oil. Fecal material was collected at 7 and 15 days after the start of ingestion. Of the 130 samples
analyzed, 104 (80%) female and 26 (20%) male. There were 64 (49.2%) negative samples and 66 (50.8%) positive samples.
The frequency of intestinal parasites were: A. lumbricoides 13.1%, T. trichiura 3.8%, Ancylostomidae 2.3%, S. stercoralis
il 0.7%, S. mansoni 0.7%, E. nana 30.8%, E. histolytica/E. dispar 13.8%, E. coli 10.0%, G. intestinalis 3.1%, 1. bustchlii 1.5%.
\ For treatment with garlic oil capsules, for 15 days, was selected one sample of 23 women underwent the treatment, of which
| 11 with amebiasis, 9 with ascariasis, 2 with giardiasis and 1 with hookworm. On the 8th day of treatment all patients had
positive results. On day 16, two had tested negative, while parasitized by E. histolytica/E. dispar. The frequency of intestinal
parasites was high. The treatment did not reveal antiparasitic activity of garlic oil.
kKeywords: intestinal parasites; Allium sativum, phytoterapics. )

um questionario em uma comunidade de Joao Pessoa, situada
no bairro Valentina Figueiredo, evidenciou que a planta mais
utilizada pela populagédo para tratar e prevenir
enteroparasitoses € o alho, fato este que justificou a escolha
desta planta para a realizagao da pesquisa.

O Allium sativum (alho) é uma Planta herbacea
bulbosa, pertencente a familia Liliaceae, e é utilizado desde os
primordios da humanidade, sendo utilizado no tratamento das
mais variadas doengas™*. No que concerne & histéria do uso do
alho é interessante observar como diferentes culturas
utilizavam o alho para diversas finalidades. Ha evidéncias de
que durante as olimpiadas, na Grécia antiga, os atletas
utilizavam alho como alimento para aumentar a forca®. Na
medicina chinesa, o alho foi prescrito para o tratamento de
diarréia e verminoses. Na Europa, o alho era prescrito para o

INTRODUGAO

1 As enteroparasitoses sado doengas
cosmopolitas com maior prevaléncia em regibes
| tropicais. Apresentam determinantes ambientais e
' sociais e elevada prevaléncia em regides com
deficiéncias sanitarias, educacionais e condigdes
inadequadas de habitacdo”. No Brasil, ainda se
encontram bastante disseminadas e constituem
afeccbes com grandes repercussdes na saude do
individuo, sendo uma ameacga constante a saude
publica®.
Na literatura encontramos referéncias ao uso de
plantas medicinais destinadas ao tratamento das
parasitoses intestinais. Entre as mais utilizadas

popularmente encontramos o Allium sativum (alho) que é
usado para a prevengdo de disenterias amebianas,
ainda, as folhas de Mentha x villosa (hortela miuda) séo
utilizadas na amebiase e giardiase e para o tratamento da
ascaridiase e ancilostomiase é bastante comum o uso do
Chenopodium ambrosioides (mastruz)’®. Um projeto
piloto realizado pelos autores por meio da aplicacdo de

tratamento de desordens digestivas, renais e parasitoses e
ainda para ajudar durante o trabalho de parto. Na Inglaterra, o
alho era usado para combater a dor de dente e a constipagéo’.
Entretanto, foi somente ha trés décadas que as propriedades do
alho foram cientificamente investigadas®.

A maioria dos estudos referentes ao alho nos ultimos
anos esteve principalmente focada nos campos das doencgas
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cardiovasculares®. Alguns destes efeitos sdo citados na
Resolugédo RE n° 89, de 16 de margo de 2004, publicada pela
ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, que
determina a “Lista de registro simplificado de fitoterapicos”,
em que constam 34 espécies de plantas, entre elas o Allium
sativum®. Nesta resolugéo, ha indicagéo do uso do alho como
coadjuvante no tratamento da hiperlipidemias e hipertensao
arterial leve e prevencédo da aterosclerose, ndao havendo
nenhuma indicagao do alho como antiparasitario, por caréncia
de informagdes cientificas. Apesar de varios estudos
cientificos terem documentado os efeitos cardioprotetores do
alho, muitos resultados sobre a real atividade terapéutica
desta planta ainda sao bastante questionados. Durante a
Ultima década (1993-2002), 18 estudos clinicos foram
publicados relativos ao efeito hipocolesterolémico do alho.
Destes, em nove estudos n&do se evidenciou efeito
significativo®.

