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Avaliacao dos vasos, da agregacao plaquetaria
e do mecanismo da anticoagulacao natural
nas doencas coronarianas

Vessels, platelet aggregation and natural anticoagulation
mechanism evaluations in coronarian diseases

Coelho, E.A.E%; Vieira, L.M.%; Dusse, L.M.S.%; Reis, C.V.%; Freitas, M.L.%; Diniz, M.C.%; Costa, C.C.2 & Carvalho, M.G.*

RESUMO - Este trabalho teve como principal objetivo investigar a presenca de lesdo vascular e seu efeito sobre a
competéncia funcional do mecanismo da anticoagulagao natural. Foram analisadas 45 amostras de sangue de pacientes
com angina de peito (n=8) e infarto agudo do miocardio (n=11), individuos com alto risco para desenvolverem essas
doencgas, porém, assintomaticos (n=16) e de individuos sadios empregados como controle (n=10). Foram realizadas
a avaliacdo de trombomodulina (marcador de lesdo endotelial), da agregacéo plaquetéria, do fibrinogénio, do fator
VIII e da proteina C, essa envolvida no sistema da anticoagulagdo natural. Os niveis de trombomodulina, fator VIII
e fibrinogénio se mostraram elevados nos pacientes com infarto e angina, ao contrario da proteina C, que se mostrou
diminuida nesses pacientes, quando comparados ao controle. Diferencas entre os grupos controle e de risco foram
observadas apenas para o teste da agregacéo plaquetdria, cujos resultados foram similares para os grupos de risco,
angina e infarto, sugerindo que este teste pode ser utilizado como um parametro preditivo de risco para doenca
coronariana. Uma interpretacao dos resultados permite estabelecer a ocorréncia de leséo endotelial e sua conseqliéncia
sobre a competéncia funcional do sistema da anticoagula¢cdo em pacientes com tais doencgas, resultando em um
desequilibrio entre procoagulantes e anticoagulantes, o que favorece a formagédo de trombo.

UNITERMOS - Agregacao plaquetaria; trombomodulina; proteina C; fator VIII; fibrinogénio.

~

SUMMARY - The present work had as aim to investigate the presence of vascular lesion and its effect on the
functional competence of the natural anticoagulation mechanism. There were analysed 45 blood samples including
patients with angina pectoris (n=8) and acute myocardial infarction (n=11), besides asymptomatic individuals with
high risk for developing these diseases (n=16) and a normal group as control (n=10). The blood samples were
assayed to measure an endothelium lesion marker (thrombomodulin), platelet aggregation, fibrinogen, factor VIl
and protein C, the last one involved in the natural anticoagulation system. Data analyses has revealed that thrombo-
modulin, factor VIII and fibrinogen plasma levels showed significantly elevated in patients with acute myocardial
infarction and angina pectoris groups compared to controls. Contrarialy, decreased levels of protein C were observed
in these patients compared to controls. Significant differences between the control and risk factors groups were
observed for the platelet aggregation test, whose results were similar to the groups of risk factors, angina pectoris
and acute myocardial infarction, which suggests that this test may be used as a predictive parameter of risk for
coronarian disease. A whole interpretation of the results allows to establish the endothelial lesion occurrence and its
consequence on the functional competence of the anticoagulation system in patients with such diseases, leading to an
imbalance between procoagulants and natural anticoagulants, which favors the thrombus formation.

KEY WORDS - Platelet aggregation; thrombomodulin; protein C; factor VIII; fibrinogen.
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INTRODUCAO A doenca arterial coronariana compreende o infar-

to agudo do miocardio (IAM) e a angina de peito, doen-

As doencas cardiovasculares sdo responsaveis por | ¢as nas quais o individuo possui uma exacerbacgdo da

aproximadamente 30% das causas de morte em
todo o mundo, o que representa cerca de 15 milhdes de
Obitos anuais. Aproximadamente a metade desses 6bi-
tos esta associada a doenca arterial coronariana®.

ativacdo do mecanismo de coagulagdo resultante da
les@o ao endotélio vascular. Véarios trabalhos tém mos-
trado uma estreita correlacdo entre as doencas corona-
rianas e alguns fatores predisponentes, tais como a hi-
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percolesterolemia, a hipertensao arterial sistémica e o
tabagismo. Tais fatores concorrem sinergicamente pro-
vocando alteracdes que resultam em lesdo vascular, ati-
vacgao das plaquetas e da cascata da coagulacgio?.

Recentes pesquisas tém sido conduzidas no sentido
de se buscar técnicas que sejam capazes de detectar
precocemente alteracdes de componentes do sistema
hemostatico nestas doencas®. Julgando-se a importan-
cia do assunto, pela sua gravidade e pela alta incidén-
cia dos eventos cardiacos, o uso de marcadores de le-
sdo vascular, de ativacdo plaquetéaria e de outros para-
metros hemostaticos que possam indicar ativacdo do
sistema da coagulacgao torna-se extremamente impor-
tante, uma vez que, o episddio agudo advém da lesdo
endotelial e da formacgé&o do coagulo.

A disfuncdo endotelial tem sido considerada como
uma etapa essencial para o desenvolvimento da doen-
¢a clinica, uma vez que podera resultar na ativacao
plaquetaria e da cascata da coagulacdo. Assim, o estu-
do de marcadores desse processo merece especial aten-
cdo*. Das substancias liberadas pelo endotélio vascu-
lar lesado, a trombomodulina (TM) vem sendo consi-
derada como o melhor marcador de lesdo vascular®.
Além da TM, o nivel plasméatico do fator von Willebrand
(FvW) também assume importancia, considerando-se
que 0 mesmo é produzido e estocado no subendotélio
vascular e liberado quando ha lesdo endotelial®. Sabe-
se que esse fator forma um complexo com o fator VIII
(FVI111), estabilizando-o’. Considerando a inter-relagéo
entre os niveis de FVW e de FVIII, pode-se estimar in-
diretamente os niveis plasmaticos de FVW e, conse-
quentemente, o grau de lesédo endotelial, por meio da
determinacéo da atividade do FVII1 nos individuos com
doenca arterial coronariana®.

A proteina C (PC), um importante anticoagulante
natural, quando ativada, inibe a formacéao de fibrina pela
inativacéo proteolitica dos fatores V e VIl ativados (FVa
e FVIlla)®. O principal ativador da PC consiste em um
complexo formado entre a TM, presente nas células
endoteliais, e a trombina®®. Quando ocorre lesdo vascu-
lar e ruptura da camada de células endoteliais, com
posterior liberacdo de substancias nativas para o plas-
ma, como a TM, é esperada uma menor ativacdo do
sistema da PC, uma vez que, a TM plasmatica é estru-
turalmente menos funcional que a TM endotelial*. Sen-
do assim, a formacéo do trombo seria favorecida, pois
se obteria uma relacéo inversa entre o aumento dos ni-
veis plasméticos de TM e uma menor ativagéo da PC.
Por conseqiiéncia, haveria uma menor inativagao dos
FVae FVllla, resultando em maior disponibilidade des-
ses atuando no mecanismo da coagulagéo.

A Figura 1 ilustra o sistema de ativagdo da PC, atra-
vés do complexo formado entre a trombomodulina e a
trombina na superficie das células endoteliais e o0 seu
respectivo mecanismo de acéo.

As plaquetas tém sido investigadas quanto ao seu
grau de ativagdo nos individuos com doenca arterial
coronariana, ja que as mesmas possuem uma impor-
tancia fundamental na formac&o do coagulo®. O estu-
do da agregacédo plaquetaria em pacientes com IAM
tem revelado uma maior atividade plaguetaria quando
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Representacéo esquematica da ativacéo da proteina C. A interacéo da trombina
com a trombomodulina (TM), ligada a célula endotelial, resulta na ativagéo da

atividade dos fatores V e VIII ativados (Adaptado de Catalano, P. M.*?)

comparada aos individuos normais. A contribuigdo da
ativacdo plaquetaria na ocorréncia do IAM pode ser
avaliada pelo fato de que pacientes com doenca arte-
rial coronariana tratados com drogas antiplaquetarias
apresentaram uma menor incidéncia de infarto recor-
rente em relagdo aqueles que nado faziam uso dessas
drogas, 0 que suporta a hipétese de que uma atividade
plaguetaria aumentada pode ser considerada como um
fator de risco importante para ocorréncia das doencas
cardiovasculares'*. Adicionalmente, fatores de risco
para doencas cardiovasculares, como o tabagismo, a
hipercolesterolemia e a hipertenséo arterial sistémica
sdo também citados como fatores independentes, que
levam a uma persistente ativacdo plaquetéria, o que
poderia contribuir para a ocorréncia de eventos trom-
boticos> 647,

Estudos clinicos e epidemiolégicos, tanto de corte
como prospectivos, sugerem um importante papel do
fibrinogénio como um fator de risco para a ocorréncia
das doencas vasculares coronarianas®®. O fibrinogénio
é considerado um fator de risco direto e independente
para a incidéncia das doengas coronarianas, bem como,
uma associacdo entre seus niveis plasmaticos dimi-
nuidos e um baixo risco de desenvolver essas doencas
tem sido também observada®. Kohler et al. (1998) rela-
taram o encontro de niveis significativamente eleva-
dos de fibrinogénio em pacientes com 1AM, quando
comparados a individuos normais®.

O aumento da frequiéncia e gravidade das doencas
cardiovasculares tém despertado o interesse dos pro-
fissionais da &rea de salde e da populacdo em ge-
ral. Muito ja se conhece sobre alguns mecanismos que
levam as doencas cardiovasculares e diversos traba-
Ihos estdo em andamento. Porém, muitos aspectos re-
lacionados a participacao do sistema hemostatico nes-
sas doencas ainda permanecem obscuros.

E sabido que a hemostasia depende do equilibrio
entre procoagulantes e anticoagulantes e que a leséao
vascular pode contribuir para romper esse equilibrio.
Assim sendo, esse trabalho teve como motivacao prin-
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cipal a investigagdo da hipétese de que a possivel le-
sdo vascular que induz as doencas cardiovasculares
favorece a formacao de trombos, especialmente por
comprometer a eficiéncia do sistema da anticoagula-
¢do natural mediado pelo complexo trombomodulina-
trombina e a PC.

Dessa forma, a andlise e interpretacéo dos resulta-
dos obtidos nesse trabalho, poderdo contribuir paraum
melhor entendimento sobre o mecanismo da hemosta-
sia/coagulacéo nas doengas cardiovasculares, envolven-
do os vasos, as plaguetas e outros parametros hemos-
taticos de importancia nos sistemas da coagulagéo e
da anticoagulacéo natural.

Os objetivos especificos do presente trabalho foram
o de investigar se ocorre lesdo vascular nos pacientes
com infarto agudo do miocéardio e angina de peito, e
nos individuos com fatores de risco para desenvolve-
rem essas doencas, porém, ainda assintomaticos, me-
diante a dosagem de trombomodulina e de FVIII;
investigar o efeito da possivel leséo vascular sobre o
mecanismo da anticoagulacdo natural, mediado pela
trombomodulina, nos pacientes com infarto agudo do
miocéardio e angina de peito, e nos individuos com fa-
tores de risco para desenvolverem essas doencas, po-
rém, ainda assintomaticos; determinar o perfil de ati-
vacéao plaquetaria, por meio do teste de agregacao pla-
quetaria, em pacientes com infarto agudo do miocar-
dio e angina de peito, e nos individuos com fatores de
risco para desenvolverem essas doencas, porém, ainda
assintomaticos; determinar os niveis plasmaticos de fi-
brinogénio nos pacientes com infarto agudo do mio-
cardio e angina de peito, e nos individuos com fatores
de risco para desenvolverem essas doencas, porém, ain-
da assintomaticos e verificar se a presenca e a intensi-
dade das alteracdes do sistema da anticoagulacéo na-
tural, das plaquetas e de outros parametros estudados
refletem a gravidade das doencas coronarianas nos
pacientes estudados.

CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

Casuistica

Foi avaliado um total de 45 individuos distribuidos
em quatro grupos compreendendo voluntarios aparen-
temente saudaveis (n=10), como controle; individuos
com fatores de risco para desenvolverem doencgas car-
diovasculares, porém, ainda assintomaticos (n=16),
pacientes com angina de peito (n==8) e com infarto agu-
do do miocéardio (n=11). Os controles normais foram
selecionados da comunidade em geral e os individuos
com fatores de risco foram selecionados da comunida-
de em geral e do Hospital Socor (Belo Horizonte, M.G.).
Os pacientes com doencas cardiovasculares foram se-
lecionados da rotina de admissdo da Santa Casa de
Misericérdia (Belo Horizonte, MG). Este trabalho ob-
teve parecer favoravel da Comisséo de Etica em Pes-
quisa da Santa Casa de Misericérdia. Todos os partici-
pantes foram devidamente informados sobre os objeti-
vos da pesquisa e as amostras de sangue foram obtidas
apos a assinatura do Termo de Consentimento Pés-In-
formado.
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TABELA |
Tamanho da amostra (n), distribuicdo por sexo, média
de idade e faixa etaria nos quatro grupos estudados

Sexo Sexo Média Faixa

Grupos Participantes | masculino feminino deidade etéria

(n) (n) (anos) (anos) (anos)
Controle 10 06 04 51 34 - 65
Risco 16 07 09 40 31-52
Angina 08 05 03 50 38 - 64
Infarto 11 07 04 50 33-65
Total 45 25 20 48 31-65

Na Tabela I, séo apresentados os dados quanto ao ta-
manho (n), sexo e idade nos quatro grupos estudados.

Critérios de inclusao e exclusao

O limite de idade fixado foi de 65 anos e os pacientes
com IAM foram pareados quanto a idade em relacdo ao
grupo controle. Os individuos com fatores de risco apre-
sentavam, no minimo, dois fatores de risco para o ingres-
S0 na pesquisa: tabagismo, hipercolesterolemia (niveis de
HDL < 45 mg/dL e niveis de LDL > 130 mg/dL) e/ou ele-
vacdo da pressdo sangliinea (pressdo arterial sistolica
> 140 mm Hg e presséo arterial diastélica = 85 mm Hg).
Pacientes diabéticos ou em uso de medicamentos que in-
terferem no sistema hemostatico foram excluidos. No grupo
controle e no grupo de individuos com fatores de risco
foram feitas algumas determinacdes de parametros bio-
quimicos.

O diagnéstico dos pacientes com angina de peito foi
feito através de exame clinico acusando sintomatologia
compativel com dor tipica da angina, com niveis normais
das enzimas CPK (homem 38 a 190 U/L e mulher 26 a 165
U/L) e CK-MB (até 24 U/L).

O diagnostico dos pacientes com IAM foi feito através
de exame clinico e a caracteriza¢ao de sintomatologia ca-
racteristica (dor no peito e formigamento), com quadro
clinico de dor anginosa tipica com duragao superior a 30
minutos, sugestivos de IAM com alteragdes eletrocardio-
gréficas caracterizadas pela presenca de supra desnivela-
mento do segmento ST = 1 mm em duas derivagfes peri-
féricas contiguas ou = 2 mm em duas derivacdes pré-cor-
diais contiguas, acompanhadas da presenca de ondas Q
patoldgicas, acrescidas de niveis séricos aumentados da
enzima creatinofosfoquinase e sua fragédo MB.

Material

Uma amostra de 15mL de sangue venoso foi colhi-
da de cada participante em dois tubos de 5 mL conten-
do citrato de sédio 3.8% (1 mL para 9 mL de sangue) e
em um tubo sem anticoagulante, usando sistema Va-
cutainer (Becton - Dickinson). As amostras de sangue
foram centrifugadas a 2.500 rpm por 15 minutos. Amos-
tras de plasma foram separadas e armazenadas em
freezer a -30 °C, até o momento do uso.

Métodos

Determinacdo da trombomodulina

Foi utilizada a técnica ELISA de sanduiche, utili-
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zando-se o kit comercial (Asserachrom Thrombomo-
dulin, Diagnostica Stago, cat. no 00445, Asniéres-sur-
Seine, Franca), seguindo-se rigorosamente as instru-
¢Oes do fabricante. A leitura foi feita em equipamento
Bio-Rad (modelo 550).

| Dosagem do fator VIII |

Foi realizada empregando-se o reagente Factor de-
ficient plasma - VIII human (DiaMed, cat. n°® 315361,
Cressier sur Morat, Suica), seguindo-se rigorosamen-
te as instrugBes do fabricante. Os tempos foram medi-
dos em coagulémetro ST,-BIO (Diagnostica Stago, As-
nieres-sur-Seine, Franga).

Determinacao da atividade da proteina C

As amostras foram analisadas empregando-se o re-
agente Staclot - Protein C (Diagnostica Stago, cat. n°®
00747, Asnieres-sur-Seine, Franca), seguindo-se rigo-
rosamente as instrucdes do fabricante. Os testes foram
realizados no coagulémetro ST,-BIO (Diagnostica Sta-
go, Asniéres-sur-Seine, Franca).

Preparacao do plasmarico em plaquetas (PRP)
e do plasma pobre em plaquetas (PPP)

As amostras de sangue foram centrifugadas a 500
rpm por 5 minutos para a obteng&o do plasma rico em
plaquetas (PRP). Deste, foi retirada uma pequena ali-
quota para a contagem eletrénica de plaquetas (Con-
tador eletrénico, modelo T-890, Coulter Electronics,
USA). A suspenséo de plaquetas foi entdo padroniza-
da para 150.000 a 250.000 plaquetas por milimetro cu-
bico de sangue. Para a realizac@o do teste de agrega-
¢do plagquetaria, uma aliquota de 450uL do PRP de cada
amostra foi utilizada. As amostras remanescentes fo-
ram centrifugadas a 2.500 rpm por 15 minutos, para a
obtencéo do plasma pobre em plaquetas (PPP). Do PPP
foram retiradas duas aliquotas para a contagem eletro-
nica de plaquetas e padronizadas para 1.000 a 14.000
plaquetas por milimetro cubico de sangue. Uma ali-
quota de 500uL do PPP foi utilizada no teste, para a
calibracé@o do aparelho. Amostras hemolisadas e lipé-
micas foram descartadas.

| Determinacado da agregacéao plaquetaria

Os testes de agregacéo plaquetéaria foram realizados
no agregbmetro "Platelet aggregation chromogenic kine-
tic system" (modelo PACKS-4, Helena Laboratories, Beau-
mont, Texas, EUA), seguindo rigorosamente as instruces
do fabricante. Ap6s o preparo do PPP e do PRP, as amostras
permaneciam 20 minutos em repouso, para a estabiliza-
¢ao da fungao plaquetéria. O agente agregante utilizado
foi a adenosina difosfato (ADP) (Helena Laboratories, cat.
n° 5366, Beaumont, Texas, USA), em concentracéo final
de 10uM. O reagente foi reconstituido com 1mL de dgua
bidestilada e dividido em aliquotas de 60pL, as quais fo-
ram acondicionadas em tubos Eppendorff, vedadas com
parafilm e estocadas em freezer a -20°C, até 0 momento do
uso. O sistema fotométrico registra as alteracdes na trans-
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miténcia do PRP consequente & agregacéo das plaquetas.
Apéds 10 minutos, a curva de agregacdo plaquetaria € visua-
lizada na tela, bem como dados do agente agregante utili-
zado, a sua concentracdo, a porcentagem e o tempo neces-
sario para se obter o maximo de agregacao plaquetaria da
amostra. O teste foi realizado até no maximo de trés horas
apos a colheita da amostra de sangue.

| Determinacao do fibrinogénio

Um volume de 1 mL do PPP das amostras foi utili-
zado para a determinacéo colorimétrica dos niveis de
fibrinogénio. A concentracao de fibrinogénio foi deter-
minada pelo método de Goodwin modificado, citado
por Carvalho & Silva (1988)%.

As amostras de soro foram utilizadas para a realiza-
¢ao de exames bioguimicos necessérios para se definir
a inclusédo dos individuos no grupo controle ou no gru-
po dos individuos com fatores de risco para desenvol-
ver doengas coronarianas, porém, ainda assintomati-
cos. As fungbes hepética e renal, bem como os niveis
plasmaticos de lipides e glicose foram avaliados.

Analise estatistica

Foi calculada utilizando-se o programa Systat, ver-
sdo 8.03. Os resultados sdo apresentados como média
e desvio padrdo. As diferencas entre os grupos foram
analisadas por ANOVA, seguindo-se da aplicacdo do
teste LSD de Fisher. Foram determinadas a correlacao
de Pearson entre os pardmetros estudados e o teste de
Bonferroni para se obter o grau de significancia da cor-
relagcdo. Valores de p < 0.05 foram considerados esta-
tisticamente significantes.

RESULTADOS

A Tabela Il mostra (média = desvio padrao) os re-
sultados das determinag8es de trombomodulina (TM),
fator VIII (FVIII), proteina C ativada (PCa), agrega-
cdo plaquetéria (agregacao) e fibrinogénio, em indivi-
duos dos grupos controle e de fatores de risco, e em
pacientes dos grupos angina e infarto.

Em relacdo a determinacédo dos niveis plasmaticos
de TM, os grupos controle e dos individuos com fato-

TABELA I
Resultados das determinacdes de trombomodulina (TM),
fator VIII (FVIII), proteina C ativada (PCa),
agregacédo plaquetéaria (agregacao)
e fibrinogénio nos quatro grupos estudados

Grupos
Parametros
Controle Risco Angina Infarto
™ (ng/mL) 3.0(x15) 3.1(+1.6) 13.6 (+4.3) 24.1(8.1)
(n=45) (n=10) (n=16) (n=8) (n=11)
FVIII (%) 51.6 (£17.9) 67.1(x39.9) 117.4(+42.9) 123.4(+53.5)
(n=42) (n=9) (n=14) (n=8) (n=11)
PCa (%) 92.8(+17.4) | 100.1(x22.8) 72.9 (+24.0) 60.4 (+22.1)
(n=40) (n=10) (n=14) (n=7) (n=9)
Agregacéo (%) 80.0 (+6.4) 93.0 (+5.9) 92.0(+3.2) 92.0 (+2.4)
(n=40) (n=9) (n=16) (n=6) (n=9)
Fibrinogénio (mg/dL) | 236.0(+60.8) | 252.0(+51.5) 374.0(£95.7) 396.0 (+91.6)
(n=44) (n=10) (n=16) (n=7) (n=11)

O desvio padrdo da média esta expresso entre parénteses e para cada
parametro é apresentado o nimero de casos estudados.
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Fig. 2 - Resultados das determinac¢fes dos
niveis de trombomodulina nos grupos es-
tudados e nimero de amostras (n). As bar-
ras horizontais entre os valores obtidos in-
dicam os valores médios para cada grupo.
As barras horizontais representam o nivel
de significancia entre os grupos.

res de risco apresentaram diferenca
significativa em relacéo aos grupos
de pacientes com IAM e angina de
peito (p < 0.001), sendo também en-
contrada diferenca significativa en-
tre os grupos IAM e angina (p < 0.05),
como mostra a Figura 2.