No presente trabalho, procurou-se investigar a
prevaléncia das principais enteroparasitoses em pacientes
atendidos pelo Programa de Satde da Familia (PSF) do bairro
Renascer lll, da cidade de Cabedelo, estado da Paraiba e
estudar a atividade antiparasitaria das capsulas de 6leo de
alho fornecidas pelo laboratorio Herbarium, utilizados em
individuos acometidos pelas seguintes patologias:
ascaridiase (Ascaris lumbricoides), ancilostomiase
(Ancylostoma duodenale/Necator americanus), giardiase
(Giardia lamblia) e amebiase (Entamoeba histolytica) de
acordo com as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisa em Seres Humanos da Resolugdo n° 196/96 do
CNS/MS.

MATERIAL E METODOS

A primeira etapa do estudo consistiu na
apresentacao de uma palestra, apresentada na propria sede
do PSF, sobre a prevengéao das principais enteroparasitoses e
explicacao sobre a natureza da pesquisa. Na ocasido, os
individuos adultos que aceitaram participar do projeto
receberam coletores para posterior realizagcdo do exame
parasitolégico de fezes (EPF). Os EPF foram realizados no
Laboratério de Parasitologia Clinica do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal da Paraiba.
Cada participante forneceu uma amostra de fezes em
coletores apropriados sem conservantes. As analises foram
realizadas pelo método de sedimentacdo esponténea
segundo Lutz (1934), realizando-se trés leituras de cada
preparagao.

O estudo prosseguiu com a divulgagdo dos
resultados dos exames realizados. As mulheres que
apresentaram resultados positivos para as enteroparasitoses
(ascaridiase, ancilostomiase, giardiase ou amebiase) com
forma leve da doenca e ainda sem tratamento antiparasitario,
foram convidadas a continuar na pesquisa, parametros estes
que foram utilizados como critérios de incluso.

Aetapa seguinte do estudo consistiu na avaliagéo de
cada paciente. Inicialmente elas foram submetidas a exames
fisicos (antropometria, pressdo arterial, temperatura,
frequiéncia de pulso) e aquelas que apresentaram higidez na
avaliagdo fisica foram submetidas a exames de analises
clinicas, ou seja, apds a avaliagao fisica inicial as voluntarias
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selecionadas foram encaminhadas ao Hospital Universitario
Lauro Wanderley/UFPB pela manha, sendo-lhes coletado o
sangue em tubos com o anticoagulante EDTA (para
determinacdo de parémetros hematoldgicos) e em tubos com
gel separador — Microtainer Becton Dickson — para obteng¢éo do
soro e determinagdo de parametros bioquimicos, sendo
solicitado um jejum de doze horas. As pacientes que
demonstraram alteragdes laboratoriais nos exames de analises
clinicas, e que revelaram disfungdo hepatica, renal, diabetes,
portadoras de hipertensdo arterial e alteragbes cardiacas,
gravidas, alcodlatras (100 mg de alcool/dL de sangue) e em uso
de alguma medicacgao, foram excluidas da pesquisa.

Apbs a selegdo das voluntarias segundo os critérios de
exclusao e inclusdo, as pacientes receberam as capsulas de
6leo de alho a serem tomadas. Na composi¢ao de cada capsula
podiam ser encontrados 247,4 mg de 6leo de soja e 2,6 mg de
6leo essencial de alho. A ingestdo diaria consistiu em 02
capsulas de 6leo de alho com equivaléncia a 7,34 g de alho cru.
As voluntarias foram acompanhadas e monitoradas durante o
tratamento e assinaram diariamente um termo de
responsabilidade no tocante a ingestao das referidas capsulas.
As atividades de rotina e dieta foram mantidas normalmente. As
voluntarias foram orientadas a relatar aos pesquisadores
qualquer reagdo adversa e foram avaliadas de acordo com o
protocolo experimental elaborado previamente pelos mesmos.
A seguir, em datas previamente agendadas, as fezes destas
pacientes foram coletadas no 8° e 16° dia apds o inicio da
ingestdo das capsulas para a realizagdo de exames
parasitolégicos de fezes (EPF) pelos métodos de Hoffman,
Kato-katz , Willis e Ritchie.