Em relacdo a dosagem dos niveis
de FVIII, o grupo controle apresen-
tou diferenca significativa em rela-
¢cdo aos grupos de pacientes com
IAM (p<0.001) e angina de peito
(p<<0.005), sendo observada também
diferenca estatisticamente significa-
tiva em relacéo ao grupo dos indivi-
duos com fatores de risco e 0s grupos
IAM (p < 0.005) e angina (p < 0.01)
(Figura 3).

Em relag&o aos resultados da ati-
vidade da PC, como mostrado na Fi-
gura4, o grupo controle apresentou
diferenca significativa em relacéo ao
grupo IAM (p<0.005) e o grupo dos
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Fig. 3 - Resultados das determina¢des dos
niveis de atividade do fator VIl nos grupos
estudados e numero de amostras (n). As
barras horizontais entre os valores obtidos
indicam os valores médios para cada gru-
po. As barras horizontais representam o ni-
vel de significancia entre os grupos.
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Fig. 5 - Resultados das determinacfes da
agregacéo plaquetaria nos grupos estuda-
dos e nimero de amostras (n). As barras
horizontais entre os valores obtidos indi-
cam os valores médios para cada grupo.
As barras horizontais representam o nivel
de significancia entre os grupos.
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Fig. 4 - Resultados das determinagdes dos
niveis de atividade da proteina C nos gru-
pos estudados e nimero de amostras (n).
As barras horizontais entre os valores ob-
tidos indicam os valores médios para cada
grupo. As barras horizontais representam
o nivel de significAncia entre os grupos.
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Fig. 6 - Resultados das determina¢des dos
niveis de fibrinogénio nos grupos estuda-
dos e nimero de amostras (n). As barras
horizontais entre os valores obtidos indi-
cam os valores médios para cada grupo.
As barras horizontais representam o nivel
de significancia entre os grupos.

individuos com fatores de risco apresentou diferenca TABELA Il
significativa em relacdo aos grupos de pacientes com Correlacdo de Pearson entre
IAM (p<0.001) e angina de peito (p<<0.05). os parametros estudados
Na determinacao do perfil de agregacéo plaquetaria, o incluindo TM, FVIIl, PCa,
grupo controle apresentou diferenca estatisticamente sig- Agregacéo plaquetaria, Fibrinogénio
nificativa em relagéo aos grupos de pacientes com 1AM,
com angina de peito e com o grupo dos individuos com ParAmetros ™ VIl PC Agregago |Fibrinogénio
fatores de risco (p<<0.001). O grupo dos individuos com
fatores de risco ndo apresentou diferenga significativa
guando comparado aos grupos de pacientes com doencas ™ 1.00000
cardiovasculares (Figura 5).
A determinacao plasmética de fibrinogénio mostrou que Fvii 0.44226 | 1.00000
0s grupos de pacientes com IAM e com angina de peito pCa 0.56328 | -0.41591 | 1.00000
apresentaram médias significativamente maiores quando ' ' '
comparadas as médias obtidas para os grupos controle e Agregacao | 0.17308 | 019994 | -0.16053 | 1.00000
dos individuos com fatores de risco para doencas cardio-
vasculares (p<<0.005), estes dois Ultimos sem diferencaes- | Fiprinogenio| 0.67747 | 0.31165 | -0.34502 | 0.23906 | 1.00000
tatisticamente significativa, como mostrado na Figura 6.
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TABELA IV
Diferenca entre os resultados dos parametros
hemostéticos avaliados em amostras de sangue
de pacientes do grupo infarto e de individuos do grupo
controle, com os respectivos valores de significancia (P)

Grupos
Parametros P
Infarto Controle

T™ (ng/mL) 24.1 3.0 < 0.001
FVII (%) 123.4 51.6 < 0.001
PCa (%) 60.4 92.8 < 0.005
Agregacao plaquetaria (%) 92.0 80.0 < 0.001
Fibrinogénio (mg/dL) 396.0 236.0 < 0.005

Foi realizado o teste da correlacdo de Pearson entre
0s parametros estudados, com a finalidade de se deter-
minar a existéncia ou ndo de correlagdo entre os resul-
tados obtidos. Pela andlise da Tabela l11, verifica-se uma
correlacéo positiva e significativa entre a TM e o fibri-
nogénio (r=0,678; p=0.0012). Uma correlacéo negativa
e significativa foi observada entre a proteina C ativada
(PCa) ea TM (r= - 0,563; p=0.0043) e uma correlacdo
negativa, porém nao significativa, entre aPCae o FVIII
(r=-0,416; p=0.190), bem como uma correlagéo positi-
va e significativaentrea TM e o FVIII (r=0,442; p=0.04).

A Tabela IV mostra uma comparacé&o entre 0s grupos
controle e de infartados, com os respectivos resultados
dos parametros e com as diferencgas significativas.

DISCUSSAO

A andlise dos resultados da dosagem da TM sugere
a presenca de uma crescente lesdo endotelial com a
evolucéo do quadro clinico, uma vez que foi obtida uma
correlacéo direta entre a gravidade clinica e os niveis
plasmaticos de TM. Assim, individuos assintomaticos
porém, com fatores de risco importantes, ndo diferiram
do controle, embora ja apresentassem uma discreta ele-
vagdo dos niveis de TM. O nivel plasmatico de TM
obtido no grupo controle foi semelhante ao encontrado
por Ohlin et al. (1996) que também estudou individuos
sadios®. Um aumento gradual nos niveis plasmaticos
de TM foi observado em pacientes anginosos e infarta-
dos, confirmando a existéncia de lesdo endotelial nes-
ses casos (Figura 2).

A andlise da Figura 3 mostra que os niveis plasma-
ticos médios do FVIII se encontram elevados nos gru-
pos de pacientes com IAM e angina de peito, quando
comparados aos grupos controle e de individuos com
fatores de risco. O aumento dos niveis do FVIII nos
pacientes com IAM e angina pode ser correlacionado
com o episédio da lesdo ou ruptura da camada de célu-
las endoteliais sobre a placa ateroesclerética, o que re-
sulta na liberagdo de TM e de FvW para o plasma. Tal
afirmacao é suportada pela correlacéo positiva e signi-
ficativa encontrada entre os niveis de TM e de FVIII,
uma vez que, a correlacdo de Pearson entre estes dois
parametros obteve um coeficiente de correlacédo (r) de
0,44226 (p=0,04). No IAM e na angina de peito ocorre
um processo de inflamacao vascular resultando em um
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aumento significativo nos niveis de FvW, uma vez que
essa substancia é considerada uma proteina de fase
aguda?®. A expectativa de uma menor gravidade de al-
teracdes patolégicas e sintomaticas nos anginosos em
relacdo ao IAM seria consistente com o achado de ni-
veis menos aumentados de FVW nesses pacientes®.

No intuito de se avaliar a eficiéncia do mecanismo
da anticoagulacdo natural em pacientes com IAM e
angina de peito, foi realizada a determinacéo da ativi-
dade da PC. Pela andlise dos resultados mostrados na
Figura 4, pode-se verificar a existéncia de niveis signi-
ficativamente menores de PCa nos grupos de pacien-
tes com IAM e angina de peito, quando comparados
aos grupos controle e dos individuos com fatores de
risco. Este achado pode ser conseqiiéncia da lesao en-
dotelial que, com a ruptura da camada de células en-
doteliais, resultou na liberagéo da TM e do FvW para o
plasma®>?%?%, Os niveis médios de PCa nos grupos con-
trole e de individuos com fatores de risco foram seme-
Ihantes, sugerindo que os fatores de risco ndo exerce-
ram influéncia significativa sobre a via da anticoagu-
lacdo natural, representada pela proteina C. Além dis-
so, os individuos com fatores de risco apresentaram
niveis maiores de PCa e menores de FVII1 quando com-
parados aos pacientes com infarto e com angina.

Foi observada uma correlagdo inversa e significati-
va (r= - 0,563; p=0,0043) entre os niveis plasmaticos
de TM e a PCa. A andlise dessa correlacéo permite es-
tabelecer o efeito da lesdo endotelial sobre a compe-
téncia funcional do sistema da anticoagulag&o natural,
ou seja, a lesdo endotelial consiste em uma alteracéo
potencialmente capaz de comprometer o perfeito equi-
librio preexistente entre procoagulantes e anticoagu-
lantes naturais. A PC para ser ativada e, subsequente-
mente, exercer adequadamente sua acéo sobre os FVa
e FVIlla, depende da formacgéo de complexos trombo-
modulina-trombina, preferencialmente, ao nivel das
células endoteliais. Dessa forma, uma maior liberacéo
de TM com menor atividade funcional para o plasma,
resultante do dano do endotélio, levaria a uma menor
ativacdo da PC e, conseqUentemente, a um aumento
da disponibilidade no plasma dos FVa e FVllla, favo-
recendo a formagédo do trombo.

O achado de uma agregacéo plaquetéria elevada
nos pacientes com doengas cardiovasculares ja era es-
perado, pois essas doencas sdo freqlientemente asso-
ciadas ao desenvolvimento de um trombo rico em pla-
quetas, sugerindo que, além da deposicao de fibrina, a
adesdo e agregacéo plaquetéarias sdo fatores envolvi-
dos na fisiopatologia da doenca cardiaca®®. Soma-se a
isso o fato de que nos pacientes ocorreu o episodio de
lesdo ou ruptura da placa ateroesclerética o que, com-
provadamente, contribui para o aumento de sua ativi-
dade. Foi observada também diferenca significativa
entre o grupo de individuos com fatores de risco em
relacd@o ao grupo controle, o que sugere uma maior ati-
vidade plaquetaria naquele grupo (Figura 5). Davi et
al. (1997) relataram o aumento persistente da ativida-
de plaquetaria em pacientes com desordens metabdli-
cas associadas a um risco aumentado de complicacdes
tromboéticas incluindo a hipertenséao arterial, o tabagis-
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mo e a hipercolesterolemia’®. Uma vez que, o grupo de
individuos com fatores de risco apresentava dois ou
mais fatores associados, € justificavel o achado de uma
atividade plaquetaria exacerbada neste grupo quando
comparada aos grupos de pacientes infartados e com
angina de peito®.

Uma comparacdo entre os resultados do teste de
agregacao plaquetéria e os demais parametros permi-
te inferir que o teste da agregacéo plaquetaria tem gran-
de aplicabilidade na detecc¢édo precoce de doencas car-
diovasculares, antes que os sintomas se manifestem. E
oportuno ressaltar que apenas os resultados deste tes-
te apresentaram diferenca significativa quando se com-
pararam os grupos controle e dos individuos com fato-
res de risco. Isto equivale a dizer que nenhum outro
pardmetro hemostatico se alterou tdo significativamente
em individuos portadores de importantes fatores de ris-
co, porém, ainda assintomaticos. Portanto, a ativacao
das plaquetas, avaliada pelo teste da agregacao, pare-
ce ser resultado direto do efeito da hipertensao, do ta-
bagismo e/ou de niveis elevados de colesterol, dentre
outros fatores de risco.

Os niveis plasmaticos médios de fibrinogénio en-
contrados nos grupos controle e nos individuos com
fatores de risco foram significativamente menores em
relacdo aos niveis médios obtidos para os grupos dos
pacientes com infarto e angina (Figura 6). Niveis plas-
maticos elevados de fibrinogénio estéo bem correlacio-
nados com o diagndstico das doencas cardiovascula-
res, notadamente, com o IAM e a angina de peito. Va-
rios estudos epidemioldgicos, iniciados com o North-
wick Park Heart Study, tém confirmado a existéncia de
uma associacdo expressiva e independente entre os
niveis plasmaticos de fibrinogénio, o IAM e o derrame
cerebral, em individuos aparentemente saudaveis®. No
entanto, sabe-se que o fibrinogénio € uma proteina de
fase aguda e, dessa forma, o0 aumento de seus niveis
pode ser reflexo da inflamacéo vascular associada com
a aterotrombose®. Toss et al. (1997) relataram a impor-
téncia dos niveis de fibrinogénio e da proteina C reati-
va, proteinas de fase aguda, na doenca arterial corona-
riana instavel*>. Ambas as proteinas, e principalmente
o fibrinogénio, correlacionaram-se com o risco aumen-
tado de recorréncia dessa doenca. Esses autores pro-
puseram também a determinacéo dos niveis de fibri-
nogénio como um parédmetro importante na defini¢do
do risco de incidéncia de doencas coronarianas futu-
ras em individuos aparentemente saudaveis. Neste tra-
balho foi possivel demonstrar uma tendéncia de au-
mento crescente da concentracdo de fibrinogénio nos
grupos estudados, a saber, do grupo controle, para o
de individuos com fatores de risco, deste para os pacien-
tes com angina e, finalmente, destes para o0s pacientes
com IAM.

A definicdo de um perfil hemostatico sugestivo de
fatores de risco para desenvolver infarto seria altamente
desejavel, considerando o valor potencial do mesmo
para o diagnostico precoce dessa grave doenca, o que
possibilitaria a adocdo de medidas profilaticas. Uma
comparacéo dos resultados dos parametros hemostati-
cos permite dizer que altera¢des dos componentes do
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sistema da anticoagulacéo natural, traduzida pelo acha-
do de uma correlacéo inversa e significativa (r= - 0,563;
p=0,0043) entre os niveis plasmaticos de TM e de PCa
(Tabela 4), assumem grande importancia na definicéo
desse perfil hemostatico. Contribui ainda para a defi-
nicao deste perfil o encontro de niveis elevados de FVIII
e de fibrinogénio e também o aumento da agregacéo
plaquetaria, nos pacientes estudados, quando compa-
rados aos controles. Portanto, os resultados encontra-
dos suportam a relevancia das alteracdes hemostaticas
na fisiopatologia da angina e do 1AM, considerando
que a presenca e a intensidade dessas alteragfes estdo
intimamente relacionadas com o agravamento da for-
ma clinica.

CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, procurou-se minimizar os efeitos dos
descongelamentos e do tempo de estocagem das amos-
tras de plasma utilizadas para a determinacao dos para-
metros hemostéticos estudados. Assim, foram colhidas
amostras de pacientes e de controles simultaneamente
e essas foram mantidas sob as mesmas condic¢des de ar-
mazenamento até o momento de serem utilizadas. Além
do mais, todas as amostras de pacientes e de controles
foram analisadas ao mesmo tempo e submetidas, rigo-
rosamente, as mesmas condic¢des técnicas.

Com o objetivo de minimizar a interferéncia da va-
riavel "idade" sobre os niveis plasmaticos dos parame-
tros hemostaticos, o grupo controle foi constituido por
individuos com idade pareada a dos pacientes. Dessa
forma, os resultados obtidos com pacientes do grupo
infarto, quando comparados aos controles, mostram
diferencas significativas e confiaveis. A ado¢do das
medidas acima possibilitou a obtencédo de parametros
hemostaticos fidedignos e, por conseqiiéncia, a anali-
se e interpretacdo desses resultados assume maior cre-
dibilidade. _

CONCLUSOES

e O encontro de niveis plasmaticos elevados de trom-
bomodulina nos pacientes com angina de peito e com
infarto agudo do miocardio confirmaram a hipotese da
existéncia de lesdo endotelial, considerada ponto-cha-
ve no desencadeamento do processo trombatico;

e Os niveis de fator VIII se correlacionaram aos ni-
veis de trombomodulina e, por conseqiiéncia, estédo
correlacionados com a existéncia de leséo vascular;

e O achado de uma menor atividade da proteina C
nos pacientes com angina de peito e com infarto agudo
do miocardio e sua correlagdo inversa obtida com a
trombomodulina, permite inferir sobre a importancia
do comprometimento do sistema da anticoagulagéo
natural na contribuicdo para o agravamento dessas
doencas;

e A agregacdo plaquetaria foi o Unico, dentre os
parametros testados, que ja se mostrou significativa-
mente alterado no grupo dos individuos com fatores de
risco quando comparado ao grupo controle. Tal achado
sugere que o teste da agregacdo plaquetaria possui
grande potencialidade para detectar precocemente al-
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teracdes no sistema hemostatico que favorecem a for-
macéo de trombos, situacéo essa de grande importan-
cia clinica, principalmente, em individuos com fatores
de risco para desenvolverem doengas coronarianas,
porém, ainda assintomaticos.

e Os niveis plasmaticos de fibrinogénio mostraram-
se elevados nos pacientes com angina de peito e infarto
agudo do miocéardio, quando comparados aos outros gru-
pos (controle e dos individuos com fatores de risco);

e O aumento gradativo da intensidade das altera-
¢Oes dos parametros hemostaticos nos diversos grupos
estudados, tendo como referéncia os resultados do gru-
po controle, constituiu a base para se definir o elenco
de exames que devem ser incluidos na rotina da ava-
liac&o laboratorial, visando conhecer o perfil hemosta-
tico de individuos e/ou pacientes que estdo em risco de
desenvolver um primeiro evento trombotico ou de re-
corréncia desse. Uma analise criteriosa dos dados con-
tidos nesse trabalho permitiu sugerir que a determina-
¢&o dos niveis plasmaticos de trombomodulina, de fa-
tor V111, da proteina C ativada, de fibrinogénio e, prin-
cipalmente, da agregacdo plaquetaria possui grande
importancia para a avaliacdo do perfil hemostéatico na
prevencgdo da doenca trombdtica.
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Meio CE e Glutaraldeido
na preservacao de plaquetas )
para o controle de qualidade em hematimetria

CE medium and glutaraldehyde in platelets preservation
for control quality in hematology

Fernanda Emendorfer’; Ligia Maria Claro?, Samuel Ricardo Comar?;
Aguinaldo José do Nascimento® & Maria Suely Soares Leonart*

RESUMO - Controles comerciais para todas as medidas hematoldgicas s6 se tornaram disponiveis no inicio da
década de 60, sendo que ainda ha falta de padronizacéo apropriada para diversas medidas envolvendo componentes
celulares. As amostras comerciais de células consistem de células de sangue humano ou de outros animais, altera-
das para retardar a deterioragdo. De um modo geral, os fabricantes utilizam para essas células os termos: fixadas,
tamponadas, estabilizadas ou preservadas, para indicar o seu processo de preparo, sem contudo descrevé-lo. Em
trabalhos anteriores, desenvolveu-se amostras adequadas ao controle de qualidade em hematimetria, estaveis para
os valores do eritrograma durante 100 dias, pela preservacao de eritrocitos em meio CE, composto por glicose, NacCl,
citrato de sédio, fosfato monohidrégeno de sédio, KCI, EDTANa,, albumina bovina, clormicetina, neomicina e corti-
sona e pela fixagdo parcial com glutaraldeido [Leonart, Rev.Bras.Anal.Clin 21:111, 1989]. O uso de solugdes aditivas
para o armazenamento de concentrados de plaquetas tem aumentado durante os Ultimos anos e se tornado freqiien-
te na prética clinica. Em testes preliminares, realizados com o meio CE para a preservacado de plaquetas humanas,
observamos estabilidade para a sua contagem durante até 35 dias [Emendorfer et al, Rev.Bras.Anal.Clin. 31:18.
1999). A partir de 20 amostras de sangue venoso em EDTAK, e da obteng&o do plasma rico em plaquetas, testou-se
a fixacéo parcial em glutaraldeido, com posterior ressuspensdo das plaquetas em meio CE, obtendo-se valores esta-
veis para contagem em Coulter Counter T890 durante até 50 dias. Foram estudadas modificagSes na composigdo do
meio CE nas concentragfes de 1 a 6 g/dL de albumina bovina, obtendo-se maior estabilidade para as amostras de
plaquetas preservadas na concentragdo de 6 g/dL, como empregada no meio CE original. No entanto, em amostras
fixadas com glutaraldeido ndo se observou diferencas na contagem de plaquetas durante 50 dias, independente-
mente da concentracdo de albumina bovina. Os resultados obtidos sugerem que a fixag¢éo parcial com glutaraldeido
pode ser adequada para a estabilizac@o de plaquetas em amostras de controle de qualidade.

PALAVRAS-CHAVE - Plaguetas; preservacédo de plaquetas; controle de qualidade.

SUMMARY - Commercial control for blood cell values became available in the earlier sixties, but a lack of padroni-
zation for many measures involving cellular components still remains. Commercial cellular samples consist of hu-
man or animal blood components, altered for retarding degeneration. The names fixed, buffered, stabilized or pre-
served are commonly indicated without a clear description of the way they are processed. In previous works we
developed samples that were adequate for quality control of red blood cell values for up to 100 days. The medium
(CE medium) was composed of glucose, NaCl, sodium citrate, sodium monohydrogen phosphate, KCI, disodium
EDTA, bovine serum albumin, chlormicetin, neomycin and cortisone plus red blood cells partially fixed with gluta-
raldehyde [Leonart et al., Rev.Bras.Anal.Clin. 21:111, 1989]. During the last decade, the use of additives for storage of
platelet concentrates became frequent in clinical practice. In preliminary tests with the use of CE medium for preserva-
tion of human platelet we observed stabilized samples for up to 35 days [Emenddrfer et al., Rev.Bras.Andal.Clin. 31:18,
1999]. In the present work we obtained a platelet rich plasma from 20 samples of venous blood in EDTAK,, that was
submitted to a partial fixation in glutaraldehyde followed by a resuspension in CE medium. It was observed stable
values for platelet counts with the use of the Coulter Counter T890, during 50 days. In the absence of treatment with
glutaraldehyde it was observed a better stability with the use of bovine serum albumin concentration of 6 g/dL in CE
medium. Samples with partial fixation with glutaraldehyde remain stables for up to 50 days independently of the
bovine serum albumin concentrations. The results obtained suggest that a partial fixation with glutaraldehyde can be
adequate for platelet stabilization for use in quality control analysis.

KEY WORDS - Platelets; platelets preservation; quality control.
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INTRODUCAO

O controle de qualidade em laboratério repousa no
estudo dos erros e na continuada tentativa de mi-
nimiza-los (Lewis & Koepcke, 1995). A nivel mundial,
a medida em que se implementa a garantia de quali-
dade, melhora o desempenho dos Laboratérios Clini-
cos e a qualidade em salude da populagdo. Apesar da
existéncia de amostras para determinag6es hematimé-
tricas, ainda ha falta de padronizacao apropriada para
diversas medidas envolvendo componentes celulares,
devido a inexisténcia de materiais estaveis para uso de
controles e padrées (Stiene-Martin et al.,1998).

O estudo da morfologia, fisiologia, metabolismo,
estrutura da membrana celular, e de alteracdes que
ocorrem durante a preservacao de eritrocitos e de pla-
quetas in vitro, permitiu o desenvolvimento de meto-
dologias adequadas para o preparo de amostras esta-
veis para o controle de qualidade em hematimetria
(Morgan etal., 1978; Leonart et al., 1989; Dacie & Lewis,
1995).