No que concerne aos aspectos éticos, o projeto de
pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Lauro Wanderley da Universidade
Federal da Paraiba (protocolo n® 040/07). O delineamento do
estudo seguiu as normas estabelecidas na Resolugéo 196/96
(CNS)? que regulamenta a pesquisa em seres humanos e
baseado na Resolugéo 251/97 (CNS)", que normatiza os testes
clinicos de novos medicamentos. Todos os individuos que
participaram do projeto receberam explicagdo verbal dos
procedimentos e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, no qual constavam todas as informagoes relativas
ao estudo, bem como a autorizagdo pelo participante da
publicacéo dos resultados obtidos, sendo resguardado o seu
anonimato.

RESULTADOS

O projeto contou com a participagéo de 130 pessoas
para a realizagdo do exame parasitolégico de fezes, dos quais
80% (104 pacientes) do sexo feminino e 20% (26 pacientes) do
sexo masculino, com faixa etaria entre 18 e 59 anos. Os
resultados mostraram que 49,2% (64) das amostras foram
negativas e 50,8% (66) foram positivas. Os maiores percentuais
de positividade foram registrados nas amostras provenientes do
sexo feminino 87,9% (58). Entre os homens que realizaram o
exame encontrou-se um indice de positividade de 12,1% (8).

Das amostras positivas (n=66), observou-se uma
diferenga quanto a distribuicdo de helmintos e protozoarios. As
amostras de protozoarios corresponderam a 57,6% (38), as de
helmintos a 31,8% (21) e as de helmintos/protozoarios a 10,6%
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(7). No que concerne ao grau de exposicdo aos
enteroparasitos, 53% (35) das amostras foram
monoparasitados e 47% (31) apresentaram duas ou mais
espécies de parasitas (biparasitados ou poliparasitados). A
tabela 1 mostra as associagdes mais freqiientes e verifica-se
que em praticamente todas foi encontrada a presenga de
Endolimax nana.

A freqUéncia de enteroparasitas na populagéo
estudada mostrou-se variada como mostra os graficos 1 e 2.
O protozoario Endolimax nana e o helminto Ascaris
lumbricoides foram os parasitos mais encontrados nas
amostras fecais, apresentando em conjunto um percentual de
43,9% .

Os resultados dos exames parasitolégicos de fezes
foram entregues a todos os participantes da pesquisa em data
previamente agendada. Na ocasido da entrega, os
participantes receberam por parte dos pesquisadores
explicagdes referentes ao parasito encontrado no EPF e em
seguida foram encaminhados para tratamento no proéprio
PSF. As 36 pacientes que apresentaram exames positivos
para ascaridiase, ancilostomiase, giardiase ou amebiase
foram convidadas a continuar na pesquisa, sendo que 23
participaram da pesquisa até o final, 12 ndo quiseram
participar e apenas 1 desistiu durante a realizagédo do exame
fisico.

As 23 pacientes que participaram apresentavam-se
monoparasitadas ou poliparasitadas, tendo sido tomado
como critério de incluséo a presenga dos parasitos escolhidos
para a pesquisa. O tratamento foi realizado com 11 pacientes
infectadas com Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar, 9
com Ascaris lumbricoides, 2 com Giardia lamblia e 1 com
Ancilostomideos.

Na analise do material fecal obtido no 8° dia, apos
iniciado o tratamento, evidenciou-se positividade em todos os
EPF das pacientes, fato atribuido a presenga de cistos de
protozoarios e ovos de helmintos. Na Ultima avaliagéo, que foi
realizada no 162 dia, 91,3% (21) continuaram com exames
positivos e apenas 8,7% (2) apresentaram exames
parasitolégicos negativos, sendo estes parasitados por
Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar. Estes resultados
ndo foram considerados significativos apds a analise
utilizando o teste qui-quadrado.