Em trabalhos anteriores, preparou-se amostras ade-
quadas ao controle de qualidade em hematimetria, es-
taveis para os valores do eritrograma durante 100 dias,
pela preservacéo de eritrocitos em meio CE com vita-
mina E, parcialmente fixados com glutaraldeido (Leo-
nart et al., 1989). Comprovou-se a validade do sistema
através da utilizagcdo de tais amostras em um progra-
ma de qualidade externo, do qual participaram 20 la-
boratérios (Braga et al.,1990).

O glutaraldeido, quando empregado em concentra-
¢éo e tempo adequados, forma produtos estaveis por
ligacdes especificas entre as proteinas da membrana
eritrocitaria, com efeitos variaveis sobre as atividades
biolégicas, como a inibicdo da hemdlise, reducédo da
deformabilidade e manutengéo da morfologia (Araki &
Rifkind, 1981).

A plagueta, o mais importante componente da he-
mostasia, € um fragmento citoplasmatico com metabo-
lismo aerdbico e anaerdbico ativos e com membrana
plasmatica semelhante a do eritrécito. A capacidade
de adesividade e agregabilidade plaquetérias influen-
ciam sobremaneira o seu comportamento, se preserva-
das em suspensédo (Solberg,1988; Stiene-Martin et
al.,1998).

Diversos autores indicam procedimentos para a pre-
servacao de plaquetas para uso transfusional, com sub-
sidios importantes para a compreensdo dos mecanis-
mos relacionados a viabilidade das plaquetas e ao seu
comportamento metabdlico in vitro (Moroff et al.,1982;
Wong & Rock,1982; Gottschall et al.,1984; Kilkson et
al.,1984; Adams & Rock,1988; George et al.,1988; Sol-
berg,1988; Heaton et al.,1990).

A preservacdo de plaquetas humanas viaveis para
transfuséo em meios de preservacao e em bolsas plas-
ticas adequadas, sob constante homogeneizagao a 22°C,
€ possivel nos dias atuais, em periodos de até 5 a 7 dias
(Dacie & Lewis, 1995).

Neste trabalho, pretendeu-se verificar a influéncia
da fixagdo parcial com glutaraldeido em amostras de
plasma rico em plaquetas suspensas em meio CE; bem
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como a influéncia da concentragéo de albumina bovi-
na no meio CE com ou sem glutaraldeido, com a finali-
dade de adequar amostras de plaquetas ao controle de
qualidade em hematimetria.

MATERIAL E METODOS

Preservacao de plaquetas in vitro: Plaquetas huma-
nas foram mantidas em meio CE (glicose 20 mM, clo-
reto de sédio 75 mM, citrato de sodio 40 mM, fosfato
monohidrégeno de sédio 5 mM, cloreto de potassio
8 mM, EDTANa, 1 mM, albumina bovina (SIGMA)
6 g/L, sulfato de neomicina 2 nM, succinato de cloro-
micetina 7 nM, cortisona 0,027 nM, pH 7,3%0,1 e
318+2 mOsm/Kg H,0). (Leonart et al.,1989). Testou-se
variacfes na concentracao albumina bovina em meio
CE,del,2e4g/L

e Coleta de material

Coletou-se 20ml de sangue venoso humano de 30
doadores considerados normais, de ambos os sexos, com
idades entre 20 a 40 anos, ap6s consentimento infor-
mado. O sangue foi fracionado em aliquotas de 5 mL
em EDTAK, 1mg/ml.

* Preparo das amostras de plaquetas

O sangue foi centrifugado a 600 x g durante 15 mi-
nutos e o plasma rico em plaquetas foi dividido para o
preparo das seguintes amostras, em condicfes de este-
rilidade:

a) adicdo de meio CE na proporc¢édo 1:1;

b) adicdo de uma solucao de glutaraldeido em meio

CE (1:250), recentemente preparada, na propor-
cédo 1:1;

¢) adicdo de meio CE com diferentes concentracdes
de albumina bovina na proporc¢éo 1:1;

d) adicdo de uma solucédo de glutaraldeido e meio
CE (1:250), recentemente preparada, com as di-
versas concentracdes de albumina bovina testa-
das na proporgéo 1:1.

As amostras b e d foram, depois de adicdo da solu-
¢do, homogeneizadas durante uma hora, com poste-
rior centrifugacéo a 2260 x g por 10 minutos e ressus-
pensdo do botdo plaguetario no meio CE correspon-
dente ao utilizado no preparo da solu¢do com glutaral-
deido.

* Preservacgéo e andlise das amostras

As amostras de suspensodes de plaquetas foram pre-
servadas a 4°C, em frascos de PVC, homogeneizadas
semanalmente, e as plaquetas foram contadas em con-
tador eletrbnico de particulas Coulter Counter modelo
T890, em intervalos periédicos. Foi aplicada analise de
variancia e calculo do coeficiente angular da reta.

RESULTADOS

A Figura 1 mostra resultados para a preservacao de
plaguetas humanas em meio CE durante 35 dias. O
coeficiente angular da reta foi calculado em - 0,59.

A preservacao de plaquetas em meio CE apos fixa-
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FIGURA 1
Contagem de plaguetas humanas preservadas
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Plasma rico e plaquetas diluidas na proporgéo 1:1 em meio CE. Os
resultados sdo médias de sete experimentos independentes.

FIGURA 2
Contagem de plaquetas humanas preservadas
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Plasma rico em plaquetas na proporgao 1:1 em meio CE, apds fixagao parci-
al em glutaraldeido. Os resultados séo médias de 17 experimentos indepentes.

TABELA |
Valores médios, desvios padréo e coeficientes
de variacao para contagens de plaguetas em amostras
preservadas em meio CE ap0s fixagdo parcial com
glutaraldeido, a partir de plasma rico em plaquetas.

TABELA I
Analise da variancia para a contagem de plaquetas
em amostras preservadas em meio CE
apo6s fixagdo parcial com glutaraldeido, a partir
de plasma rico em plaquetas.

- Média
dias (x1000/mL) dp CV (%) N Fonte da variagao sQ GL QM F p |Feritico
0 2266 53,0 234 1 Dias 2457,8 4 614,5 | 0,232 | 0,920 | 2,486
14 215,5 52,7 24,5 17
Erro 212259,3 80 2653,2
28 217,5 51,4 23,6 17
36 210,9 49,4 23,4 17 Total 2147171 | 84
49 213,6 50,9 23,8 17 Plasma rico em plaquetas na proporcédo de 1:1 em meio CE, apds fixacdo

média = média aritmética; dp = desvio padrdo; CV = coeficiente de varia-
G&o; N = nimero de determinacdes.

parcial em glutaraldeido, em 17 experimentos independentes.
SQ = soma dos quadrados dos residuos; GL = grau de liberdade;
QM = quadrado médio; F = teste de distribui¢do F; p = probabilidade.

FIGURA 4
Contagem de plaguetas humanas preservadas

FIGURA 3
Contagem de plaquetas humanas preservadas
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Plasma rico em plaquetas na proporcao 1:1 em meio CE, nas concen-
tragcOes de 1, 2, 4 e 6g/L de albumina bovina.
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Plasma rico em plaquetas na proporcéo de 1:1 de meio CE na concen-
tracéo de 1g/L de albumina bovina, apés fixagéo parcial em glutaraldeido.
Os resultados sdo médias de 6 experimentos independentes.

¢do parcial de glutaraldeido esta ilustrada na Figura 2.
Observou-se uma boa estabilidade na analise das
plaquetas durante 50 dias. A analise estatistica des-
tes dados encontra-se nas Tabelas 1 e 2.

A avaliacao das plaquetas durante a preservacdo em
meio CE, em funcdo da variacdo da concentracdo de
albumina bovina, esta ilustrada na Figura 3.

Observa-se estabilidade na contagem de plaque-
tas durante a preservacdo para amostras apos fixa-
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¢do parcial com glutaraldeido, encontram-se na
Figura 4.

DISCUSSAO
O emprego de amostras de calibragdo e amostras
controle de valor conhecido para a verificacdo do de-
sempenho de um instrumento ou processo analitico,
segundo o Comité Internacional de Padronizacdo em
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Hematologia, devem ser similares, nas suas proprie-
dades, as amostras analisadas (Stiene-Martin et al.,
1998).

O meio CE de preservacgédo foi desenvolvido com
base nas propriedades fisiolégicas do eritrocito, bem
como em estudos sobre seu envelhecimento e pre-
servacdo (Morgan et al.,1978; Heaton et al.,1981;
Dacie & Lewis,1995; Wolfe et al.,1986; Clarck et
al.,1988).

A idéia de se empregar um mesmo meio de pre-
servacgdo para eritrgcitos e plaquetas para hemote-
rapia tem apresentado bons resultados (Heaton et
al.,1990).

Ao se testar amostras de plasma rico em plaque-
tas com adicdo de meio CE, na proporcdo de 1:1,
observou-se um decaimento lento e linear para a
contagem de plaquetas em Coulter Counter T890,
ao longo de 35 dias de preservacdo, com um coefi-
ciente angular da reta de -0,59, obtido por regres-
sdo linear, o que demonstra que ha um leve decai-
mento da contagem de plaquetas durante a preser-
vacao (Figura 1).

Para o aperfeicoamento das amostras obtidas para
o controle de qualidade da contagem de plaquetas,
decidiu-se, com base em trabalhos anteriores com
preservacdao de eritrocitos (Leonart et al., 1989) e nos
conhecimentos sobre a estrutura e metabolismo das
plaquetas (Solberg, 1988; Stiene-Martin et al., 1998),
testar a fixac@o parcial com glutaraldeido. Obteve-
se valores estaveis para o numero de plaquetas ao
longo de 50 dias de preservacéo (Figura 2). Os coefi-
cientes de variacdo obtidos foram semelhantes entre
os diferentes dias de contagem, com média de apro-
ximadamente 23,7, que é aceitavel, por se referir a
concentracfes de plaguetas de diferentes amostras
(Tabela I). Verificou-se ainda, que néo ha diferenca
entre as médias obtidas nos diferentes dias de con-
servacdo de plaquetas, considerando-se P > 0,05
(Tabela I1).

Com a finalidade de melhorar a preservacao de
plaguetas, e mesmo de simplificar a féormula origi-
nal do meio, testou-se também alterac6es na concen-
tracdo de albumina bovina do meio CE, para 1, 2 e
4g/L (Emendorfer et al., 1999a). A analise dos resul-
tados mostrou maior estabilidade para as amostras
de plaquetas preservadas na concentracdo original
de 6 g/L de albumina bovina (Figura 3).

A andlise de amostras de plaguetas em meio CE
com variac¢des na concentracdo de albumina bovina,
ap6s fixacdo parcial de glutaraldeido, foi realizada
com base nas propriedades deste ultimo em relagéo
a estabilidade da membrana plasmatica de eritréci-
tos.

Na preservacao de plaquetas, os resultados apre-
sentaram diferencas significativas para as diversas
concentragfes de albumina bovina utilizadas, sendo
que se observa um declinio mais rapido para o nd-
mero de plaguetas contadas em amostrascom 1, 2 e
4g/L de albumina bovina (Figura 3).

Para as amostras de plaquetas com fixa¢édo par-
cial de glutaraldeido ndo foram observadas diferen-
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¢as significativas entre as diversas concentracdes de
albumina bovina empregadas para as contagens das
amostras em Coulter Counter T890. Estes resultados
diferem dos anteriores, sem fixacdo parcial de gluta-
raldeido, e mostram que concentra¢des mais baixas
de albumina bovina podem ser utilizadas, desde que
as plaquetas sejam fixadas parcialmente com gluta-
raldeido (Figura 4).

Os resultados obtidos sugerem que a fixacao par-
cial com glutaraldeido pode ser adequada para a es-
tabilizacdo de plaquetas em amostras de controle de
qualidade.
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Otimizacao da técnica de RT-PCR para
avaliacao da expressao génica do receptor

da LDL em células mononucleares periféricas

de individuos hipercolesterolémicos tratados
com medicamentos hipolipemiantes’

Optimized RT-PCR assay to evaluate LDL receptor mRNA levels
in peripheral mononuclear cells from hypercholesterolemic
individuals treated with lipid-lowering drugs

Luis Salazar Navarrete, Mario Hiroyuki Hirata & Rosario Dominguez Crespo Hirata

RESUMO - Foi otimizado o método de RT-PCR para avaliar a expressdo génica do receptor da LDL (RLDL) em
células mononucleares periféricas (CMP), provenientes de individuos hipercolesterolémicos tratados com agentes
hipolipemiantes. As CMP foram isoladas a partir de 10 mL de sangue periférico por centrifugacéo sob gradiente de
Ficoll-Paque® Plus. O RNA total foi extraido utilizando o reagente Trizol®, ressuspendido em agua tratada com
DEPC e quantificado por espectrofotometria a 260 nm. O cDNA foi sintetizado a partir de 1 pg de RNA utilizando a
enzima SuperScript™ Il RT RNAse-. A seguir, o gene do RLDL foi amplificado pela técnica de PCR. Os produtos de
amplificacao foram avaliados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% e fotografados. Os genes da gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) e da 3-actina foram amplificados como controles internos utilizando a mesma me-
todologia descrita. A expressdo génica do RLDL foi determinada pelas relagdes entre a intensidade das bandas dos
produtos amplificados do RLDL e GAPDH (RLDL/GAPDH) e do RLDL e 3-actina (RLDL/B-actina), determinadas por
densitometria das fotografias. Em resumo, o método otimizado permite a rapida avaliacdo da expressdo génica do
RLDL em CMP, sem a necessidade de componentes radioativos.

PALAVRAS-CHAVE - Receptor da LDL; RT-PCR; expressdo génica; hipercolesterolemia

SUMMARY - We have optimized a RT-PCR method to evaluate LDL receptor (LDLR) gene expression in peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) from hypercholesterolemic patients treated with lipid-lowering drugs. EDTA-anticoagulated
samples were used for PBMC isolation by Ficoll-Paque® gradient procedure, and total RNA was extracted using Trizol®
Reagent. RNA was resuspended in DEPC-treated water and quantified by spectrophotometry at 260 nm. cDNA was produ-
ced from 1 pg of total RNA by reverse transcription (RT) using the SuperScript™ Il RT RNAse-. cDNA encoding LDLR gene
was amplified by polymerase chain reaction (PCR). Number of cycles and reagent concentrations were set up for providing
high sensitivity and reproducibility of the PCR amplifications. PCR products were analyzed by agarose gel electrophoresis
stained with ethidium bromide. The intensity of the bands was evaluated by scanning densitometry from negative films
(Polaroid system). The efficiency of RNA extraction and cDNA synthesis were controlled by amplification of the housekee-
ping genes glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase (GAPDH) and b-actin using the same methodology. In summary,
the procedure here described allows a rapid determination and quantitation of mRNA for the LDLR, without handling
radioactive compounds or time-consuming blotting and detection procedures.

KEY WORDS - LDL receptor; RT-PCR; gene expression; hypercholesterolemia
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INTRODUCAO o RLDL é responsavel pela manutencao da homeosta-

se dos lipideos e das lipoproteinas no plasma e nos te-

receptor da lipoproteina de baixa densidade | cidos e, ao mesmo tempo, protege as células do acu-

(RLDL) desempenha uma importante fungdo na | mulo desses lipideos, principalmente do colesterol®.

homeostase do colesterol, ele faz parte do mecanismo
de remocéo das lipoproteinas do plasma e fornecimen-
to do colesterol e triglicerideos para as células. Por isso,

Aregulacéo in vivo do RLDL na célula hepética tem
sido o foco de interesse em varias pesquisas™ % 18,
Entretanto, esses estudos tem-se visto descontinuados
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pela dificuldade da obtencédo de amostras de figado em
humanos. Uma fonte mais acessivel de células, expos-
tas as mesmas condi¢des externas que os hepatdécitos,
sdo as células mononucleares periféricas (CMP). Con-
siderando que 0s mecanismos regulatérios basicos nas
CMP e hepatdcitos sdo similares®®, a expresséo do RLDL
nas CMP pode refletir a sua expressédo no figado.

Varios métodos tem sido desenvolvidos para a de-
teccao e quantificacdo de RNA em diferentes amostras.
Dentre eles, podemos mencionar a técnica de Northern
blot, a hibridizacdo in situ e a técnica de transcrigéo
reversa seguida da reacdo em cadeia pela polimerase
(RT-PCR), apresentando cada uma delas diversas van-
tagens®. Atualmente, o método de RT-PCR é o mais
utilizado para a deteccao e quantificacéo de expressao
génica, diagnostico de agentes infecciosos, deteccao
de oncogenes ou gerar cDNA para clonagem, devido a
sua alta sensibilidade e menor tempo de ensaio***®,

Com base nas informag6es apresentadas, o presen-
te trabalho tem por objetivo a otimizacdo do método de
RT-PCR para avaliar a expressao génica do RLDL em
CMP de pacientes hipercolesterolémicos tratados com
agentes hipolipemiantes.

MATERIAIS E METODOS
1. Amostragem

Foram colhidas amostras de sangue total, apés je-
jum de 12 horas utilizando o sistema de coleta a vacuo,
em tubos contendo EDTA como anticoagulante (1 mg/
ml sangue) de 20 individuos portadores de hipercoles-
terolemia priméria, classificados de acordo com os cri-
térios do 2° Consenso Brasileiro sobre Dislipidemias®,
tratados durante 4 semanas com 0 medicamento hipo-
colesterolemiante Atorvastatina.

2. Avaliacdo da expressao génica do RLDL
em células mononucleares periféricas

2.1. Obtencéo das células
mononucleares periféricas

As células mononucleares periféricas (CMP) foram
isoladas por centrifugacdo sob um gradiente de densi-
dade em solug&o de Ficoll-Pagque® Plus (Pharmacia Bio-
tech)®, a partir de 10 mL de sangue total. As amostras
de sangue total foram centrifugadas a 400 x g por 10
min. a temperatura ambiente (TA), e o plasma rico em
plaquetas foi removido e descartado. A seguir, o volu-
me sanguineo foi reconstituido e diluido a 1:2 com tam-
pdo TE, pH 7,4 (Tris-HCl a 10 mM, pH 7,4 e EDTA a
5mM, pH 8,0). Essa suspensédo de células foi adicio-
nada vagarosamente sobre uma solucéo de Ficoll-Pa-
que®Plus (d=1,070 g/ml) e centrifugada a 400 x g, por
30 min., a TA. A camada de células mononucleares foi
recuperada apos 2 lavagens com tampéao TE. As célu-
las assim obtidas, foram contadas apdés coloracéo vital
com azul de Tripan e utilizadas imediatamente para a
extracdo do RNA total.
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2.2. Extracdo do RNA total

O RNA total foi extraido a partir da suspensao de
CMP (1 x 106 células/mL), que foram lisadas utilizan-
do-se 1 mL do reagente TRIZOL® (Gibco BRL), basea-
do no método de Chomczynsky & Sacchi®. De acordo
com o protocolo do fabricante, as amostras foram ho-
mogeneizadas, seguidas da adi¢do de 0,2 mL de cloro-
férmio, homogeneizagéo e centrifugacéo a 12.000 x g,
por 15 min., a 4°C. O RNA total presente na fase aquo-
sa foi precipitado com 0,5 mL de isopropanol gelado,
centrifugado a 12.000 x g, por 10 min., 4°C e lavado
com etanol 75% (v/v). A seguir, o RNA foi seco ao ar e
ressuspendido em 50 mL de &gua estéril tratada com
dietilpirocarbonato (DPEC) e incubado por 10 min. a
56°C e armazenado a -70°C para posterior andlise.

2.3. Avaliacao eletroforética e quantificacao

do RNA total

A integridade das moléculas de RNA foi verificada
por eletroforese em gel de agarose a 1,0% contendo 0,5
mg/mL de brometo de etideo, em tampé&o TPE (Tris-
fosfato a 0,9 mM e EDTA a 2,0 mM, pH 8,0). A separa-
¢éo eletroforética foi realizada a 100 V por 30 min. e a
visibilizagdo das bandas foi feita em transiluminador
sob luz UV™.

O RNA total isolado foi também quantificado por
espectrofotometria a 260 nm, utilizando o espectrofo-
tdmetro UV Beckman DU 640, ap6s diluicdo das amos-
tras 1:100 em agua estéril tratada com DEPC™.

2.4. Sintese do cDNA

A sintese do cDNA a partir do RNA total obtido, foi
realizada utilizando-se a enzima SuperScript™ Il RT
RNase H- (Gibco BRL), seguindo o protocolo descrito
pelo fabricante. Desta forma, a solugdo de RNA total
foi submetida a desnaturacéo por 5 minutos a 96°C e
imediatamente transferida para banho de gelo. A se-
guir, em tubo de microcentrifuga de 0,5 mL pipetou-se,
2 pL (200 ng) de oligonucleotideos aleatérios (random
primers), o volume da solucdo de RNA previamente
desnaturado equivalente a 1 ug de RNA e completou-
se com agua estéril para 12 pL. Os tubos foram homo-
geneizados, brevemente centrifugados e submetidos a
70°C por 10 minutos para desnaturacdo do RNA e em
seguida, resfriada em banho de gelo. Centrifugou-se
brevemente e acrescentou-se a seguinte mistura de
reagentes: tamp&o da enzima RT 5X concentado (Tris-
HCI a 250 mM, KCI a 375 mM e MgCI2 a 15mM),
DTT a 100 mM, dNTP a 10 mM e 200 U da enzima RT.
Essa mistura final foi submetida por 10 min. a 25°C
para permitir a hibridac@o dos oligonucletideos alea-
térios ao RNA, seguida de 50 min. a 42°C para acéo da
enzima RT e 15 min. a 70°C para extenséo final das
cadeias de cDNA sintetizadas. O cDNA assim obtido
foi armazenado a -20°C até a realizagdo da PCR.

2.5. Amplificacao do cDNA pela PCR
A reacéo de amplificagdo do cDNA foi composta de
tampao de PCR (Tris-HCl a 75 mM, pH 9.0; KCl a 50
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mM; MgCI2 a 2,0 mM e (NH4)2504 a 20 mM),
0,2 mM de cada nucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 100 nM de cada iniciador e 1 U da enzima Taq
DNA polimerase (Biotools, Espanha), adicionados a mi-
crotubos de 0,5 mL. Em seguida, foram pipetadas as
amostras, 2uL de cDNA para RLDL e 2uL de cDNA
para GAPDH ou R-actina, e o volume completado para
50uL com agua estéril. Os tubos com os reagentes fo-
ram homogeneizados e colocados no termociclo auto-
matizado PTC-100 MJ Research, Inc. (Lab. Trade do
Brasil) programado da seguinte forma: desnaturagéo
inicial (hot start): 98°C por 3 minutos; amplificagdo: 35
ciclos de 95°C por 1 minuto (desnaturacgédo); 55°C por
1 minuto (hibridacéo) e 72°C por 1 minuto (extensio) e
extensdo final: 72°C por 10 minutos. Ao final dos ciclos
a reacdo foi interrompida por esfriamento a 4°C.

Os iniciadores para a amplificagcdo do gene do RLDL
foram escolhidos de acordo com o trabalho de Powell &
Kroon®3, Para a amplificagio dos genes housekeeping
(constitutivos), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) e R-actina, os iniciadores foram escolhidos
de acordo com o trabalho de Tokunaga et al.*’ e Ishi-
mura et al.®, respectivamente.

2.6. Avaliacéo eletroforética dos produtos
de amplificacdo

Os produtos de PCR foram avaliados em gel de aga-
rose a 1,5%, corado com brometo de etideo (0,5ug/mL),
adicionando-se 3pL de tampé&o de amostra (azul de bro-
mofenol a 0,25%, xilenocianol-FF a 0,25% e glicerol a
30%) a 10uL de produto de PCR, aplicando-se no gel e
submetendo-se a eletroforese em tampéo TBE (Tris-HCI
a 0,45 mM, acido bdricoa 0,45 mM e EDTA a 2,5 mM,
pH 8,0) por 30 min. a 100 V. A visibilizacdo das bandas
foi feita em transiluminador sob luz UV, utilizando-se
como referéncia um marcador de tamanho molecular
de 100 bp.

2.7. Medida semiquantitativa da expresséao
génica do RLDL

Ao final da separacéo eletroforética foi realizada a
fotodocumentacéo do gel com camara fotografica Pola-
roid, e as fotos e/ou negativos foram submetidos a ana-
lise densitométrica utilizando o densitdmetro GS 700
da Bio-Rad, EUA. As leituras de densidade o6ptica (re-
flectdncia) das bandas foram determinadas pelo pro-
grama para Andlise de imagens: Molecular Analyst TM/
PC (Windows Software for Bio-Rad' s Image Analysis
Systems, versdo 4.1).

As amplificacdes dos genes housekeeping GAPDH
e B-actina foram utilizadas para o célculo da expressao
relativa, pelo fato do referidos genes serem expressos
de forma constante e abundante nas células de mami-
feros®. A medida da expressdo do mMRNA do RLDL foi
obtida em valores relativos (expressao relativa) entre a
densidade 6ptica da banda correspondente ao produto
de amplificacdo do RLDL e a densidade éptica da ban-
da correspondente ao produto de amplificacdo da
GAPDH ou R-actina.
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2.8. Controle de qualidade das técnicas
de RT e PCR

A amplificacdo concomitante da GAPDH ou B-acti-
na, foi utilizada também como controle interno de todo
o procedimento. Além disso, as amplificacdes realiza-
das pela técnica de PCR, foram monitoradas utilizan-
do-se controle de reagentes (tubo no qual séo adicio-
nados todos os reagentes para a reacdo de amplifica-
¢do, exceto o acido nucléico) em cada conjunto de rea-
¢Bes. Também foram repetidas 10% das reacdes de RT-
PCR, aleatoriamente.

2.9. Anédlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados utilizando o
programa SigmaStat para Windows, versao 1,0. Os tes-
tes de Correlacéo linear e de Wilcoxon foram utiliza-
dos para a comparacéao dos valores relativos de expres-
sdo génica do RLDL, obtidos pelas relagbes RLDL/GA-
PDH e RLDL/R-actina. O nivel de significancia consi-
derado foi de 5%

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de evitar ao maximo as variacfes
intra e inter-ensaio, procurou-se estabelecer as mes-
mas condi¢fes de reacdo para os trés genes (RLDL,
GAPDH e R-actina). As condi¢tes de PCR foram deter-
minadas com base no trabalho de Powell & Kroon*® e
nas temperaturas de desnaturacéo dos diferentes ini-
ciadores. As condicBes avaliadas foram: a quantidade
de RNA necessério para amplificacdo do cDNA, a con-
centracdo dos iniciadores, a concentracao de cloreto
de magnésio, o nimero de ciclos da PCR, a amplifica-
¢do conjunta do RLDL e gene housekeeping (PCR-du-
plex) e o uso de diferentes genes housekeeping na ava-
liacdo da expressdo do RLDL.

Para a otimizacdo da RT-PCR, inicialmente variou-
se a quantidade de RNA utilizado para a sintese do
cDNA, mantendo-se as concentracdes dos demais rea-
gentes da RT e PCR constantes. Na Fig. 1, sdo mostra-
dos os produtos de amplificacdo dos genes da GAPDH
e RLDL, amplificados a partir de 1, 2, e 3ug de RNA
total. Como é possivel notar os produtos de PCR gera-
dos a partir das trés concentracdes de RNA total pude-
ram ser detectados com a mesma eficiéncia. Assim, foi
estabelecida a utilizac8o de 1ug de RNA total para sin-
tese do cDNA, considerando que o RNA total é isolado
em pequena quantidade das CMP.

A influéncia da concentracao de iniciadores na efi-
ciéncia da PCR foi também investigada. Com esse ob-
jetivo foram testadas concentracées de 100, 150, 200,
250 e 300 nM de cada iniciador na amplificacdo dos
genes do RLDL e da GAPDH. Os produtos de PCR sé@o
mostrados na Fig. 2. Podemos observar que houve am-
plificagcéo eficiente para ambos os genes entre as con-
centracdes de 100 a 300 nM, coincidentes com a litera-
tura®. Estabeleceu-se o uso da menor concentragao in-
vestigada (100 nM), com o objetivo de evitar a forma-
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¢do de produtos inespecificos, como primer-dimers,
que podem competir com o DNA gendmico pela en-
zima DNA polimerase, resultando em baixa eficién-
cia da PCR®,

A concentracao de cloreto de magnésio na PCR
pode afetar a hibridacdo dos iniciadores, tempera-
tura de dissociagdo das fitas, formagdo de artefatos
(primer-dimers), atividade e fidelidade da enzima
DNA polimerase®. Pela importancia deste compo-
nente na reacdo, avaliou-se o efeito de diferentes
concentractes de MgCl, na eficiéncia de amplifi-
cacdo. Foram testadas as concentragdes de 2, 3,4, 5
e 6 mM, na amplificacdo dos genes da GAPDH e do
RLDL. Na Fig. 3, pode-se observar que o melhor re-
sultado na amplificacdo do gene do RLDL foi obtido
com a concentracdo de 2 mM, concentracao ja in-
cluida no tampéo de PCR da DNA polimerase utili-
zada. Essa concentracdo de MgCl, é considerada
ideal também por outros autores®. Resultado simi-
lar foi obtido na amplificacdo do gene da GAPDH
(dado n&o mostrado).

Na Fig. 4 sdo mostrados os produtos de amplifi-
cacdo dos genes da GAPDH e do RLDL, utilizando
25, 30, 35, 40, 45 ciclos na reacdo de amplificacdo.
Podemos observar que a partir de 35 ciclos se con-
segue uma boa eficiéncia de amplificacdo para os
dois genes em questdo. Também podemos mencio-
nar que a partir de 40 ciclos se consegue o ponto de
saturacdo da PCR, para os dois genes, atingindo-se
o platd da reacgéo, o qual ndo deve ser utilizado nos
estudos de expressao génica, ja que em essas con-
digBes, ndo seria possivel avaliar alteragdes da ex-
pressdo do gene investigado. Em condic¢des de pla-
16, a expressado do gene investigado se apresentaria
abundante e similar ao gene housekeeping, com o
qual variagBes de expressdo do gene investigado néo
poderiam ser detectadas’. O estabelecimento do nu-
mero de ciclos evita também a amplificacao de pro-
dutos inespecificos, que pode ocorrer quando o nu-
mero é excessivo, por outro lado, o uso de um nu-
mero reduzido de ciclos pode resultar na obtencéo
de uma baixa quantidade de produto amplificado®.

Com o objetivo de realizar a amplificagdo num
mesmo tubo do gene housekeeping e do gene a ser
investigado, foram realizados testes utilizando GA-
PDH e RLDL em conjunto. Esse caso é particular-
mente interessante para avaliacdo da expressdo do
gene do RLDL, devido ao tamanho do fragmento ob-
tido (258 bp) ser o suficientemente diferente do gene
da GAPDH (452 bp), podendo ser avaliados conjun-
tamente no gel de agarose, como pode ser observa-
do na Fig. 5A. Outra vantagem dessa metodologia,
seria a eliminacdo da variacdo interensaio. A am-
plificacdo concomitante de genes housekeeping na
RT-PCR, permite corrigir variacdes na extracdo do
RNA, sintese do cDNA e amplificagcao. Além disso,
permite a quantificagdo do mRNA do gene de inte-
resse, o qual é obtido através da relacdo de densi-

198

258 bp

Figura 1- Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos de PCR dos
genes da GAPDH (A) e do RLDL (B) gerados a partir de cDNA sintetizado
com 1, 2 e 3 ug de RNA total (linhas 1-3). M, marcador de tamanho molecular
de DNA (100 bp) e CR, controle de reagentes.

452bp € 2 R 2

Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos de PCR dos
genes da GAPDH (A) e do RLDL (B) amplificados utilizando concentra¢des
de iniciadores de 100, 150, 200, 250 e 300 nM (linhas 1-5). M, marcador de
tamanho molecular de DNA (100 bp) e CR, controle de reagentes.

Figura 3 - Eletroforese em gel de
agarose a 1,5% dos produtos de
PCR do gene do RLDL amplifica-
dos utilizando concentragbes de
MgCl, de 2, 3, 4,5 e 6 mM (linhas
1-5). M, marcador de tamanho
molecular de DNA (100 bp) e CR,
controle de reagentes.

1 2 3 4 5

M CR

452 bp

258 bp

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos de PCR dos
genes da GAPDH (A) e do RLDL (B) amplificados utilizando 25, 30, 35, 40 e
45 ciclos (linhas 1-5). M, marcador de tamanho molecular de DNA (100 bp) e
CR, controle de reagentes.

M CR 1 2 3 4 5 M 1 2 3 4 5 6 7CR

844 bp
452 bp
258 bp 258 bp

Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos de PCR -
duplex dos genes da GAPDH (452 bp) e do RLDL (258 bp) (A) e R-actina
(844 bp) e RLDL (258 bp) (B). M, marcador de tamanho molecular de DNA
(100 bp) e CR, controle de reagentes.
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Figura 6 - Gréfico de regresséo linear dos valores relativos de expressao
génica do RLDL em CMP obtidos pela relagdo RLDL/GAPDH (x) e RLDL/R-
actina (y) de 20 pacientes hipercolesterolémicos por PCR-duplex.

dade 6ptica entre o sinal do mMRNA do gene investi-
gado e o sinal do mRNA do gene housekeeping.

Existem varios genes housekeeping que podem ser
usados como controles na técnica de RT-PCR, os mais
comumente utilizados séo: GAPDH, R-actina e R-glo-
bina®. Com o objetivo de verificar se o uso de diferen-
tes genes housekeeping na RT-PCR pode modificar os
valores relativos de expressao observados para um de-
terminado gene, foram comparados os valores de ex-
pressdo génica do RLDL obtidos por PCR-duplex das
relacbes RLDL/GAPDH e RLDL/R-actina. Como pode
ser observado na Figura 6, os valores relativos de ex-
pressao génica obtidos por ambos sistemas apresenta-
ram correlagéo positiva e significativa (r = 0,784, P <
0,0001). Entretanto, quando comparados os valores
medianos de expressdo do gene do RLDL obtidos me-
diante ambas as relagfes, podemos observar que 0s
valores de expressédo, determinados pela relagdo RLDL/
[3-actina, sdo mais elevados que os obtidos pelo uso da
relacdo RLDL/GAPDH (1,16 vs. 1,08; P < 0,05). Esse
comportamento pode ser explicado, porque na ampli-
ficacdo conjunta do RLDL e da R-actina é favorecida a
amplificac@o do fragmento de menor tamanho (258 bp)
correspondente ao gene do RLDL (Fig. 5B), quando
comparado a R-actina (844 bp). Considerando esses
achados, optamos pela utilizagdo do gene da GAPDH
(452 bp), quando avaliada a expresséo génica do RLDL
por PCR-duplex.

Em resumo, o método otimizado permite a rapi-
da avaliacdo da expressdo génica do RLDL em CMP,
sem a necessidade de componentes radioativos.
Além disso, a quantificacdo da expressao génica do
RLDL em CMP, pode ser uma ferramenta importan-
te na avaliacdo de pacientes hipercolesterolémicos
que ndo respondem ao tratamento com agentes hi-
polipemiantes.
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Efeitos de corantes naturais nos niveis
séricos de colesterol e colesterol-HDL
em ratos hiperlipidemicos

Effects of natural dyes on seric levels of cholesterol
and HDL-cholesterol in hyperlipidemic rats

Silval, R. C .; Valente!, S. T. X.; 1.; Oliveiral, T. T.; Nagem?, T. J.; Pinto®, A. S. & Costa®, N. M. B.

RESUMO - Distarbios no metabolismo lipidico tem levado a uma série de desordens do organismo, dentre elas as
hiperlipidemias primarias, defeitos na via exdgena, alteragdes no metabolismo de LDL, etc. O presente trabalho
avaliou a agdo de curcuma, antocianina, carmin e monascus nas doses de quarenta e oitenta miligramas mistura-
dos a ragdo Nuvilab e fornecidos a ratos Wistar hiperlipidémicos induzidos por Triton. Os resultados indicaram
uma percentagem de reducéo nos niveis de colesterol total sérico de 22,1, 31,6, 32,1 e 22,7% respectivamente para
0s corantes curcuma, antocianina, carmin e monascus e de 20,1, 17,9, 12,6 e 18,1% para a mesma seqiéncia de
corantes em relagéo ao colesterol - HDL.

PALAVRAS-CHAVE - Colesterol; circuma; antocianina.

SUMMARY - Disturbances in the lipidic metabolism produce a series of disorders in the organism, including the
primary hyperlipidemies, defects in the exogenous route, changing in the LDL-metabolism. This work evaluates the
action of curcumin, anthocyanin, carmin and monascus natural dyes in the dosis of forty and eighty milligrams
mixed to the ration Nuvilab and supplied to male hyperlipidaemic rats Wistar induced by Triton. The results showed
areduction in the cholesterol seric levels of 22.1, 31.6, 32.1 and 22.7% for curcuma, anthocyanin, carmin and monas-
cus respectively and 20.1, 17.9, 12.6 and 18.1% for the same sequence of natural dyes in relation to the HDL-

cholesterol.

KEY WORDS - Cholesterol; curcuma; anticynin; carmine; monascus.

J

INTRODUCAO

Disturbios no metabolismo lipidico tem levado a
uma série de desordens do organismo tais como
hiperlipidemias primarias, defeitos na via exdgena
(producéo da apoliproteina B, deficiéncia familiar de
lipase e de apoliprotéina C-11), aumento no nivel da
apoliproteina C-I11, inibicéo da lipase lipoproteica, etc
e navia enddgena alteracées no metabolismo de VLDL,
altera¢des no metabolismo de LDL, dislipidemias se-
cundarias, hipertrigliceridemia. Todas elas sao consi-
deradas fatores de risco para a aterosclerose, processo
em que IDL e VLDL se infiltram através da parede en-
dotelial e depositam-se na intima das paredes vascu-
lares. Este processo parece ser facilitado por algumas
lesbes preexistentes. Embora algumas lipoproteinas
que atravessam o endotélio possam ser reabsorvidas,
voltando novamente para a circulacéo através das ar-
térias, uma grande quantidade se deposita na intima

e ali permanece, em virtude de sua afinidade pelos
mucopolissacarideos e pelo colageno, componentes
essenciais do tecido conjuntivo das diversas camadas
das paredes vasculares. A aderéncia de monécitos que
circundam o endotélio vascular é um dos primeiros
passos detectados na aterosclerose induzida de modo
experimental. Logo em seguida, a camada intima das
paredes vascular, as lipoproteinas aterogénicas sofrem
uma série de modificacBes que lhes permitem conti-
nuar o processo aterogénico, sendo uma das princi-
pais a oxidacdo. A oxidacéo de LDL produz maior atra-
cdo e inibicdo da migragdo dos macrofagos e, sendo
citotéxico, lesa a camada endotelial vascular predis-
pondo a um novo e maior depdsito de LDL, assim como,
de macroéfagos. A terceira fase da aterogénese, repre-
sentada pela placa aterosclerética complicada, mani-
festa-se por sua calcificagdo, hemorragia e fissura, con-
sequentemente com trombose local, obstrucéo da luz
do vaso sanguineo e aparecimento de isquemia e pos-
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terior necrose do tecido irrigado por tais artérias (Bos-
tom et al, 1996).

Estudos experimentais envolvendo corantes natu-
rais, ttm mostrado que, além de conferirem cor aos
alimentos, alguns deles ndo se apresentam como subs-
tancias totalmente inécuas ao organismo. Estudos fei-
tos com diferentes doses, com a seguranca de quanti-
dades para sua utilizacdo, de suas propriedades fisio-
l6gicas e farmacoldgicas atribuem suas a¢des aos seus
principios ativos (Srinavasan et al, 1991, Ramaprasad
et al, 1956 , Marmion et al, 1991).

Hoje se sabe que os efeitos dos corantes naturais
no metabolismo lipidico, principalmente na reducéo
dos niveis de colesterol na corrente sangiinea de ani-
mais experimentais € uma verdade apesar das poucas
publicacdes disponiveis.

A curcumina, principio corante da curcuma é obti-
do a partir dos rizomas da planta Curcuma longa L. e
possui propriedades farmacolégicas como antiinflama-
toria e hipocolesterolémica no organismo animal, além
de provocar o aumento da secrec¢édo biliar e da excre-
¢ao biliar e da excrecdo de sais biliares, colesterol e
bilirrubina (Ammon e Whal, 1991).

As antocianinas, juntamente com outros flavonoi-
des, amplamente encontradas em vegetais, séo subs-
tancias ativas como antioxidantes e antiinflamatorias,
que atuam também no metabolismo lipidico em ani-
mais experimentais (Igarashi et al, 1990; Tamura e Ya-
magami, 1994).

Tradicionalmente utilizado pelos povos asiaticos, o
corante monascus, produzido pela fermentacgéo do ar-
roz por fungos do género Monascus, encontra aplica-
¢do em alimentos devido as suas propriedades coran-
tes, organolépticas e antimicrobianas, embora Fink-
Gremmels e Leistner, 1989, tenham demonstrado efeito
na reducéo dos niveis de lipideos séricos, em animais
experimentais, com o uso de um extrato metandlico
dos pigmentos produzidos por Monascus purpureus.

Considerando, portanto a maior utilizacdo destes
corantes, principalmente através de produtos indus-
trializados, e a necessidade do melhor conhecimento
de seus efeitos no organismo humano, este trabalho
procurou avaliar os corantes circuma, antocianina (de
cascas de uva), carmim e monascus quanto ao poten-
cial efeito de reducéo dos niveis de colesterol e coles-
terol-HDL sanguineos, em ratos hiperlipidémicos.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios biolégicos foram realizados utilizando-
se ratos machos albinos da raca Wistar, com 60 dias de
vida, provenientes do Departamento de Nutricdo e
Saude da Universidade Federal de Vigosa. No periodo
pré-experimental os animais foram mantidos em gaio-
las coletivas, a temperatura ambiente, ciclo de claro-
escuro de 12 horas e tiveram livre acesso racdo Nuvi-
lab CR1 e agua a vontade . Os corantes utilizados fo-
ram fornecidos pela Christian Hansen Ind. E Comér-
cio Ltda, com as seguintes especificacdes:

= Corante natural de carcuma em pé - E um 6leo
soltivel, produzido a partir da extracdo da oleoresina
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das raizes de Curcuma longa L. com uso de solventes
aprovados pela Food and Agriculture Organization
(FAO) e World Heath Organization (WHO), e purifica-
do por cristalizacdo, possuindo um teor total de curcu-
mina de, no minimo, 94%. Conferem diferentes tonali-
dades de cor que vao do amarelo-brilhante ao amare-
lo-esverdeado.

= Ja a antocianina é um po hidrossoluvel, produzi-
do a partir da extracdo aquosa da casca da uva. O ex-
trato é concentrado por evaporacao a vacuo, durante a
qual as impurezas sdo removidas. Em valores de pH
abaixo de 5, fornecem tonalidades que variam de rosa-
claro a vermelho framboesa. Em valores de pH maio-
res, variam de vermelho-azulado a azul. Os maiores
principios ativos sédo peonidina, malvidina, delfinidi-
na e petunidina. Sua for¢a corante é -1125-1375 uni-
dades/g.

< Carmim é um pg, soluivel em soluges alcalinas e
dispersivel em 4gua, gordura e 6leos, constituindo-se
numa laca da aluminio do 4cido carminico. Fornece
tonalidades vermelho-claro ou escuras, dependendo
do produto alimenticio onde é aplicado e da quantida-
de empregada. Sua forca corante é -47,5 unidades/g a
52,5% de acido carminico.

= Monascus € um po6 fino usado na preparac¢éo de
alimentos asiaticos. O produto fornece uma colora-
¢cdo vermelha, resultado da fermentag¢do do amido
de arroz pelo microorganismo Monascus purpureus.
De flavour tipico, constitui-se num preparado para
ser usado no tempero de alimentos, na dosagem de
0,5-1g/Kg.

A substancia utilizada para induzir a hiperlipide-
mia nos ratos foi o Triton WR 1339, ou tyloxapol (Sig-
ma), um detergente ndo anidnico, de estrutura poli-
mérica muito utilizado pelos pesquisadores neste tipo
de experimento ( Mathur et al, 1964, Siddiqui et al,
1996, Sharma, 1979, Choi et al, 1991).

Neste trabalho, foram realizados dois experimen-
tos, utilizando-se setenta e dois ratos sendo sessenta
deles hiperlipidémicos. Destes, quarenta e oito rece-
beram os corantes isoladamente nas doses de 40 mg e
80 mg. A substancia indutora da hiperlipidemia Triton
WR-1339 foi injetada intraperitonealmente nos ani-
mais, na dose de 300mg/kg de peso corporal, dissolvi-
do em solucéo salina (NaCl 0,15M), de modo a obter-
se uma solucdo com concentracdo de 78 mg/mL. De
acordo com o peso dos animais, foram aplicados dife-
rentes quantidades dessa soluc¢éo, utilizando-se serin-
gas descartaveis com capacidade de 1mL. Vinte e qua-
tro horas ap6s a injecdo de Triton WR-1339 nos 60 ra-
tos, estes foram divididos em grupos de 6 animais, com
peso médio inicial de 225 g e distribuidos conforme os
seguintes tratamentos:

Grupo 1 - (Racéo)

Grupo 2 - (Ragéo + Triton)

Grupo 3 - (Ragdo + Triton + Clrcuma)

Grupo 4 - (Ragdo + Triton + Antocianina)

Grupo 5 - (Ragdo + Triton + Carmim)

Grupo 6 - (Racdo + Triton +Monascus).