Tabela 1: Distribuicdo das associagbes entre enteroparasitas e
comensais detectadas em adultos atendidos no PSF do Renascer I
em Cabedelo-PB

Associagoes Numero %

A. lumbricoides/ G. lamblia/ E. nana 1 3,2%
A. lumbricoides/ I. buitschlii/E. nana 1 3,2%
A. lumbricoides/ E. coli/E. nana 1 3,2%
A. lumbricoides/ E. nana 3 9,7%
Ancylostomidae/ E. nana 1 3,2%
G. lamblia/ E. nana 2 6,5%
E. coli/ E. nana 5 16,1%
E. histolytica/ E. coli/ E. nana 4 12,9%
E. histolytica/ I. bustchlii/E. nana 1 3,2%
E. histolytica/E. nana 11 35,5%
E. histolytica/ E. coli 1 3,2%

Total 31 100%
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W Ascaris lumbricoides
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[ Schistosoma mansoni

Grafico 1: Quantidade e frequéncia de helmintos nos pacientes
(n=130) do PSF no Renascer Il em Cabedelo-PB
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10% Entamoeba dispar
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M /odamoeba bustchlii

Grafico 2: Quantidade e freqliéncia de protozoarios
nos pacientes (n=130) do PSF no Renascer Il em Cabedelo-PB

DISCUSSAO

A apresentacao da palestra direcionada a prevengao
de parasitoses representou uma boa estratégia de inser¢ao dos
pesquisadores na comunidade de Cabedelo. Foi possivel
constatar as necessidades, anseios e expectativas da
comunidade para a realizagédo do projeto de modo a permitir que
os pesquisadores pudessem planejar de maneira mais efetiva
as atividades a serem desenvolvidas na execucéo do projeto.
Segundo Pereira (2003) a pratica educativa em saude refere-se
as atividades voltadas para o desenvolvimento de capacidades
individuais e coletivas visando a formagao do ser sadio. As
agbes de saude ndo sdo apenas processos de intervengao
sobre a doenga, mas procedimentos destinados a fazer com
que o individuo e a coletividade disponham de meios para a
manutengao ou recuperagao do seu estado de saude, no qual
estdo relacionados os fatores organicos, psicoldgicos, socio-
econdmicos e espirituais.

O presente trabalho contou com uma maior
participagéo das mulheres (80%) o que pode ser justificada por
fatores como: menor procura pelos servigos disponibilizados
pelo PSF pelos individuos do sexo masculino e,
consequentemente, menor preocupagao destes com a saude,
uma resisténcia dos individuos do sexo masculino em realizar
exames parasitologicos de fezes, fato evidenciado durante a
realizagao da palestra educativa.

As enteroparasitoses sofrem variagdes conforme a
regido de cada pais, as condi¢des de saneamento basico, o
nivel sécio-econdmico, o grau de escolaridade, a idade e os
habitos de higiene de cada individuo e representam assim, um
importante problema de saude publica®. A elevada frequéncia
de enteroparasitos (50,8%) na comunidade estudada reflete a
precariedade das condi¢cbes sanitarias e educacionais das
mesmas. Os fatores determinantes do elevado parasitismo
foram atribuidos a baixa renda familiar, familias numerosas
residindo no mesmo domicilio, as baixas condi¢des de higiene e
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ao pouco conhecimento da profilaxia de protozoarios e
helmintos, fatos comprovados pelos questionarios socio-
culturais respondido no dia da palestra educativa.

A maior frequéncia de protozoarios do que de
helmintos entre os adultos analisados corroboram com
estudos anteriormente realizados por FREITAS et al. (2005)
no municipio do Conde-PB que encontraram uma maior
prevaléncia de helmintos em criangas e uma maior
prevaléncia de protozoarios em idosos.

A presenca simultanea de duas ou mais espécies de
parasitas foi freqiente e em praticamente todas as
associagdes foram encontradas a presenca de Endolimax
nana. Sabe-se que esse protozoario € comensal, mas tem a
mesma fonte de infecgcdes que outros protozoarios
patogénicos'.