No experimento | estes corantes foram administra-
dos na forma de p6 na dose Unica de 40 mg, mistura-
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QUADRO |

Valores médios de colesterol total sérico (+ erro padréo) de soros
de ratos Wistar nos experimentos | e Il e suas respectivas médias

Grupos

Doses

40 mg

80 mg

Médias

1-Racéo

66,80 =+ 2,34

67,69 = 2,08

67,25 + 1,50

2- Ragao + Triton

119,06 + 3,62

117,90 = 1.32

118,48 + 1,95 A

3- Ragéo + Triton + Curcuma

94,03 = 1,83

88,24 + 1,96

91,14 +155B

4- Racao + Triton + Antocianina

81,57 = 1,94

78,41 = 1,64

79,99 +130B

5-Ragéo + Triton + Carmim

82,40 = 0,98

76,33 = 1,25

79,37 +1,19B

6-Racdo + Triton + Monascus

96,14 =+ 2,65

84,53 = 1,27

90,34 +£2,24B

Média

94,64 A

88,46 B

Na linha A> B, pelo teste F = Na coluna, b difere de a, pelo teste de Dunnett (P<0,05).

QUADRO I

Valores médios de colesterol-HDL sérico (+ erro padrédo) de soros
de ratos Wistar nos experimentos | e Il e suas respectivas médias

Grupos

Doses

40 mg

80 mg

Médias

1-Racao

47,87 + 2,16

49,47 £ 2,51

48,67 + 1,60

2- Racao + Triton

78,16 = 2,97

72,57 = 2,79

75,37 2,12 A

3- Ragéo + Triton + Clrcuma

65,89 = 1,41

54,51 = 2,87

60,20 = 2,30 B

4- Ragéo + Triton + Antocianina

66,50 = 2,50

57,29 = 3,75

61,90 + 2,56 B

5-Ragéo + Triton + Carmim

69,81 + 2,24

61,88 + 6,60

65,85+ 3,53B

6-Racao + Triton + Monascus

68,50 + 1,19

54,98 + 2,56

61,74 = 2,44 B

Média

69,77 A

60,25 B

Na linha A> B, pelo teste F = Na coluna, b difere de a, pelo teste de Dunnett (P<0,05).

foram realizadas segundo metodo-
logia proposta por Allain et al, 1974,
utilizando-se o0 método enzimatico
da marca Analisa. A andlise esta-
tistica foi realizada com o delinea-
mento experimental inteiramente
casualizado com cinco tratamentos
(Racdo + Triton, Ragcdo + Triton +
Cudrcuma, Racdo + Triton + Anto-
cianina, Racdo + Triton + Carmim,
Racéo + Triton + Monascus) e seis
repeticdes, em que foram emprega-
das 40 mg e 80 mg de substancias.
Os dados foram analisados por meio
de analise de variancia individual,
para as duas variaveis em estudo
(Colesterol e Colesterol-HDL). O
teste de Dunnet, adotando-se um
nivel de 5% de colesterol total, co-
lesterol-HDL foram obtidos dos gru-
pos tratados com os corantes, com
o valor médio do grupo-controle. A
dispersdo das médias foi expressa
pelo erro padréo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios de colesterol
total e colesterol-HDL séricos en-
contram-se descritos nos Quadros |
e |1, expressos em mg/dL, com suas
respectivas medias entre os dois
experimentos.

Os resultados indicam uma per-
centagem de reducéo dos niveis de
colesterol total séricode 22,1, 31,6,
32,1 e 22,7% respectivamente para
0s grupos 3,4,5,6.

A reducéo de 22,1% do nivel de
colesterol total sérico apresentado
pelo grupo 3 (cdrcuma), é concor-
dante com os dados da literatura
sobre o efeito apresentado por ex-
tratos da planta Curcuma longa L.
(Valente, 1998) e por estudos com
curcumina, capsaicina, gengibre,
mostarda, pimenta do reino, comi-
nho e seus efeitos sobre a atividade
da enzima 7-a-hidroxilase e sobre
os niveis de colesterol em ratos (Sri-
nivasan et al, 1991). O autor suge-
re que, por ativar a enzima de con-

dos a 10g de racdo comercial Nuvilab e no experimen-
to Il na dose Unica de 80 mg, nas mesmas condi¢cbes
anteriores. Quarenta e oito horas ap0s a aplicacéo do
Triton WR-1339, todos os animais foram anestesiados
por inalacdo com éter etilico e por puncéo cardiaca
foram retiradas as amostras de sangue. Estas foram
centrifugadas a 7100 x G, por 15 minutos, para sepa-
racdo do soro, e mantidas a 8°C até o momento das
analises. As dosagens de colesterol e colesterol-HDL

versdo de colesterol para acidos biliares, este deve ser
um possivel mecanismo de acéo para estes compostos
na eliminacgé&o do colesterol do corpo e, portanto, uma
das possiveis explicacdes para a reducéo de colesterol
pelo tratamento com curcumina.

Quanto ao corante carmim, um aditivo corante com
longa histéria de uso em alimentos, ndo se conhece
ainda seu possivel mecanismo de agao.

Ja as antocianinas juntamente com outros flavonéi-
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des tém comprovados efeitos no metabolismo lipidico.
Constitui uma classe de substancias que tem mostra-
do suas agbes como antioxidantes (Tsuda et al, 1994),
acao antitrombdtica, (Gryglewski et al, 1987), efeitos
antiinflamatoérios (Pelzer et al, 1998), inibicdo da mo-
dificacdo oxidativa de lipoproteinas LDL (Whalley et
al, 1990) , e, com certeza se constituira no futuro num
dos possiveis farmacos no tratamento do colesterol e
na prevencao de doencas cardiacas.

Os resultados obtidos neste trabalho com o corante
monascus, nao constitui surpresa pois resultados se-
melhantes também foram encontrados por Fink -Grem-
mels & Leistner, 1989, utilizando extrato metandico dos
pigmentos produzidos por Monascus purpureus, tes-
tado em ratos com dieta induzindo hiperlipidemia.

Este corante é utilizado pelos povos asiaticos como
condimento e corante, assim como para estabilidade
microbioldgica de produtos de carne e peixe. Sabe-se
hoje que uma espécie deste fungo do género monas-
cus, Monascus ruber, produz, como resultado do seu
metabolismo, monacolina K, um composto com agao
hipocolesterolémica que inibe a enzima HMG-CoA
redutase. A literatura ndo registra a producéo deste
metabolito por Monascus purpureus.

Os resultados apresentados no Quadro Il para co-
lesterol-HDL mostram efeitos similares aos obtidos
nos niveis de colesterol total. Todos os corantes testa-
dos apresentaram efeito de reducéo significativo dos
valores de HDL-colesterol quando comparados ao gru-
po-controle, com reducéo de 20,1 % para o grupo 3,
17,9% para o grupo 4, 12,6% para o grupo 5 e 18,1%
para o grupo 6. A maior dose, 80 mg, apresentou tam-
bém maior efeito de redugdo em relagdo a dose de 40
mg, sendo esta reducdo em torno de 13,6%.

Reduzir os niveis elevados de colesterol sanguineo
é considerado de extrema importancia no organismo
humano. Hoje j4 esté estabelecida relagdo entre ni-
veis elevados de colesterol e aterosclerose, levando ao

surgimento de doencas vasculares cardiacas, encefa-
licas e periféricas, de grande incidéncia em nossa po-
pulacéo.
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Artigo de revisdo

Infeccoes oportunistas por protozoarios parasitos:
uma revisao sobre Cryptosporidium parvum,
Cyclospora cayetanensis, Isospora belli
e microsporidios

Opportunistic infections caused by protozoan parasites:
a review of Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis,
Isospora belli and microsporidia

Geraldo Attilio De Carli*

RESUMO - Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis, Isospora belli e varias espécies de microsporidios
sdo reconhecidos atualmente como protozodrios parasitos emergentes e oportunistas para o homem. Os organis-
mos membros dos grupos de coccidios e microsporidios, com ampla distribuicdo geografica, sdo reportados tam-
bém com aumento de frequéncia nas populagdes de imunocompetentes e imunocompromissados. Esses parasitos
sdo transmitidos, principalmente, pela 4gua, mas sdo descritas infecdes através dos alimentos. Os organismos sdo
responsaveis por surtos agudos de diarréia com varias outras sequelas relacionadas com a doenca. Os coccidios
incluem trés géneros — Cryptosporidium, Cyclopora e Isospora. Os dois ultimos sdo de menor importancia em
termos de mortalidade e morbidade. Os microsporidios incluem géneros (Enterocytozoon, Encephalitozoon) que
somente agora estdo sendo reconhecidos como importantes agentes de doengas. As mais importantes rotas de
transmissdo dos microsporidios no homem ¢é a ingestdo ou inalagdo de esporos. Diferentemente dos coccidios,
esses organismos estdo mais restritos as populacdes de imunocomprometidos. O aumento da incidéncia e o nime-
ro de pacientes com diarréia prolongada devida a esses parasitos indicam a necessidade de aumentar a vigilancia
clinica relacionada com prevencao, diagndéstico e tratamento.

PALAVRAS-CHAVE - Coccidios; Microsporidios; Cryptosporidium parvum; Cyclospora cayetanensis; Isospora
belli; Enterocytozoon bieneusi; Encephalitozoon intestinalis.
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SUMMARY - Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis and Isospora belli as well as several species of
microsporidia are recognized as emerging protozoan pathogens of humans. All are obligate intracellular parasites,
with Isospora and microsporidia being primarily associated with immunocompromised hosts. These parasites are
responsible for acute, as well as protracted, cases of watery diarrhea with various other related sequelae. The
coccidia can be transmitted by ingestion of water or food contaminated with oocysts, and the most common routes
of infection of microsporidia in mammals are ingestion or inhalation of spores

KEY WORDS - Coccidia; Microsporidia; Cryptosporidium parvum; Cyclospora cayetanensis; Isospora belli;
Enterocytozoon bieneusi; Encephalitozoon intestinalis.
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INTRODUCAO

descricdo de novos agentes de doencas humanas
e mudanc¢as ha nomenclatura ocorrem em todos
0s grupos de organismos patogénicos. Essas mudanca
sdo esperadas devido ao avanco da tecnologia que ca-
pacita um diagndéstico mais preciso das doencgas infec-
ciosas e um maior conhecimento da relagdo genética

entre a etiologia dos agentes®. Soma-se a isto, a pan-
demia do virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV)
e a relatada expanséo da populagdo de imunocompro-
metidos que tem contribuido para o aumento do nu-
mero de individuos infectados com patégenos oportu-
nistas. Esses protozoarios parasitos sdo membros de
dois grupos, os Coccidios e os Microsporidios.

Os coccidios e os microsporidios intestinais séo
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descritos como organismos intracelulares, parasitos co-
muns de varios vertebrados, incluindo o homem. A
relagdo dos animais considerados reservatérios para
as infeccbes humanas nao esta totalmente esclareci-
da, mas devido a organismos parasitos semelhantes,
possivelmente idénticos, encontrados entre animais
domésticos, em fazendas e entre animais de estima-
¢8o nas cidades, como também em animais selvagens,
existem grandes possibilidades de relagdo de sua etio-
logia com as doencas humanas. A morfologia desses
estagios é idéntica. Apesar, de as formas intracelula-
res serem diagnosticadas através de espécimes biosp-
siados, 0s estagios excretados fornecem as informa-
¢Oes requeridas para o diagnéstico especifico.

O microscoépio é o principal instrumento para a
identificacdo dos parasitos, principalmente nos espé-
cimens fecais. Consequentemente, se ndo houver uma
cuidadosa morfometria, a importancia da microscopia
serd limitada. O micrémetro ocular deve ser usado na
identificacdo dos parasitos como um procedimento
obrigatorio.

Coccidios

Os coccidios intestinais dos géneros Cryptosporidium,
Cyclospora, Isospora e Sarcocystis séo parasitos intrace-
lulares obrigatdrios, que habitam a mucosa do intestino
delgado do homem. Os géneros Cryptosporidium e
Cyclospora. constituem dois grupos de protozoéarios pa-
rasitos, responsaveis por gastroenterite transitéria. A crip-
tosporidiose é uma antropozoonose, muito bem conheci-
da pelos veterinarios, que veio fazer parte da patologia
humana, causando problemas graves e prolongados em
imunodeficientes, notadamente em doentes acometidos
pela sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA/
AIDS). As manifesta¢des da criptosporidiose podem ser
agrupadas em dois tipos, dependendo do estado do por-
tador: gastroenterite transitéria, em pacientes imunocom-
prometidos, e manifestagdes persistentes, com sinais e
sintomas clinicos marcados em pacientes imunodepri-
midos.

O género Cyclospora encontrado nas fezes de pacien-
tes imunocompetentes ou imunocompromissados, de si-
déticos/aidéticos e de viajantes provenientes de paises
em desenvolvimento e/ou de regides tropicais, tem sido
caracterizado por fadiga (de moderada a severa), nau-
seas, anorexia, mialgia, perda de peso e intensa diarréia.
Durante os Ultimos anos, a ciclosporose tem sido descri-
ta em varios surtos de diarréia nha América Central e
América do Sul, no Caribe, Africa, Bangladesh, no sul e
oeste da Asia, Australia, Inglaterra e Europa oriental. As
rotas de transmissdo da ciclosporose ainda sao desco-
nhecidas. Paralelamente, entretanto a principal é a fe-
cal-oral, como também via agua. A infecgdo por I. belli
ou isosporose tem sido diagnosticada em pacientes com
SIDA/AIDS. A maioria dos protozoarios intestinais sao
transmitidos através da contaminacao fecal dos alimen-
tos e liquidos.
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Entretanto o homem ¢é infectado pelo Sarcocystis ho-
minis e Sarcocystis suihominis pela ingestéo, respecti-
va, de carne de bovinos ou de suinos, crua ou mal cozi-
da, contaminada com sarcocistos maduros contendo bra-
dizoitos. As infeccBes pelo género Sarcocystis ocorre em
uma variedade de hospedeiros, incluindo o homem. A
sarcocistose ndo é uma doenca muito bem conhecida no
homem. Os hospedeiros imunocomprometidos infecta-
dos pelas espécies S. hominis e S. suihominis apresen-
tam febre, diarréia grave, dor abdominal e perda de peso.

Os oocistos maduros e o0s esporocistos livres desses
coccidios sé@o transparentes e de dificil visualizacéo
em esfregac¢os ndo corados, necessitando de coloracéo
especifica para serem identificados. A morfologia des-
sas formas é similar. Os estagios de diagnéstico (oo-
cistos) dos coccidios séao diferenciados pelo tamanho,
e a morfologia deve ser cuidadosamente examinada
através de esfregacos corados pela microscopia 6pti-
ca. Os oocistos podem néo conter o esporocisto (como
o Cryptosporidium) mas todas as espécies possuem as
formas de esporozoitos.

Cryptosporidium parvum

Até 1978 os oocistos do Cryptosporidium spp. nao
eram pesquisados nas fezes dos hospedeiros humanos
infectados®. Consequentemente, o diagnostico biolo-
gico dependia da evidenciacdo histologica desse or-
ganismo nos tecidos. O C. parvum difere dos outros
coccidios em relacdo ao desenvolvimento de seus es-
tagios, que ocorrem intracelularmente com localiza-
cdo extracitoplasmatica nas células dos hospedeiros.
O diagnéstico definitivo da criptosporidiose baseia-se
na demonstracdo dos oocistos nas fezes. Entretanto,
inumeras dificuldades sdo encontradas na realizagéo
desse diagnostico. Nos individuos imunocompetentes,
os parasitos sdo identificados nas fezes 3 dias apods a
contaminacao, e o tempo de emissdo é curto (2 ou 3
semanas), ndo havendo abundancia. Nos pacientes
imunodeprimidos, a permanéncia dos oocistos pode
ser indefinida, correspondendo aos periodos de diar-
réia. Essa diarréia aquosa acarreta a diluicdo dos pa-
rasitos e a aceleracdo das evacuacdes, com presenca
de muco e de numerosos restos de vegetais que po-
dem mascarar a pesquisa.

A emisséo dos oocistos € descontinua, sendo ne-
cesséria a realizacdo de vérias colheitas e exames a
cada 3 dias antes de concluir pela auséncia do proto-
zoario. Ao contrario dos parasitos, que sdo raros, as
leveduras sdo com frequéncia, abundantes e deveréo
ser diferenciadas do Cryptosporidium que tem o mes-
mo tamanho. Em razao do risco de contaminacdo do
operador é necessario tomar precauc¢fes durante a
manipulacéo (usar luvas durante todas as etapas dos
procedimentos de coloracdo, descontaminar o mate-
rial e incinerar os residuos). Quando as fezes forem
provenientes de pacientes com SIDA/AIDS, os labora-
térios deverdo tomar os mesmos cuidados usados para
a hepatite.
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Os métodos de coloracéo derivados da fucsina-fe-
nicada foram modificados e aperfeicoados. Os méto-
dos modificados de Ziehl-Neelsen (a quente) e o de
Kinyoun (a frio)®*?*22 foram descritos somente em
198347, Modificages adicionais incluiram a incor-
poracdo do dimetilsulféxido (DMSO) a coloracédo de
Ziehl-Neelsen®®® e a adigéo do tergitol & modificagdo
a frio do procedimento de Kinyoun*. Uma das vanta-
gem dos métodos derivados de Ziehl-Neelsen é a faci-
lidade de identificacdo de outros parasitos (por. ex. 1sos-
pora e Cyclospora) no esfregaco fecal, os quais néo
seriam diagnosticados através de testes especificos,
como a imunofluorescéncia e/ou 0 enzimaimunoensaio.
Meétodos alternativos de microscopia Optica incluem:
a coloragdo negativa®°®**®2; a coloragdo a quente da
safranina-azul de metileno*®; a coloracdo modificada
de Kohn?; a coloracio modificada de Koster*; a anili-
na-carbometil violeta e a tartrazina®.

Cyclospora cayetanensis

Os ciclosporideos provavelmente foram descritos
pela primeira vez em 1870 por Eimer no intestino de
toupeiras®; entretanto o género foi criado em 1881 por
Schneider®. A primeira publicacdo sobre infecgdes
referentes a Cycl. cayetanensis foi feita por Ashford
(1979)? que a identificou como Isospora tipo coccidio
nas fezes de trés individuos em Papua, Nova Guiné.
Em 1989, Narango et al.>* descreveram o mesmo or-
ganismo em peruanos com diarréia crénica e relata-
ram o organismo como um coccidio tipo C. parvum.
Alguns investigadores suspeitavam que os oocistos de
Cycl. cayetanensis ndo esporulados eram semelhan-
tes a cianobactéria e a denominaram como “organis-
mo tipo cianobactéria” (CLB) porque a CLB era citada
com grande frequéncia na literatura. Ortega et al.
(1992)%¢ mostraram, em uma comunicagéo breve, que
0s oocistos desse organismo eram esporulados e ex-
cistados, resultando dessa descricdo a colocacao do
parasito no género Cyclospora.. A espécie. Cycl. caye-
tanensis também foi criada nesse mesmo ano.

A partir de 1985, comegaram a ser descritos com
grande frequéncia, no mundo inteiro, organismos com
tamanho de aproximadamente 8 a 10um de diametro,
apresentando coloracdo que vai do rosa ao purpura,
pela coloracéo de preparacdes fixadas e coradas pelos
derivados de Ziehl-Neelsen?®°1011333435 @ gutofluores-
céncia quando submetidos a luz ultravioleta (UV)’. Os
oocistos de Cycl. cayetanensis assemelham-se aos 00-
cistos do C. parvum, mas ndo apresentam morfologia
interna bem definida, e a intensidade de cor tende ser
mais variavel (variabilidade de coloracédo) do que aque-
la vista no Cryptosporidium e na Isospora. Entretanto,
como as informacdes morfolégicas ndo foram apresen-
tadas na comunicacgéo de Ortega et al. (1992)%, a Cycl.
cayetanensis tecnicamente tornou-se nomen nudum
(nome de espécie sem a descri¢do). Em 1993, Ortega
etal.’ apresentaram descri¢es adicionais sobre esse
novo coccidio e, em 1994, Ortega et al.*® publicaram
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uma completa descricdo morfoldgica do parasito, vali-
dando o nome do coccidio. Dessa maneira, 0 home
correto para esse parasito é Cycl. cayetanensis Orte-
ga, Gilman e Sterling, 1994% e a etimologia do nomen
triviale foi derivada da Universidad Peruana Cayeta-
no Heredia, Lima, Peru, onde inicialmente o parasito
foi estudado® .

A Cycl. cayetanensis, coccidio protista, € um proto-
zoério patogénico para o homem. A ciclosporose é ca-
racterizada por moderada a severa fadiga, nduseas,
anorexia, mialgia, perda de peso e intensa diarréia,
com 1 a 8 evacuacdes diarias por 1 a 3 semanas
1417.747576 - A diarréia usualmente é intermitente, mas
autolimitada e os pacientes imunocompetentes apre-
sentam evacuacgfes que variam de 4 a 107 dias. Os
sintomas se manifestam, geralmente, uma semana apos
a ingestdo dos oocistos, podendo persistir por meses.
O intestino delgado apresenta inflamacéo e o parasita
causa mudancgas na mucosa, incluindo atrofia das vi-
losidades e hiperplasia das criptas intestinais. Infec-
¢Oes moderadas produzem poucos sinais clinicos ou
até mesmo nenhum?618:23:56.58

Pacientes com SIDA/AIDS podem ser infectados
pela Cycl. cayetanensis®®™. Estudos baseados em evi-
déncias histolégicas mostraram a possibilidade de que
0s pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA/AIDS) tendem em hospedar um nud-
mero maior de parasitos do que os individuos imuno-
competentes infectados com o0 mesmo organismo. Pes-
quisas realizadas com pacientes infectados pela SIDA/
AIDS em Lima, Peru, mostraram que somente 1% dos
126 doentes que apresentavam diarréia estavam in-
fectados com Cyclospora®*"*8, Resultados semelhan-
tes com pacientes sidéticos foram observados nos Es-
tados Unidos da América do Norte e Europa. Prova-
velmente, esse fato é devido ao uso frequente do
sulfametoxazol+trimetoprima (TMP-SMX) para a pro-
filaxia do Pneumocystis carinii. A alta prevaléncia de
Cycl. cayetanensis em pacientes com SIDA/AIDS no
Haiti é o resultado do uso restrito do TMP-SMX na
profilaxia do fungo®**"*,

Os oocistos da Cycl. cayetanensis sdo excretados
intermitentemente, esporadicamente e raramente em
pequeno numero. Os oocistos ndo sdo esporulados quan-
do excretados nas fezes, pois necessitam de uma a duas
semanas em condic¢@es ideais de temperatura para se
tornarem esporulados. Os oocistos esporulados sdo ar-
redondados, com 8 a 9 um (variando de 8 a 10 um) de
diametro (Figura 1). Cada oocisto esporulado possui dois
esporocistos ovais (4,0 x 6,3um) e cada esporocisto apre-
senta dois esporozoitos (1,2x9,0um)*"%8’®, Os oocistos
possuem uma evidente e bem definida parede cistica e
mostram internamente agrupamentos de glébulos re-
frateis, rodeados por uma membrana espessa. Esses
glébulos internos coram-se de castanho pela solucéo
de iodo.

Os oocistos da Cyclospora sdo duas vezes maiores
em tamanho do que aqueles dos estagios de diagnés-
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TABELA 1

sar de ser uma das caracteristicas

Comparacédo entre Cyclospora, Cryptosporidium e Isospora da Cyclospora, tem indubitavelmen-

Cyclospora Cryptosporidium

sesmE te levado a muitos erros no diagnds-
tico de laboratdrio'’. Na coloracédo

NUmero de esporocistos em 2 0
cada oocisto

NUmero de esporozoitos em 2 4 esporozoitos livres
cada esporocisto

Tamanho dos oocistos nos 4-16 2-5
tecidos (mm)

Estagio nas fezes Oocisto Oocisto
Tamanho dos oocistos nas 8-10 4-5

fezes (mm)

Coloracéo especifica para Safranina* Kinyoun/
amostras fecais Safranina*
Autofluorescéncia Presente Ausente

2 - L. .
pela hematoxilina férrica modifica-

4 da pela incorporacéo do corante de
Kinyoun (solugéo de fucsina-fenica-
3-15 da), os oocistos da Cycl. cayetanen-
sis aparecem arredondados, de co-
Oocisto loracdo rosa a vermelho-pUrpura
0-16x7 512 sgb£7eesum fundo cinza da prepara-
¢ao®"%,
Kinyoun/ A demonstracdo dos oocistos
Safranina* pelo exame direto a fresco é aumen-
Presente tada ou intensificada pela micros-

*Safranina (a quente)

tico de C. parvum (arredondados, esféricos ou ovais,
com 4 a 5um de didmetro) e um terco menores do que
a l. belli (elipsoides, 20 a 30 x 10 a 19um)™*8. A morfo-
metria com o micrdémetro ocular é indispensavel para
a identificacéo das espécies® (Tabela 1). Devido as li-
mitacdes do exame microscopico de preparacdes a fres-
co, varios métodos de coloracédo favorecem o diagnés-
tico da Cycl. cayetanensis. Os oocistos da Cyclospora
sdo diagnosticados pela coloragédo de preparacoes fi-
xadas e coradas pelos derivados de Ziehl-Neelsen® "7
pela safranina modificada®?*®, pela autofluorescéncia
(acdo da luz ultravioleta - UV)3 e pela utilizagéo da
reacido em cadeia da polimerase (PCR)®. As variacoes
da coloracdo de Ziehl-Neelsen ndo séo tao eficazes
para essa espécie como para os outros coccidios intes-
tinais (C. parvum e I. belli).

Curiosa e inexplicavelmente, a Cyclospora exibe
uma marcada variabilidade de coloracdo quando co-
rada pelos derivados de Ziehl-Neelsen, alguns oocis-
tos ndo séo visualizados. Os oocistos coram-se do rosa
ao vermelho e ao pudrpura intenso sobre um fundo azul
de intensidade de cor variavel. Entretanto os oocistos
ndo apresentam morfologia interna bem definida,
mostrando intensidade de cor variavel. Essa variabili-
dade de coloragdo deixa de ser um problema nas in-
feccbes macicas, porque sempre serdo observados va-
rios oocistos corados. Foram relatados casos em que
todos os oocistos presentes no esfregaco fecal néo fo-
ram corados'?”*". Os oocistos em preparagdes coradas
pelos derivados de Ziehl-Neelsen sdo uniformes no
tamanho, permanecendo com a mesma grandeza como
foram descritos no exame direto a fresco. Entretanto
com mais frequéncia do que nas preparacdes a fresco,
0s oocistos ndo sdo perfeitamente arredondados. A
parede dos oocistos apresenta uma tipica aparéncia
rugosa ou ondulada e colapso ou distorcdo em um ou
em varios lados®”*"- Dependendo do grau de colora-
¢ao, os oocistos podem variar em cor, desde organis-
mos incolores ou de coloracéo vermelho clara, a uma
intensa e brilhante colorac¢do purpura avermelhado.
Essa variabilidade na intensidade de coloracéo, ape-
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copia de epifluorescéncia’®. Os oo-
cistos exibem marcada autofluores-
céncia, a qual é facilmente observada pelo microsco-
pista. A autofluorescéncia dos oocistos de C. parvum é
tdo ténue, que ndo exibe valor no diagnéstico desse
coccidio. Entretanto, os oocistos de I. belli apresen-
tam uma brilhante e visivel autofluorescencia'®*""3, Os
oocistos da Cyclospora autofluorescem em verde forte
(filtro de excitacdo de 450 a 490 DM) ou em azul in-
tenso (filtro de excitacdo de 365 DM) quando subme-
tidos a acdo da luz ultravioleta (UV). A fluorescéncia
inespecifica é reduzida pela adicdo de uma gota de
solucéo de iodo de D’ Antoni antes do exame. As amos-
tras fecais frescas fixadas pelo alcool metilico ou pre-
servadas pelo SAF séo usadas na microscopia de fluo-
rescéncia pela luz ultravioleta (UV).

Os oocistos ndo se coram pelo tricrdmico, mas apa-
recem como esferas torcidas, claras, palidas e arredon-
dadas. Também ndo se coram pela hematoxilina férri-
ca, Grocott-Gomori, prata metamina, iodo ou 4cido pe-
riddico de Schiff (PAS)¥.

Isospora belli

A infeccéo pela l. belli ou isosporose tem sido diag-
nosticada em pacientes com SIDA/AIDS. Os sintomas
incluem diarréia, nauseas, febre, dor de cabeca e per-
da de peso. A doencga pode persistir por meses ou anos.
Em preparacbes fixadas e coradas, o oocisto é tipica-
mente elipséide, medindo em média 20 a 30um de com-
primento e 10 a 19um de largura (Tabela 1), com as
extremidades afuniladas (regides polares), apresentan-
do uma dupla parede lisa e hialina. Quando excreta-
dos nas fezes, 0s oocistos sdo imaturos (ndo esporula-
dos) contendo um esporoblasto. Os oocistos maduros
depois da excrec¢do se dividem formando dois esporo-
blastos. Os esporoblastos segregam cada qual uma
membrana resistente em torno de si, transformando-
se em esporocistos, com quatro esporozoitos dentro de
cada um.

Os oocistos da I. belli sdo diagnosticados pelo exa-
me direto a fresco, pela coloracéo de preparacgdes fixa-
das e coradas pelos derivados de Ziehl-Neelsen, pela
microscopia de contraste diferencial de interferéncia
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TABELA 2
Microsporidios intestinais:

estagio de diagnéstico, forma, niamero de tubulo polar e tamanho

cephalitozoon intestinalis se disse-
minar através de outros tecidos
9134272 Qg outros trés géneros (No-

" Estagio de Nimero de Tamanho sema, Encephalitozoon e Pleistopho-
Espécies diagnéstico Forma tabulo polar (Hm) = P - b .
ra) sdo encontrados em varios teci-
Enterocytozoon bieneusi Esporo Esférico ou oval 4-7 0,8x1,5 dos*?*%, Os espécimes nos quais 0sS
Encephalitozoon intestinalis Esporo Esférico ou oval 4-7 1,2x2,0 mleOSpOI’IdIOS sao dlagnostlcados

(DIC ou Nomarsky) e pela epifluorescéncia. Os oocis-
tos autofluorescem em azul intenso (filtro de excita-
¢éo de 330 a 380 DM) quando submetidos a acdo da
luz ultravioleta (UV)"*"

Microsporidios

Os microsporidios que parasitam o homem perten-
cem ao filo Microsporidia e & ordem Microsporida“.
Nesse filo estdo classificados mais de 100 géneros e
aproximadamente 1.000 espécies®?. Esses organismos
sdo parasitos intracelulares obrigatérios dos vertebra-
dos e invertebrados, caracterizados pela producéo de
esporos e pela presenca do tabulo polar. A infeccéo da
célula hospedeira se inicia quando um estimulo apro-
priado determina a expulsdo do filamento tubular cau-
dal, o qual penetra na membrana da célula hospedei-
ra, permitindo a libertacdo do esporoplasma no inte-
rior da célula®. As fases subsequentes da reproducéo
e da formacédo dos esporos termina com a ruptura da
célula hospedeira e a libertagdo dos esporos®.

As infeccdes humanas sdo adquiridas pela inges-
tdo de pequenos esporos ovoides'®*7”, Os microspori-
dios infectam insetos, peixes e mamiferos 32334245 An-
tes de 1985 o relato de casos de microsporidiose hu-
mana eram extremamente raros. Atualmente existe
uma emergente evidéncia da ligacao dos microspori-
dios com as doencgas em pacientes portadores do virus
da imunodeficiéncia adquirida (HIV) e de sua seqtie-
la, a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA/
AIDS)?642556485 O Enterocytozoon bieneusi foi descri-
to por Desportes et al. (1985). Esse organismo produz
um pequeno esporo (0,8 x 1,5um) e se constitui no mais
importante agente de diarréia em pacientes sidéticos
(Tabela 2).

Estima-se que o E. bieneusi pode ser a causa de
6,5 a 27% de todas as diarréias cronicas nesses pacien-
tes. Estudos subseqientes mostraram que o Entero-
cytozoon bieneusi pode colonizar além dos enterdcitos
do intestino delgado, o epitélio do canal biliar e do
pulm&o®. Em 1993, Cali, Kotler, and Orenstein* des-
creveram a Septata intestinalis como um novo género
e nova espécie. Hartskeerl et al.* reclassificaram esse
microsporidio para o género Encephalitozoon, passan-
do a ser descrito como Encephalitozoon intestinalis.
Oito géneros de microsporidios estao relacionados com
essas infeccBes, mas somente as espécies Enterocy-
tozoon. bieneusi e Encephalitozoon intestinalis per-
manecem como parasitas intestinais, apesar de a En-
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incluem: urina, escarro, lavagem
broncoalveolar, liquido biliar, aspi-
rado duodenal e fezes. Os organismos sdo também
identificados em coletas e raspagens de tecidos da
mucosa sinovial, cornea, conjuntiva e secrecdo nasal,
além de bidpsias traqueobronquial, do intestino del-
gado, da bexiga, do seio paranasal, do figado, dos
musculos e em colecistectomia®?.

O diagnéstico da microsporidiose intestinal, (En-
terocytozoon bieneusi e Encephalitozoon intestinalis)
€ realizado pela deteccdo dos es2poros. A determina-
¢cdo da espécie causal dessa parasitose, com frequén-
cia, € realizada pela microscopia eletrénica, dependen-
do desta maneira de procedimentos invadidos (amos-
tras de biépsia ou de autépsia). A maioria dos corantes
histolégicos ndo coram os microsporidios*®. Os micros-
poridios apesar de estarem localizados nos tecidos, ndo
provocam uma resposta inflamatéria importante, po-
dendo os mesmos passarem despercebidos no exame
das amostras histolégicas®.

No diagndstico da microsporidiose intestinal os
esporos podem ser detectados nas fezes, mas seu pe-
queno tamanho e sua similaridade com pequenas bac-
térias, tornaram a visualiza¢céo dos esporos uma tarefa
muito dificil. As amostras e os procedimentos usados
para a coloracao e identificacdo desses organismos séo:

a) tecidos de bidpsias: métodos derivados de Ziehl-

Neelsen, Giemsa, prata-metenamina, acido pe-
riodico de Schiff (PAS) e hematoxilina-eosina
(HS), além da microscopia eletrdnica.

b) fezes: método do tricromico modificado e micros-

copia eletrénical?33374252.73

Entre os procedimentos descritos para detectar es-
poros de microsporidios incluem-se os métodos de
Giemsa, azul de toluidina, Gram, acido periddico de
Schiff, chromotrope 2R e sua modificagdes®+4451:5265.77,
Também séo usados para a deteccdo dos esporos agen-
tes quimiofluorescentes™’” e anticorpos mono e poli-
clonais® ™%, O método modificado do tricrémico de
Weber et al.””"® fornece caracteristicas diferenciais da
coloragdo dos esporos, as quais facilitam a deteccéo
dos microsporidios nas fezes e nos liquidos organicos,
tornando-se o método padrao de coloracdo. Algumas
modifica¢des foram incluidas ao procedimento padréo
de Weber”’.

Ryan et al.% descreveram que a redugéo da quanti-
dade do 4cido fosfotungstico e a substitui¢cdo da anili-
na azul pelo fast green na coloragéo original resultou
em um melhor contraste dos esporos com o fundo da
coloragdo mais claro. Kokoskin et al.* descreveram que
10 minutos de exposi¢do para o chromotrope 2R, co-
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rante chave no método de Weber, a 50°C néo era sufi-
ciente para a visualizacdo dos esporos, como também
areducéo do tempo total de coloragéo do procedimen-
to de 120 para 40 minutos.

Os esporos sao resistentes e ndo se coram satisfatoria-
mente pela hematoxilina férrica, sédo ocasionalmente
acido resistentes a fucsina-fénica e quando corados pelo
acido periddico de Schiff (PAS-positivo) apresentam um
granulo polar na extremidade anterior 333343’ Qs espo-
ros dos microsporidios tém uma evidente afinidade para
a coloragéo de Gram ®%2, A colorag&o de Gram-Chromo-
trope tem sido usada para a detec¢do de esporos de mi-
crosporidios em amostras clinicas (fezes, urina, escarro,
saliva e sobrenadante de cultura de células®*2">. Moura
et al.’®2" descreveram um novo e excelente procedi-
mento para a coloracédo de esporos de microsporidios em
amostras clinicas, independente da origem, pela combi-
nacao da coloragdo de Gram com o método de Weber. Os
estagios de diagndstico (esporos) sdo muito pequenos
(1 a 4um), mas sdo visiveis em cortes histoldgicos e em
espécimes fecais, quando corados por diferentes coran-
tes e observados pela microscopia Optica. A identifica-
¢do verdadeira das espécies pode depender da micros-
copia eletronica, dos anticorpos fluorescentes ou da rea-
¢ao em cadeia da polimerase (PCR).

Apéndice

Coccidios

Cryptosporidium parvum,
Cyclospora cayetanensis e Isospora belli:
exame direto a fresco e esfregacos
permanentes corados

Os oocistos e 0s esporocistos séo transparentes e
de dificil visualizacdo em esfregacos ndo corados e
somente sdo identificados através de coloracdes espe-
cificas. Devido as limitagBes do exame microscopico
de preparacdes a fresco, varios métodos de coloracéo
favorecem o diagnéstico dos oocistos dos coccidios.
Essas preparacdes proporcionam ao parasitologista um
registro permanente do protozoario identificado, po-
dendo ser usadas para estudos com especialistas quan-
do forem observadas caracteristicas morfolégicas que
diferem das comuns. Existem varios procedimentos de
coloragcédo. Em geral, as melhores colorac¢des sdo aque-
las em que o parasito é corado pelas variacdes da co-
loracdo de Ziehl-Neelsen.

Cryptosporidium parvum

Exame direto a fresco: Os oocistos se apresentam
como uma estrutura geralmente esférica de 3 a 6um
de didmetro (média 4 a 5um), com membrana externa
fina e citoplasma finamente granulado. A mancha ne-
gra proeminente, central ou lateral, representa os cor-
pos residuais. Os quatro esporozoitos livres aparecem
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como pequenas manchas dispostas na periferia em
forma de “C”. O nucleo é visto no centro do organis-
mo.

Esfregacos permanentes corados: Os oocistos
aparecem arredondados, com 3 a 5um, de coloracéo
do rosa ao vermelho e ao purpura intenso, com uma
zona clara entre os esporocistos corados e a parede do
oocisto. Alguns dos 4 esporozoitos podem ser vistos. O
fundo da preparacao é corada em azul. A parede é es-
pessa, o citoplasma é finamente granulado com uma
zona central clara. Os corpos residuais e 0s esporo-
zoitos sdo corados em castanho. As leveduras e as
bactérias aparecem uniformemente coradas em azul.
Os organismos presentes freqiientemente apresentam,
entre eles, uma intensidade de cor variavel.

Cyclospora cayetanensis

Exame direto a fresco: Os oocistos n&o sdo espo-
rulados quando excretados nas fezes, pois necessitam
de uma a duas semanas em condic¢@es ideais de tem-
peratura para se tornarem esporulados. Os oocistos
esporulados sdo arredondados, com 8 a 9um de diéa-
metro (variando de 8 a 10um). Cada oocisto esporula-
do possui dois esporocistos ovais (4,0 x 6,3um), e cada
esporocisto apresenta dois esporozoitas (1,2 x 9,0um)
Os oocistos possuem uma evidente e bem definida
parede cistica. Os oocistos mostram internamente
agrupamentos de glébulos refrateis, rodeados por uma
membrana espessa. Esses globulos internos coram-se
de castanho pela solucdo de iodo. Os oocistos da
Cyclospora sdo duas vezes maiores em tamanho do
que os estagios de diagnoéstico do C. parvum (arre-
dondados, esféricos ou ovais, com 4 a 5um de diame-
tro) e um terco menores do que a I. belli (elipsoides,
20 a30x 10 a 19um). A morfometria com o micrémetro
ocular é indispensavel para a identificacédo das espé-
cies.

Esfregacos permanentes corados: Curiosa e inex-
plicavelmente, a Cyclospora exibe uma marcada varia-
bilidade de colora¢do quando corada pelos derivados
de Ziehl-Neelsen. Os oocistos coram-se do rosa ao
vermelho e ao purpura intenso sobre um fundo azul
de intensidade variavel. Entretanto os oocistos néo
apresentam morfologia interna bem definida, mostran-
do intensidade varidvel de cor. Essa variabilidade de
coloracdo deixa de ser um problema nas infec¢des
macicas, porque sempre serdo observados varios 0o-
cistos corados. Foram relatados casos em gque todos o0s
oocistos presentes no esfregaco fecal ndo foram cora-
dos. Os oocistos em preparagdes coradas pelos deriva-
dos de Ziehl-Neelsen sdo uniformes no tamanho, per-
manecendo com a mesma grandeza como foram des-
critos no exame direto a fresco. Entretanto, com mais
freqUéncia do que nas preparac@es a fresco, 0s oocis-
tos ndo séo perfeitamente arredondados. A parede dos
oocistos apresenta uma tipica aparéncia rugosa ou
ondulada e colapso ou distorcdo em um ou em varios
lados. Dependendo do grau de coloracdo, 0s oocistos
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podem variar em cor, desde organismos incolores ou
de coloracado vermelho-clara, a uma intensa e brilhan-
te purpura avermelhado. Essa variabilidade na inten-
sidade de coloracéo, apesar de ser uma das caracteris-
ticas da Cyclospora, tem indubitavelmente levado a
muitos erros no diagnéstico de laboratério Na colora-
¢do da hematoxilina férrica modificada pela incorpo-
racdo do corante de Kinyoun (solucao de fucsina-feni-
cada), os oocistos da Cycl. cayetanensis aparecem ar-
redondados com coloracao de rosa a vermelho-purpu-
ra, sobre um fundo cinza da preparacéo

Isospora belli

Exame direto a fresco: Quando excretados nas
fezes, os oocistos sdo imaturos (ndo esporulados)
contendo um esporoblasto. Os oocistos maduros de-
pois da excrecao se dividem formando dois esporo-
blastos. Os esporoblastos segregam cada qual uma
membrana resistente em torno de si, transforman-
do-se em esporocistos, com quatro esporozoitos den-
tro de cada um. Os oocistos da I. belli medem em
média 20 a 30um de comprimento e 10 a 19um de
largura, com as extremidades afuniladas (regides
polares).

Esfregacos permanentes corados: Em prepara-
¢Oes fixadas e coradas, o oocisto é tipicamente elip-
soide, apresentando uma dupla parede lisa e hialina.
Quando corado pelos derivados de Ziehl-Neelsen a
I. belli apresenta coloragéo de rosa ao vermelho e
ao purpura intenso. Os oocistos imaturos aparecem
corados, enquanto que os oocistos maduros mostram
os dois esporocistos corados, usualmente de rosa a
purpura, com uma zona clara entre os esporocistos
corados e a parede do oocisto. O fundo da prepara-
cdo é corada em azul.?*%,

Método de coloracdo para coccidios

Método modificado da safranina (a quente)

O método modificado da safranina (a quente) é in-
dicado para a coloragdo da Cycl. cayetanensis, C. par-
vum e I. belli. Os oocistos da Cyclospora em amostras
clinicas sao rotineiramente demonstrados pelo méto-
do modificado de Kinyoun. Entretanto, os oocistos co-
rados por esse método apresentam uma variabilidade
de coloracdo desde organismos ndo corados a total-
mente corados, podendo conduzir a uma possivel fal-
sa identificacdo. O método modificado da safranina
produz uma coloragdo uniforme dos oocistos. O co-
rante deve ser aquecido até ferver, usando placa de
aquecimento (slide warmer).

Amostra

Material fecal ndo preservado, fezes frescas ou se-
dimento concentrado de fezes frescas ou fezes preser-
vadas em solucdo salina de formaldeido a 10%.
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Reagentes

1. Alcool metilico (CH,0O)

2. Acido cloridrico (HCI)

3. Safranina (Cl 50240- Sigma) (C,,H,,N,ClI)

4. Verde de malaquita (Cl 42000) (C,;H,N,).,.
3H,C,0,)

5. Resina sintética (Cytoseal 60, Mounting Medium,
Low Viscosity)

Preparacéo das solugbes
1. Solucéo aquosa de safranina a 1% (m/v)
= Armazenar a temperatura ambiente.
Estavel por 1 ano.

2. Solucéo aquosa de verde de malaquita a 3% (m/v)
= Armazenar a temperatura ambiente.
Estavel por 1 ano.

3. Solugéo &cido-alcool
Acido cloridrico 3 ml
Alcool metilico 97 ml

Coloracdo da amostra

1. Usar luvas durante todas as etapas da coloracao.

2. Preparar o esfregaco com 1 a 2 gotas de fezes frescas
ou preservadas. Deixar secar a temperatura de 60°C
em aquecedor de lamina (slide warmer). N&o prepa-
rar esfregagos espessos.

3. Fixar com acido-alcool por 3 a 5 minutos.

. Lavar rapidamente com agua destilada e drenar.

5. Corar com a safranina a 1% por 1 minuto. Aquecer o
esfregaco em aquecedor de lamina (slide warmer)
até a emissao de vapores; nao deixar secar o corante.

6. Lavar rapidamente com agua destilada e drenar

7. Corar o fundo com solucgéo de verde de malaquita
a 3% por 2 minutos.

8. Lavar com agua destilada. Secar o esfregaco e mon-
tar com resina sintética (Cytoseal 60).

9. Examinar 200 a 300 campos do esfrega¢co com ob-
jetiva de imerséo (100X).

N

Observacéo

Cubas de Coplin devem ser usadas em todas as eta-
pas do procedimento de coloracéo.