O Ascaris lumbricoides foi o helminto mais
prevalente e consiste na espécie mais conhecida entre os
nematédeos. E popularmente conhecido como lombriga ou
bicha, causando a doenga denominada ascaridiase®. Este
fato chamou a atengdo na pesquisa, pois a populacdo
participante conhecia o helminto como “verme comum”, nome
nao referenciado na literatura, mas que pode ser justificado
pela presencga constante deste helminto entre os adultos.

A prevaléncia elevada de A. lumbricoides constitui
um importante indicador do estado de salude de uma
populacéo, pois reflete as precarias condi¢cdes sanitarias.
Encontram-se na literatura varios fatores que interferem na
sua prevaléncia tais como: nivel educacional, tipo de
comunidade, grande concentracéo de individuos vivendo em
condicdes precarias de saneamento basico, nivel
socioeconémico, acessibilidade a bens e servigos, estado
nutricional e fatores ambientais como, por exemplo, a
temperatura e umidade™? .

O Trichuris trichiura, o segundo helminto mais
prevalente, € responsavel pela doenga conhecida como
tricuriase. E uma parasitose cosmopolita, com maior
incidéncia em climas quente e umidos e é frequentemente
associada ao Ascaris lumbricoides”. Acredita-se que a menor
incidéncia de ancilostomideos, verificada no nosso estudo,
possa estar relacionada ao fato de que os enteroparasitas
mais encontrados sejam de transmissdo oral. Os baixos
indices de Strongyloides stercoralis e a ndo ocorréncia de
Enterobius vermicularis e Taenia sp, na amostra investigada,
podem estar relacionados ao método coproparasitoldgico
utilizado. A escolha do método baseou-se na abrangéncia e
no custo do mesmo, no entanto inespecifico para
determinadas espécies de helmintos.

A presencga de enterocomensais (E. nana, E. colie .
bustchlii) apesar de ndo serem causadores de doengas,
apresenta 0 mesmo mecanismo de transmissao de outros
protozoarios patogénicos, como Giardia lamblia e Entamoeba
histolytica e podem servir como um indicador das condi¢des
sécio-sanitarias e facilitar um melhor entendimento da
epidemiologia das enteroparasitoses” .

A frequéncia de Entamoeba histolytica/Entamoeba
dispar foi considerada alta quanto comparada a outros
estudos. Resultados obtidos por Braga et al. (2001)
demonstraram uma prevaléncia de 14,9 % para Entamoeba
histolyticaem uma comunidade na periferia de Fortaleza. Este
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estudo reforga ainda mais a endemicidade deste parasito na
regido Nordeste do pais. De acordo com Neves (2005), a
amebiase pode atingir todas as idades, sendo mais frequente
nos adultos.

Os resultados demonstraram uma baixa frequiéncia de
Giardia lamblia, que pode ser justificado pela faixa etaria
escolhida para a pesquisa. Levantamentos parasitoldgicos ja
realizados demonstraram que a giardiase é uma das principais
parasitoses intestinais entre criangas brasileiras®. Estudos
realizados por Tavares-Dias et al. (1999) demonstraram que a
giardiase ocorreu predominantemente em criangas de 0 a 15
anos de idade e em individuos adultos ndo se evidenciou tal
infestacao.

Dados disponiveis na literatura apontam que a
realizagcdo de um unico exame parasitoldgico de fezes pode ser
insuficiente para realizar o diagndstico preciso de Giardia
lamblia, pois este protozoario apresenta o periodo negativo, ou
seja, a eliminagédo de cistos pelo individuo parasitado n&o é
constante, podendo levar a resultados falso-negativo™. A
obtencdo de mais de uma amostra fecal por participante,
procedimento que poderia aumentar a sensibilidade de
detecgao de cistos de Giardia lamblia, ndo foi realizado devido
as possiveis dificuldades operacionais que poderiam ser
encontradas.