Caracteristicas da coloracéo

Os oocistos aparecem arredondados, corados em um
brilhante vermelho-alaranjado sobre um fundo unifor-
memente corado em verde.

Controle de qualidade

Incluir junto ao método de coloracdo uma lamina
controle com C. parvum, preparada com amostra fecal
preservada pela solucgédo salina de formaldeido a 10%.
Os oocistos aparecem arredondados corados em um
brilhante vermelho-alaranjado sobre um fundo unifor-
memente corado em verde.
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Método de coloracédo
para microsporidios

Coloracao Gram-Chromotrope

Em 1996 Moura et al. desenvolveram o método do
Gram-Chromotrope para microsporidios, que é uma
combinacéo da coloragédo de Gram com a coloracéo
modificada do tricrémico.

Amostra

Espécimes: fezes, urina, escarro, saliva, sobrena-
dante de cultura de células

Reagentes
1. Chromotrope 2R (CI 16570) (C,;H,,N,Na,0,S,)
2. Fast green (CI 42053) (C,,H;,N,Na,0,,S,)
3. Acido fosfottingstico (24W0,.2H,P0,.48H,0)
4. Acido acético glacial (C,H,0,)
5. Acetona (C,H,O)
6. Alcool metilico (CH,O)
7. Alcool etilico absoluto (C,H,0)
8. Eter etilico a 95% (C,H,,0)
9. Cristal violeta (Bacto Crystal violet) (Cl 42555)
(CysH4oCINy)
10. Hidrogenocarbonato de sédio (NaHCO,)
11. lodo, cristais (1,)
12. lodeto de potassio (KI)
13. Resina sintética (Cytoseal 60-Stephens Scientific)

Preparacéo das solugbes

1. Solucéo de cristal violeta
Cristal violeta ..........ccccoeeeeeen. 1049
Agua destilada-deionizada........ 100.0 ml
= Colocar o cristal violetaem um gral e acres-
centar lentamente a 4gua. Deixar em re-
pouso durante 24 horas e filtrar.

2. Solucédo de Hidrogenocarbonato
de sédio a 5% (m/v)
Hidrogenocarbonato de s6dio .. 1,0 g
Agua destilada-deionizada........ 20,0 ml
= Dissolver hidrogenocarbonato de s6dio em
agua. Filtrar e estocar em frasco conta-go-

tas.
3. Solug¢éo de Lugol
10dO (1,) vevevireeireeiieree e 10g9
lodeto de potéssio (IK) .............. 209

Agua destilada-deionizada........ 300,0 ml
= Dissolver o iodeto de potassio em agua. Adi-
cionar lentamente o iodo e agitar a mistura
até a completa dissolucéo. Filtrar e estocar
em frasco de cor ambar com tampa esmeri-
lhada, ao abrigo da luz.
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4. Solucdo &cido-alcool (v/v)
Alcool etilico @ 95% ........co....... 995,5 ml
Acido acttico .....oovevveeeeeeeeren, 4.5 ml
= Adicionar o 4cido acético ao alcool etilico e
estocar em frasco de cor &mbar com tampa
esmerilhada. Conservacao indefinida.

5. Solugéo de éter etilico-acetona (v/v)
ACEIONA ...ovvieiieieee e 75 mi
Eter etilico......cccovveevveiciiiin 25 ml
= Misturar o alcool etilico a 95° e a acetona e
estocar em frasco de cor &mbar com tampa
esmerilhada. Conservacéo indefinida.

6. Solugdo de Chromotrope

Chromotrope 2R .......ccccvveeeeennn 6,09
Fast green .......ccccccvvvecnneeeneeennns 0,159
Acido fosfotungstico................... 0,79
Acido acético glacial ................. 3ml
Agua destilada-deionizada........ 100 mi

e Colocar os ingredientes secos em um
“beaker” e adicionar 3 ml de 4cido acético
glacial, Agitar a mistura e deixar em repou-
so 30 minutos para amadurecer. Adicionar
100 ml de agua. O corante é estavel e ndo
deve ser diluido.

Coloracdo da amostra

A) Usar luvas durante todas as etapas da coloracgéo.

B) Preparar um esfregago delgado estirado (1 a 2
gotas) com a amostra que deve ser corada. Dei-
xar secar a temperatura ambiente.

C) Fixar o esfregaco pelo calor em chama baixa (3
vezes por 1 segundo) ou 5 minutos no aquece-
dor de lamina (slide warmer) a temperatura de
60°C. Deixar esfriar a temperatura ambiente. O
esfregaco pode ser fixado com alcool metilico por
3 a 5 minutos.

D) Coloracéo pelo método de Gram

1. Cobrir o esfregaco durante 2 minutos com a
solucéo corante de cristal violeta a 1%, com a
adicdo de 3 gotas de solucdo de hidrogeno-
carbonato de sodio a 5%.

2. Escorrer o excesso do corante e lavar com agua
corrente.

3. Imergir o esfregaco na solucdo de iodo de
Gram por 2 minutos.

4. Escorrer o0 excesso da solugéo de iodo de Gram
e lavar com agua corrente.

5. Diferenciar com a solugdo de acetona-éter eti-
lico.

6. Lavar com agua corrente.

E) Coloracgéo pela solucao corante do Chromotrope
1. Imergir o esfregaco na solugé@o corante de
Chromotrope por 10 minutos
2. Imergir na solucéo de alcool-acido por 1 a 3
minutos.
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3. Lavar com élcool etilico a 95% por 1 minuto.

4. Lavar duas vezes, 1 minuto cada uma, com
alcool etilico a 100%.

5. Deixar secar a temperatura ambiente ou no
aguecedor de lamina (slide warmer) por 5 mi-
nutos. Montar com resina sintética.

6. Examinar 200 a 300 campos do esfregaco com
objetiva de imerséo (100X)

Observacédo

Cubas de Coplin devem ser usadas em todas as eta-
pas do procedimento de coloracéo.

Caracteristicas da coloragéo

A parede dos esporos dos microsporidios apresenta
coloragdo do rosa palido ao vermelho. As bactérias,
células de leveduras e alguns artefatos se coram de
verde desmaiado.

Controle de qualidade

1. A Unica maneira de realizar o controle de qua-
lidade (CQ) aceitavel para esse método é usar
esporos verdadeiros como controle dos orga-
nismos. O uso dos microrganismos é particu-
larmente importante porque 0s esporos séo
dificilmente corados e muito pequenos (1 a
1,5 um).

2. Os esfregacos para o CQ devem ser incluidos
em todos os procedimentos de coloracéo, par-
ticularmente quando néo sao realizadas co-
loracdes com freqléncia.

3. Dependendo do numero de esfregacos cora-
dos, ndo mais de 10 Iaminas, as solucdes sub-
seqglientes a solucdo corante do Chromotrope
devem ser trocadas para a obtencdo de uma
adequada lavagem e/ou desidratacéo

4. Quando os esfregacos forem corretamente fixa-
dos e corados, 0s esporos aparecem ovoides e
refrateis, com a parede corada do rosa ao ver-
melho, com uma zona central clara ou eventual-
mente mostrando uma faixa horizontal ou dia-
gonal, a qual representa o tbulo polar.

5. Usar no procedimento de coloragéo cubas de
Coplin para evitar a evaporacao das solucdes.
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Beta-Lactamase de Espectro Estendido:
definicoes, importancia clinica
e deteccao laboratorial

Extended-Spectrum Beta-Lactamase:
definitions, clinical relevance and laboratorial detection

Carlos Henrique Pess6a de Menezes e Silva”

RESUMO - Um mecanismo comum de resisténcia bacteriana aos antibidticos beta-lactamicos é a producéo de beta-
lactamases, que agem quebrando o anel beta-lactamico das drogas derivadas da penicilina. O termo Beta-Lactama-
se de Espectro Estendido (ESBL) refere-se as beta-lactamases produzidas principalmente por Klebsiella spp. e
Escherichia coli que apresentam resisténcia aos beta-lactamicos de amplo espectro, os quais normalmente possuem
atividade contra os bacilos Gram-negativos. Exemplos sdo cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, aztreonam e cefpo-
doxima. As ESBL ndo sdo ativas contra as cefamicinas e séo inibidas pelo acido clavulanico. A prevaléncia de bacté-
rias produtoras de ESBL na maioria dos hospitais continua desconhecida, apesar de varios trabalhos relatando
surtos de infecgdo devido a estes organismos. A dificuldade na deteccéo da producéo de ESBL utilizando testes de
susceptibilidade rotineiros tem sido bem documentada. Os testes convencionais frequentemente sdo indicadores
inadequados da produgéo de ESBL. Critérios de interpretacdo modificados para certos antibioticos ou o uso de testes
especiais devem ser utilizados para aumentar a sensibilidade da deteccao de ESBL. A falha no reconhecimento das
cepas produtoras de ESBL resultam em uma terapia beta-lactdmica inadequada.

PALAVRAS-CHAVE - Beta-lactamase; enterobactérias; resisténcia antimicrobiana.

SUMMARY - A common mechanism of bacterial resistance to beta-lactam antibiotics is the production of beta-lacta-
mase enzymes that break down the structural beta-lactam ring of penicillin-like drugs. The term Extended Spectrum
Beta-Lactamase (ESBL) refers to beta-lactamase enzymes produced mainly by Klebsiella spp. and
Escherichia coli that encode for resistance to broad-spectrum beta-lactam antibiotics that normally have activity against
Gram-negative bacilli. Examples are cefotaxime, ceftriaxone, ceftazidime, aztreonam and cefpodoxime. The ESBL are
not active against the cephamycins, and are inhibited by clavulanic acid. The prevalence of ESBL-producing bacteria
in most hospitals remains unknown in spite of numerous reports of nosocomial outbreaks of infection due to these
organisms. Difficulty in the detection of ESBL production using routine antimicrobial susceptibility testing methods
has been well documented. Conventional susceptibility tests are often inadequate indicators of ESBLs. Modified inter-
pretive criteria for key antibiotics or the use of special tests should be used to increase the sensitivity of ESBL detection.
Failure to recognise ESBL producing strains may not result in inappropriate beta-lactam therapy.

KEY WORDS - Beta-lactamase; Enterobacteriaceae; antimicrobial resistance.
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INTRODUCAO

s B-lactamases sdo enzimas que catalisam a

hidrélise do anel B-lactdmico, impossibilitando as-
sim a sua atividade antimicrobiana. A produgéo de -
lactamases € o principal mecanismo de resisténcia das
bactérias Gram-negativas. O grau de resisténcia ao -
lactamico ira depender da quantidade de enzima pro-
duzida, da habilidade dessa enzima em hidrolisar o
antimicrobiano em questao (poténcia) e da velocidade
com que o B-lactamico penetra pela membrana exter-
na da bactéria (permeabilidade da membrana). A pro-
ducdo de 3-lactamases também é responsavel pela re-

sisténcia a alguns 3-lactdmicos, como penicilina G e
ampicilina, em bactérias Gram-positivas. Porém, are-
sisténcia aos R-lactamicos mais estaveis em Gram-po-
sitivos é normalmente decorrente de alteragdo do sitio
de acdo, ou seja, das proteinas de ligagao das penicili-
nas (PBPs).

As R-lactamases sdo produzidas por inameras es-
pécies bacterianas, porém com diversidades estrutu-
rais e localizacdes diferentes. Em geral, nas bactérias
Gram-positivas, as R-lactamases sdo secretadas para
0 meio extra-celular. Desta forma irdo apresentar uma
atividade menor que as R-lactamases produzidas pe-
las bactérias Gram-negativas. Nestas, as R-lactama-
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ses encontram-se estrategicamente situadas no espa-
¢o periplasmético, podendo alcan¢ar maiores concen-
tracdes e agirem de modo mais eficaz sobre os R-lacta-
micos que estdo atravessando esse espaco para atin-
gir as PBPs.

As Extended Spectrum R-Lactamase (ESBL ou R-
lactamases de espectro estendido) sdo um grupo de
enzimas de codificacdo plasmidica, derivadas das
3-lactamases classicas (TEM-1, TEM-2 e SHV-1). Di-
ferentemente destas Ultimas, que conferem resistén-
cia as amino e ureidopenicilinas, as ESBL possuem
seu espectro hidrolitico ampliado as cefalosporinas de
terceira geracao e aos monobactams.

Em 1983 foram detectadas na Alemanha os primei-
ros isolados clinicos de K.pneumoniae e E.coli resis-
tentes as cefalosporinas de terceira geracdo, mas sen-
siveis a cefoxitina. A analise destas cepas demonstrou
posteriormente que a resisténcia era devida a produ-
¢do de uma R-lactamase plasmidica transferivel, deri-
vada de SHV-1, sendo denominada SHV-2. Desde en-
tdo, tem sido descritas em todo o mundo numerosas
enzimas dos tipos TEM e SHV com este fenétipo de
resisténcia.

As ESBL hidrolisam as amino e ureidopenicilinas,
cefalosporinas (exceto as cefamicinas) e os monobac-
tams, ndo hidrolisando, entretanto, os carbapenems.
A ac¢do hidrolitica destas enzimas é bloqueada pelos
inibidores de 3-lactamase (acido clavulanico, sulbac-
tam e tazobactam).

Nos ultimos anos tem sido descritas novas R-lacta-
mases, também denominadas ESBL mas que nao de-
rivam de TEM ou SHV. Entre elas encontram-se as
cefalosporinases derivadas da integracdo do gene cro-
mossdmico ampC em plasmideos (conferindo resistén-
cia a todas as cefalosporinas, incluindo as cefamici-
nas). Estas enzimas foram descritas inicialmente em
K. pneumoniae e E. coli. Outras novas R-lactamases,
também de espectro ampliado, sdo as carbapenema-
ses descritas recentemente em E. cloacae e S. marces-
cens.

Um dos principais problemas causados por estas
enzimas € decorrente do fato de sua producéo ser in-
duzida durante a terapéutica antimicrobiana. Dessa
maneira, quando a amostra bacteriana é detectada pelo
laboratério de microbiologia ela é aparentemente sen-
sivel as cefalosporinas de terceira geragéo e penicili-
nas de amplo espectro. Porém, durante o tratamento
ocorre inducéo da producdo de grandes quantidades
de enzimas e o paciente comeca a evoluir mal com
recidiva da infeccdo. Uma nova amostra da bactéria é
isolada e esta podera se mostrar resistente a um anti-
microbiano (utilizado para o tratamento) para o qual a
bactéria era inicialmente sensivel, podendo até ser in-
terpretado como erro laboratorial quando da avalia-
¢éo da primeira amostra.

Epidemiologia das enterobactérias
produtoras de ESBL

As enterobactérias produtoras de ESBL tem sido iso-
ladas com maior freqtiéncia em amostras procedentes
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de pacientes hospitalizados, porém também podem ser
encontradas em amostras de origem comunitaria. Es-
tes isolamentos podem aparecer de forma esporadica,
sem relacdo epidemiolégica, ou dar lugar a surtos no-
socomiais. A maioria destas epidemias afetam poucos
pacientes em um periodo curto de tempo. Entretanto,
cada vez é mais frequente a descri¢cdo de surtos noso-
comiais mais extensos.

A codificagdo plasmidica deste tipo de resisténcia
faz com que ela seja facilmente transferivel por conju-
gacao entre diferentes espécies bacterianas. Além dis-
so, estes plasmideos podem ter associados gens de re-
sisténcia a outros tipos de antimicrobianos. Desta for-
ma, podemos detectar surtos devido a disseminagao
de um plasmideo (diferentes espécies de enterobacté-
rias produtoras de ESBL com um plasmideo comum)
ou ainda a disseminacéo de uma cepa multirresisten-
te (epidemiologia clonal).

O tubo digestivo atua como reservatério destes mi-
croorganismos multirresistentes. Além disso, é o habi-
tat adequado para que a resisténcia seja transmitida a
outras espécies bacterianas. Nos casos de epidemia, a
colonizacéo fecal pode chegar a 40% dos pacientes in-
ternados em unidades de risco (como as UTIs).

Dentre as enterobactérias produtoras de ESBL,
K. pneumoniae é a espécie com maior freqiiéncia nos
casos de surtos nosocomiais, seguida de E. coli. Tam-
bém tém sido encontradas outras espécies como Sal-
monella spp., Enterobacter spp., Serratia spp. e Pro-
teus spp.

As primeiras epidemias de infec¢Bes hospitalares
por K. pneumoniae produtoras de ESBL foram descri-
tas na Franca no final dos anos 80. Desde entéo, foram
documentadas em todo 0 mundo numerosos casos de
surtos nosocomiais causados por estas bactérias. Um
estudo multicéntrico realizado em UTIs de 10 paises
europeus demonstrou que 22,8% dos isolados clinicos
de Klebsiella spp. eram produtores de ESBL, sendo
K. pneumoniae a espécie mais frequentemente isola-
da.

Entre os anos de 1988 e 1990 foram detectadas na
Espanha os primeiros isolamentos de enterobactérias
produtoras de ESBL. Foram descritos 59 isolados pro-
dutores de ESBL tipo SHV-2, sendo que 61% das ce-
pas eram de K. pneumoniae, 31% de S. marcescens,
5% de K. oxytoca e 3% de E. coli. O surto nosocomial
mais importante descrito até o momento naquele pais
foi ocorreu entre os anos de 1993 e 1995, no hospital
de Bellvitge. Esta epidemia foi devida a disseminacéo
clonal de uma cepa de K. pneumoniae produtora de
ESBL. Este surto atingiu 150 pacientes, dos quais
69,6% estavam internados na UTI. A cepa epidémica
era resistente as cefalosporinas de terceira geracéao,
aztreonam, gentamicina, ciprofloxacin e produzia dois
tipos de R-lactamases do tipo SHV transferiveis por
conjugacéo.

O aparecimento de surtos nosocomiais devido a es-
tes microorganismos depende tanto das condicdes
ambientais (elevado consumo de cefalosporinas de ter-
ceira geragdo, manipulacdo dos pacientes, etc.) como
das caracteristicas especiais do microorganismo (fato-
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res de viruléncia, aderéncia, etc.). Os fatores de risco
para adquirir infecgio/colonizagdo sdo principalmen-
te o consumo de antibiéticos (especialmente cefalos-
porinas) e a cateterizacéo arterial e/ou urinaria.

Para o controle destes surtos nosocomiais tem sido
aplicadas medidas como a restricdo do consumo de
cefalosporinas de terceira geracdo, isolamento cutéa-
neo dos pacientes colonizados/infectados e educacéo
do pessoal que lida diretamente com os pacientes
quanto ao cuidado com a manipulacdo destes e a cor-
reta lavagem das méos. A restricdo do consumo de ce-
falosporinas de terceira geracao relaciona-se em mui-
tas ocasides com o controle do surto, sendo a medida
mais importante a ser adotada. A descontaminagéo
intestinal seletiva como medida de controle de surtos,
sugerida por alguns autores, pode ocasionar o desen-
volvimento de novas resisténcias ou a selecédo de ou-
tros microorganismos multirresistentes, sendo que a
realizacdo desta metodologia ndo é recomendada hoje
em dia por 6rgaos como a OMS.

Alternativas terapéuticas em infec¢fes
por enterobactérias produtoras de ESBL

Somente alguns R-lactamicos conservam sua ativi-
dade frente as enterobactérias produtoras de ESBL. As
cefamicinas, como a cefoxitina, séo frequentemente ati-
vas e poderiam ser usadas. Porém estas drogas estimu-
lam facilmente o desenvolvimento de resisténcia bacte-
riana por alteracdes na permeabilidade. O uso de combi-
nacdes de penicilinas com inibidores de R-lactamases
dependera dos MICs que o0 microorganismo apresentar,
uma vez que ja foram descritos casos de resisténcia por
hiperproducéo de ESBL e por producdo conjunta de ESBL
e uma R-lactamase do tipo TEM-1; a combinacéo de uma
cefalosporina de terceira geracdo com um inibidor de R3-
lactamase tem sido utilizada com éxito em alguns casos
para o tratamento de sepsis causada por K. pneumoniae
e E. coli produtoras de ESBL. Entretanto, este tratamen-
to é desaconselhado mesmo quando os MICs destes mi-
croorganismos se encontrem dentro do intervalo de sen-
sibilidade, uma vez que ja foram descritos varios fracas-
sos terapéuticos. Por esta razéo, o laboratério de micro-
biologia deve informar como "resistentes" as cefalospori-
nas de terceira geracao e alertar para a presenca de uma
cepa multirresistente.

Os carbapenems sdo o0s antibiédticos mais efetivos
frente as enterobactérias produtoras de ESBL. Estas
drogas sdo muito resistentes a hidroélise por este tipo de
enzima. O uso de antibiéticos carbapenémicos deveria
ser moderado, pois tem sido descrito um aumento da
resisténcia a estas drogas em outras espécies bacteria-
nas, como Acinetobacter baumannii e P. aeruginosa
naqueles hospitais onde a droga tenha sido usada ex-
tensamente. A combinacgdo da diminuicéo da permea-
bilidade junto com a hiperproducéo de enzimas hidro-
liticas tem gerado resisténcia em algumas espécies de
enterobactérias. Estes dados alertam para a necessi-
dade do uso racional dos antibiéticos carbapenémicos
para prevenir a aparicdo de novos microorganismos
multirresistentes.
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Deteccéo das R-lactamases
de Espectro Estendido

O trabalho do laboraté6rio de microbiologia é impres-
cindivel na deteccéo das enterobactérias produtoras de
ESBL e de possiveis surtos nosocomiais. O microbiolo-
gista deve estar alerta quando se deparar com um fené-
tipo de resisténcia a [3-lactamicos pouco habitual e bus-
car a explicacdo para o mesmo. A deteccao precoce des-
tas cepas é importante para instaurar o tratamento ade-
quado e as medidas de isolamento dos pacientes, ne-
cessérias para se evitar a disseminacéo.

Apesar da capacidade hidrolitica destas enzimas
sobre as cefalosporinas de terceira geracdo e mono-
bactams, os MICs dos microorganismos que as produ-
zem poderiam ser classificados na categoria "sensivel"
segundo os critérios do NCCLS. Nestes casos, quando
se trata de microorganismos tradicionalmente muito
sensiveis as cefalosporinas de terceira geragdo como
E. coli e K. pneumoniae, detecta-se uma elevagédo nos
MICs destas drogas (MIC = 2ug/mL).

A acao hidrolitica destas enzimas faz com que, em
algumas ocasibes, os MICs de ceftazidima sejam mais
elevados que os da cefotaxima, por exemplo; outras
vezes, pode ocorrer o contrario. Portanto é recomen-
davel testar estes dois antibidticos na determinacéo
da susceptibilidade antimicrobiana das enterobacté-
rias. Quando se detecta a producdo de ESBL deve-se
informar como "resistente" a todas as cefalosporinas
de terceira geracdo e monobactams, para que se to-
mem as medidas epidemioldgicas adequadas e evitar
que estas drogas sejam usadas no tratamento.