Os helmintos e protozoarios mais encontrados
apresentam o mesmo mecanismo de transmissdo, ou seja,
ingestdo de ovos e cistos, respectivamente. Este fato pode
ocorrer principalmente através da ingestdo de agua ou
alimentos contaminados o que justifica uma possivel
contaminagao na comunidade.

Apesar dos resultados no nosso trabalho n&o terem
sido estatisticamente significativo, as possiveis propriedades
antiparasitarias do Allium sativum nao devem ser descartadas,
em concordancia com o que é descrito em artigos publicados
em revistas cientificas e considerando que o éleo essencial de
alho foi administrado apenas nadose de 5,2mg .

O alho vem sendo utilizado desde a antiguidade para o
tratamento de parasitoses intestinais. A alicina é reportada na
literatura por apresentar atividade antibacteriana, antifungica. A
atividade in vitro da alicina foi comprovada para enteroparasitas
como Entamoeba histolytica e Giardia lamblia’. Embora seja
recomendado no tratamento de parasitoses intestinais em
humanos e animais, os estudos reportados na literatura
apresentam variagdes quanto a padronizagdo da dose e da
forma em que o alho é utilizado e desta forma os resultados
apresentam-se variados. Estudos realizados em caprinos, para
avaliar os efeitos do suco de alho, na dose de 1g de suco de
alho/kg de peso, por oito dias, sobre nematdédeos
gastrintestinais demonstraram que este tratamento nao foi
eficiente no controle desses parasitas®.

A avaliagdo da atividade antiparasitaria do alho foi
investigada em bezerras da raca nelore que estavam infectadas
com nematddeos gastrintestinais. O tratamento foi realizado
com alho desidratado adicionado a ragdo e a analise dos
resultados nado evidenciou diferenga significativa entre os
grupos tratados e controle9. Em estudo realizado com 70
frangos infectados naturalmente com Heterakis gallinarum, no
qual utilizou-se suco de alho por 3 dias consecutivos, foi
verificado que ndo houve atividade antihelminica significativa®.
O efeito da administragdao do alho na alimentacdo sobre a
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alteracdo da carga de carrapatos, moscas-dos-chifres,
moscas dos estabulos e mosca doméstica foi investigado
utilizando-se 16 vacas de raga holandesa, sendo que o alho
apresentou baixa eficacia no controle de carrapatos e
ineficacia no controle de moscas®.

O efeito anti-helmintico do alho foi avaliado em
criangas parasitadas pelo Ascaris lumbricoides. Elas foram
tratadas durante cinco dias com oito gramas de alho por dia,
na forma de infusdo. Os resultados demonstraram pouca
eficacia no tratamento™.

Estudos realizados em camundongos albinos swiss,
naturalmente infectados com Aspiculuris tetraptera,
demonstraram que o alho apresenta atividade anti-helmintica
quando os animais foram tratados oralmente com alho fresco
esmagado durante 7 dias e a analise dos resultados
demonstrou que o alho pode ser um tratamento alternativo
contra verminoses'.

A atividade antiparasitaria do trisulfureto dialil
produto de transformacéo da alicina, que € um dos principais
componentes do alho, foi investigada in vitro contra varios
protozoarios parasitas importantes (Trypanosoma sp,
Entamoeba histolytica e Giardia lamblia). O [IC50
(concentragéo que inibe o metabolismo ou o crescimento do
parasita em 50%) foi avaliado. A analise desses resultados in
vitro indica que o composto tem potencial para ser usado para
otratamento de doencas parasitarias®.

CONCLUSOES

O presente trabalho demonstra que a comunidade
apresentou consideravel freqliéncia de enteroparasitos,
apesar da coleta para analise de uma Unica amostra por
paciente. Houve uma predominancia de Endolimax nana,
protozoario ndo patogénico, mas € importante destacar as
freqliéncias de enteroparasitas patogénicos. Os resultados
acentuam a necessidade de politicas publicas que direcionem
recursos financeiros para que sejam implantadas a¢des que
viabilizem o controle das enteroparasitoses. Com o
tratamento utilizando as capsulas de o6leo de alho, nas
condigbes em que foi realizado este estudo, e nas doses
utilizadas, ndo se observou atividade contra os helmintos e
protozoarios avaliados.
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