A dificuldade dos laboratdrios de microbiologia em
detectar esse tipo de resisténcia se deve a varios fato-
res. Em primeiro lugar, como se trata de resisténcia
devido a inativacéo do antibiotico por degradacao en-
zimatica, o resultado do teste in vitro (antibiograma)
vai depender da quantidade de bactérias utilizada no
teste, isto €, quanto maior a quantidade de bactérias
(ou in6culo) maior sera a quantidade de enzimas
(ESBL) e maior o grau de resisténcia detectado no tes-
te. Como o teste in vitro é realizado com um in6culo
padronizado, que pode ser bem menor que aquele en-
contrado no sitio infeccioso, a correlagédo clinica do tes-
te € baixa. Isto é chamado de "efeito inéculo" e nor-
malmente ndo acontece quando a resisténcia é decor-
rente de outros mecanismos. A importancia clinica
deste fato é que infec¢bes purulentas que apresentam
alta concentragéo bacteriana, como pneumonias e abs-
cessos por exemplo, muito provavelmente ndo respon-
derdo ao tratamento com cefalosporinas, monobactans
ou penicilinas de amplo espectro, mesmo que o teste
in vitro mostre sensibilidade. Um outro ponto impor-
tante é o fato da velocidade com que essas enzimas
degradam alguns 3-lactdmicos ser muito baixa. Des-
sa maneira, o periodo de tempo utilizado pelo teste
in vitro, isto é 18 a 24 horas, pode néo ser suficiente
para a expressdo ou deteccdo deste tipo de resistén-
cia. Além disso, a velocidade e a poténcia com que
cada tipo de ESBL degrada diferentes R-lactdmicos
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Figura 1

1- Amoxiciclina +
acido clavulanico
2- Aztreonam

3- Ceftazidima

4- Imipenem

5- Cefotaxima

Figura 2

1- Amoxiciclina +
acido clavulanico
2- Tobramicina

3- Ceftazidima

4- Cefotaxima

5- Aztreonam

6- Ciprofloxacin

pode variar bastante. Dessa maneira, o teste pode
detectar a resisténcia a ceftazidima, mas classificar a
bactéria como sensivel a ceftriaxona por exemplo.

Os testes utilizados para deteccdo da producéo de
ESBL se baseiam no aumento da sensibilidade (ou que-
da no MIC) para as cefalosporinas e monobactans,
quando esses compostos sdo associados a inibidores
de R-lactamases, sendo que o acido clavulanico é o
mais utilizado devido a sua maior atividade contra
ESBLs. O NCCLS recomenda que amostras bacteria-
nas (principalmente amostras de K. pneumoniae,
K. oxytoca e E. coli) que apresentarem sensibilidade
diminuida, isto €, MIC aumentado (= 2ug/mL) ou halo
de inibicdo diminuido para ceftazidima (halo <22 mm)
ou aztreonam (halo < 27 mm) ou cefpodoxima (halo
<22 mm) ou ceftriaxona (halo < 25 mm) ou cefotaxima
(halo <27 mm) e apresentando MIC = 2ug/mL (valido
para todas as drogas citadas acima) sejam considera-
das produtoras de ESBL.

eTécnica da dupla difusdo com discos

A identificacéo de cepas produtoras de ESBL é feita
mediante a sinergia de duplo disco. Realiza-se a difu-
séo em agar utilizando uma placa de agar Mueller-Hin-
ton inoculada com uma suspenséo bacteriana ajustada
com o padrao 0,5 da escala de MacFarland; ap0s, colo-
cam-se os discos com carga padronizada de cefotaxi-
ma, ceftazidima, cefuroxima e aztreonam, dispostos a
uma disténcia de 20mm de discos de amoxicilina+acido
clavulanico. E considerada sinergia positiva (e, portan-
to, detecta-se a producao de ESBL), quando observa-se
uma ampliacéo do halo de inibicdo em alguma das ce-
falosporinas ou do aztreonam ou o aparecimento de uma
terceira zona irregular de inibicdo entre o disco de amo-
xicilina + &cido clavulénico e o disco de uma das dro-
gas B-lactamicas (denominada "Ghost-Zone"). Esta téc-
nica é de facil realizacdo e acessivel a qualquer labo-
ratério de Microbiologia. (Figuras 1 e 2)

*Técnica do E-Test®

O E-Test® é uma tira de papel impregnada com an-
tibidéticos. Uma tira especial foi desenvolvida para a
deteccdo da producéo de ESBL. A metade da tira con-
tém uma concentracéo decrescente de ceftazidima (de
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32ug/mL até 0,5ug/mL). Na outra metade da tira, ha
uma concentracdo de ceftazidima+acido clavulanico
(2:1), em concentra¢Bes decrescentes de 8ug/mL até
0,12pg/mL. Considera-se positiva a sinergia com o0 aci-
do clavulanico caso haja uma diminuicdo de duas ou
mais dilui¢cdes do MIC da ceftazidima quando adicio-
nada ao inibidor de B-lactamase. Esta técnica é razoa-
velmente acessivel e de facil realizacdo; entretanto,
pode gerar resultados confusos se usada isoladamen-
te, pois estaremos testando somente uma droga. (Fi-
gura 3)

*Técnicadasinergiacom inibidores de R-lactamases

Pode-se testar também a presenca de ESBL median-
te arealizacéo do teste de MIC por macro ou microdi-
luicdo de cefalosporinas de terceira geracdo com e sem
inibidor de R-lactamase. A realizagdo da prova usan-
do-se somente uma droga (por exemplo a ceftazidi-
ma), pode ocasionar os mesmos problemas descritos
na técnica anterior.

* Microbiologia automatizada

Alguns painéis de microdilui¢éo estdo disponiveis,
comercializados principalmente para os sistemas Mi-
croScan® (Dade Behring) e Vitek® (bioMérieux).

Problemas na realizacdo destas técnicas
Estas técnicas possuem algumas limitacdes, pois a
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hiperproducdo de algumas R-lactamases por certos
microorganismos pode ocasionar uma sinergia positi-
va com o acido clavulanico, a saber:

1) a hiperproduc¢éo de 3-lactamase cromossémica
por Proteus vulgaris, P. penneri ou Citrobacter koseri
(que é uma cefuroximase inibida pelo acido clavula-
nico), pode resultar em uma ampliacdo do halo com a
cefuroxima, cefotaxima e ceftriaxona. A hiperprodu-
¢do desta enzima confere resisténcia a estas drogas,
permanecendo sensivel a ceftazidima e ao aztreonam;

2) a hiperproducéo de B-lactamase K1 por Klebsie-
lla oxytoca produz ampliac@o do halo com a cefuroxi-
ma, ceftriaxona, aztreonam e cefotaxima, mas nunca
com a ceftazidima. A hiperproducdo de R3-lactamase
confere resisténcia a estas drogas mas nao a ceftazidi-
ma. Portanto, para diferenciar uma cepa de K. oxytoca
hiperprodutora de K1 de uma produtora de ESBL deve-
se realizar sempre o método de determinagéo do MIC
da ceftazidima e verificar se este valor se reduz na pre-
sencga de acido clavulanico;

3) a hiperproducao de SHV-1 por K. pneumoniae,
causada pela presenca de multiplas cépias do plasmi-
deo que as codifica, também pode ocasionar um fenati-
po compativel com a producao de ESBL. Nestes casos,
ha um aumento dos MICs da ceftazidima (4-8ug/mL)
e do aztreonam (1-2pg/mL), afetando escassamente os
MICs da cefotaxima e ceftriaxona;

4) a producéo de L2 por Stenotrophomonas malto-
philia resulta em sinergia positiva com aztreonam de-
vido a acéo hidrolitica desta enzima sobre o aztreo-
nam, sendo inibida pelo acido clavulanico. Portanto,
ndo devemos confundir este tipo de resisténcia com a
provavel producao de ESBL.

CONSIDERAGCOES FINAIS

O trabalho do laboratério de microbiologia é im-
prescindivel na detec¢do das enterobactérias produ-
toras de ESBL e de possiveis surtos nosocomiais. Por-
tanto, o microbiologista deve se manter sempre atua-
lizado e preparado para realizar testes com acuracia
cada vez maior e que estes reflitam com fidelidade os
resultados encontrados. A deteccéo precoce destas bac-
térias multirresistentes é de suma importancia para se
instaurar o tratamento adequado e as medidas de iso-
lamento dos pacientes, necessarias para se evitar a dis-
seminacao destes patdégenos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Bush, K; Jacoby, G.A.; Medeiros, A.A. A functional classification scheme
for B-lactamases and its correlation with molecular structure. Antimicrob.
Agents Chemother. 39: 1211-1233, 1995.

2. Dubois, S.K.; Marriott, M.S.; Amyes, S.G.B. TEM and SHV-derived exten-
ded spectrum R-lactamases: relationship between selection, structure and
function. J. Antimicrob. Chemother. 35: 7-32, 1995.

3. Emery, C.L.; Weymouth, L.A. Detection and clinical significance of exten-
ded-spectrum R-lactamases in a Tertiary-Care Medical Center. J. Clin. Mi-
crobiol. 35: 2061-2067, 1997.

4. Jacoby, G.A.; Han, P. Detection of extended-spectrum B-lactamases in cli-
nical isolates of Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli. J. Clin. Micro-
biol. 34: 908-911, 1996.

5. Jacoby, G.A.; Medeiros, A.A. More extended spectrum B-lactamases. An-
timicrob. Agents Chemother. 35: 1697-1704, 1991.

6. Katsanis, G.P.; Spargo, J.; Sutton, L. Detection of Klebsiella pneumoniae

RBAC, vol. 32(3), 2000

and Escherichia coli strains producing extended-spectrum R-lactamases.
J. Clin. Microbiol. 32:691-696, 1994.

7. Livermore, D.M. R-lactamases in laboratory and clinical resistance. Clin.
Microbiol. Rev. 8:557-584, 1995.

8. Murray, P.R. et al. Manual of Clinical Microbiology. 6™ ed. Washington, DC:
American Society for Microbiology, 1995.

9. NCCLS: M7-A5: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for
Bacteria That Grow Aerobically; Approved Standard - 50" Edition (Includes
Supplemental Tables M100-S10), 2000.

10. Sanford, J.P et al. Guide to Antomicrobial Therapy, 26™ ed., 1996.

11. Sanders, C.C.; Sanders W.E. R-Lactam resistance in Gram-negative bac-
teria: global trends and clinical impact. Clin. Infect. Dis. 15: 824-883, 1992.

12. Shah, P.M.; Stille, W. Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae strains
more susceptible to cefoxitin than to third generation cephalosporins. J. An-
timicrob. Chemother. 11:597-601, 1983.

13. Sirot, D. Extended-spectrum plasmid-mediated R-lactamases. J. Antimicrob.
Chemother. 36 (Suppl A):19-34, 1995.

14. Silva, C.H.P.M. Bacteriologia, Um Texto llustrado. 12 ed. Rio de Janeiro:
Editora Eventos, 1999.

15. Silva,J.; Zacarias, C. B-Lactamase bioassay: a simplified method to deter-
mine extended-spectrum B-lactamases (ESBL) in Enterobacteria. Arch. Med.
Res. 28(2): 285-287, 1997.

16. Silva, J. Mechanisms of antibiotic resistance. Curr. Ther. Res. 57 (supl A):
30-35, 1996.

17. Silva, J. et al. Extended-spectrum [-lactamases coded in clinical isolates
of enterobacteria in Mexico. Microb. Drug Resist. 5:189-193, 1999.

18. Smith, C.E. et al. Failure of ceftazidime-amikacin therapy for bacteremia
and meningitis due to Klebsiella pneumoniae producing an extended-spec-
trum R-lactamase. Antimicrob. Agents Chemother. 34:1290-1293, 1990.

Enderego para correspondéncia

Carlos Henrique P. de M. e Silva

Rua Fortunato Ramos,123 - Sta. Lucia
Vitéria/ES - 29055-290
chpmsrtz@terra.com.br

LANCAMENTO

Brochura
73 paginas
15 x 22 cm

Esse Manual foi escrito para os profissionais da area
das Andlises Clinicas e principalmente para os estudantes
que buscam conhecer os elementos basicos do diagnéstico

microscopico e que necessitam adquirir experiéncia

nos procedimentos de laboratério voltados a pesquisa
e as suas aplicagoes na Parasitologia.

EDIPUCRS
Av. Ipiranga, 6681 - Prédio 33
Caixa Postal 1429 - Porto Alegre - RS - 90619-900 - Brasil
Fone/fax: (51) 320-3523 Ramal 3523
http://ultra.pucrs.br/edipucrs ¢ E-mail: edipucrs@pucrs.br

219



Perfil eletroforético das proteinas e concentracao
das imunoglobulinas plasmaticas em pacientes
assintomaticos e sintomaticos portadores de HIV

Proteins’ electrophoretic profile and immunoglobulins
plasmatics concentration in asymptomatics
and symptomatics patients infected by HIV

Queiroz, M.G.R*.; QOliveira, E.M.; Santos, M.S.; Holanda, B.A.P; Alencar, N.M.N & Melo, C.L.

RESUMO - Estudos tém demonstrado que 81% dos pacientes infectados pelo HIV apresentam um padréo proteico
anormal devido ao estado hipermetabdlico. Os achados laboratoriais revelam que as anormalidades da imunidade
humoral precedem a imunidade mediada pelas células e portanto, o diagnéstico da infecgéo pelo HIV depende do
estabelecimento da infec¢do definindo o estado imunoldgico e o quadro clinico do paciente que ocorre secundario a
infeccdo e a perda da fungdo imune. No presente trabalho, realizamos um estudo comparativo do perfil eletroforé-
tico das proteinas, bem como a determinacgéo da concentragdo das imunoglobulinas plasméticas em pacientes porta-
dores de HIV (assintomaticos e sintomaticos) com o objetivo de investigarmos alteragdes especificas das fracdes
protéicas (albumina e globulinas) durante os diferentes estadgios da doen¢a. Foram analisadas 30 amostras de san-
gue coletado de pacientes HIV positivos divididos em dois grupos (assintomaticos e sintomaticos). As proteinas
totais foram determinadas pelo método do Biureto, sendo observada uma hipoproteinemia em 60% dos pacientes
sintomaticos e valores normais em todos os assintomaticos. A eletroforese das proteinas foi realizada em gel de
agarose mostrando hipoalbuminemia em 70% dos pacientes assintométicos e 90% sintomaticos. A hipergamaglobu-
linemia predominou em 100% dos sintomaticos e 90% dos assintomaticos. As fragdes a e 3 globulinas apresentaram-
se normais nos dois grupos. As imunoglobulinas foram avaliadas por turbidimetria e uma elevacéo significativa foi
verificada na concentracdo de 1gG em todos os pacientes sintomaticos. Por outro lado, os valores de IgA e IgM
apresentaram-se dentro dos valores de referéncia. Os resultados estdo de acordo com varios trabalhos citados na
literatura, comprovando que a AIDS é uma gamopatia monoclonal, caracterizada por hipoalbuminemia e hiperga-
maglobulinemia. O trabalho mostra portanto, que, a avaliagdo de parametros laboratoriais mais simples sdo Uteis no
monitoramento da sindrome em estudo, como também fortes indicadores do estagio da doenca.

PALAVRAS-CHAVE - Proteinas; imunoglobulinas; AIDS.

ABSTRACT - Studies have been demonstrated that 81% of the patients infected by HIV present an abnormal proteic
standard, due to hypermetabolic state. The laboratory discoveries reveals that the abnormalities in the immunity hu-
moral precede the immunity mediated by the cells, since the HIV diagnosis depends on the establishment of the
infection that defines both the imunological and the clinical state of the patient. In the present work we accomplished
a comparative study of the proteins eletrophoretic profile, and the plasmatic immunoglobulin concentration of the
plasmatic patient with HIV (no symptomatic and symptomatic). The objective of was to investigate the alterations in
specific proteins and immunoglobulins during the different stages of the disease. It was appraised 30 serum samples
of HIV positive, divided in two groups (no symptomatic and symptomatic). The total proteins were measured by Biuret,
being observed a hipoproteinemy in 60% of the symptomatic and normal value in all the no symptomatic. The agarose
gel electrophoresis showed hypoalbuminaemia in 70% of the serum from no symptomatics and 90% from symptomatic
patients. The hypergammaglobulinaemia prevailed in 100% of the symptomatic and 90% of the asymptomatic pati-
ents. The a and B globulins fractions came normal in the two groups. The imunoglobulin was appraised by quantitative
immunoturbidimetric method and a significant elevation was verified in the 1gG concentration in all the symptomatic
patients. On the other hand, the values of IgA and IgM take reference values inside. The results are in agreement with
several the literature works mentioned in checking that the AIDS is a monoclonal gamopatie characterized by hypoal-
buminaemia and hipergammaglobulinaemia. The work exhibition therefore that the evaluation of simple laboratory
parameters can be useful for monitoring AIDS as well as they are strong indicators of the stage of the disease.

KEY WORDS - Proteins; immunoglobulins; AIDS.
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INTRODUCAO

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA),

€ uma infeccéo causada por varios tipos de retro-

virus incorporados ao DNA de células hospedeiras que

resulta em uma série de alterag@es clinicas, variando

de estados assintométicos a desordens severamente de-

bilitantes e fatais. A infec¢do pelo virus da imunodefi-

ciéncia humana (HIV) é associada a inativagcdo dos

linfocitos T Helper especificos (T4) e glicoproteinas
transmembranares CD4."?

O resultado da imunossupresséo torna o paciente
susceptivel a uma variedade de infec¢des oportunis-
tas identificada como um conjunto de alteracdes pro-
vocadas pela perda da imunidade celular. As infec¢bes
causadas pelos microrganismos conduzem o hospedeiro
a varias respostas, as quais incluem desordens no me-
tabolismo intermediario.*

O diagnéstico e o monitoramento da infeccéo pelo
HIV podem ser realizados através da cultura do virus,
deteccao dos anticorpos e/ou proteinas do HIV (gp160,
gp41, gpl20 e p24) bem como a realizacdo de provas
de avaliacdo do estado imunoldgico do paciente. Sa-
bemos ainda, que, a contagem de CD4 é um dos exa-
mes realizados para prever a vulnerabilidade do porta-
dor desta sindrome a infeccdes oportunistas.®

O padrao de perda de linfécitos CD4+ procede em
trés fases e as taxas variam de paciente para paciente.
Em alguns meses a infec¢é@o provoca uma reduc¢éo dos
valores relativo e absoluto de CD4+ circulante, da or-
dem de 40 a 50%. Entédo, um periodo prolongado de
um declinio lento é seguido por outro de declinio rapi-
do em um intervalo de tempo antes do desenvolvimen-
to da AIDS.®

A producdo de citocinas e os altos niveis de com-
plexos imunes circulantes associados a infeccdo pelo
HIV também poderéo induzir alteracdes através de
mecanismos imunoldégicos.” Portanto, a imunidade hu-
moral também apresenta-se deficiente, instalando-se
um quadro de hiperplasia dos linfécitos B que causa
linfoadenopatia e aumenta a secrecdo de anticorpos
conduzindo a uma hipergamaglobulinemia. Nos pa-
cientes portadores de HIV, os niveis de anticorpos (es-
pecialmente IgG e IgA ) podem aumentar, mas os titu-
los de anticorpos para agentes especificos (ex: citome-
galovirus) néo se elevam.®

A importancia dos parametros laboratoriais no
acompanhamento, progndstico e tratamento da
AIDS, consiste nas varia¢fes qualitativas e quanti-
tativas que estes podem apresentar nos diferentes
estagios da doenca.

Pesquisadores tém sugerido que o paciente soro-
positivo é hipermetabdlico e que esta resposta se deve
ao aumento do turnover das proteinas de fase aguda.’

A analise do quadro protéico plasmatico é de parti-
cular interesse bioquimico em virtude de importantes
progressos acumulados sobre o significado clinico da
patologia em discusséo.

Com base nos achados acima, foi realizado um es-
tudo comparativo do perfil eletroforético das proteinas,
bem como a avaliagdo das imunoglobulinas séricas em
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pacientes sintomaticos e assintomaticos portadores de
HIV com afinalidade de analisar as alteracdes nas fra-
¢Oes proteicas especificas e avaliar a concentracédo das
imunoglobulinas durante o curso da doenca.

MATERIAL E METODOS

* Amostra biolégica

O presente estudo foi realizado com o soro sangui-
neo de um grupo de 30 pacientes (sexo e faixa etaria
variaveis), HIV positivos, divididos em dois grupos de
acordo com o estagio da doenca (sintomaticos e assin-
tomaticos).

« Determinag&o das proteinas totais
As proteinas totais foram determinadas pelo méto-
do do Biureto (Labtest).

« Eletroforese das proteinas

A corrida eletroforética das fracGes protéicas (albu-
mina, a,, o,, B e yglobulinas) foi feita em Tampéao Vero-
nal Sédico (pH 8,6) usando como suporte o gel de aga-
rose. Apoés a coloracdo com amido black, as fracdes
foram quantificadas por densitometria (DS-35 Celm) e
expressas em g/dL e percentual protéico de cada gru-
po (sintomaticos e assintomaticos). Os resultados fo-
ram comparados com os do grupo de pacientes sauda-
veis (controle).

* Dosagem das imunoglobulinas

As imunoglobulinas (IgA, IgM e IgG) foram quan-
tificadas por turbidimetria através de automacgéo Tur-
bitimer - Behring. Os resultados foram expressos em
mg/dL sendo comparados com os do grupo controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos e apresentados nas Figuras 1
e 2 demonstram os valores da concentracao das protei-
nas séricas na qual podemos observar um quadro la-
boratorial relacionado aos diferentes estagios da doen-
¢a. Isto se deve a alteragBes no metabolismo interme-
diario no que diz respeito ao estado hipermetabdlico
do paciente infectado pelo HIV.

Os pacientes assintomaticos e sintomaticos apresenta-
ram hipoalbuminemia quando comparada ao controle, que
se deve tanto a elevacgao do catabolismo protéico como a
desnutrigéo associada a sindrome de ma absorc&o.®

O efeito da mé absor¢do no estado nutricional ndo
depende somente da severidade e da duracéo da sin-
drome, mas também da ingestdo energética.® Pacien-
tes com ma absorgéo crénica desenvolvem hiperfagia
que tende a compensar a sua incapacidade absortiva.
Muitos deles sdo habeis em manter um estado nutri-
cional aceitavel, apesar da acentuada ma absor¢do. Ou-
tro fator que provoca hipoalbuminemia é a infeccao
hepatica contraida por pacientes imunodeprimidos
causando danos a sintese de albumina.

Os pacientes com AIDS podem desenvolver uma
variedade de anormalidades renais que sdo classifica-
das como desordens coincidentes e especificas asso-
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Concentracao sérica em g/dL

Controle Assintomaticos
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TABELA 1

o Valores de Referéncia

a2

T Proteinas Totais 6,0 - 8,0 g/dL

L Albumina 3,5-550g/dL

I Albumina

Il Proteinas a, 0,1-0,4 g/dL
0,5- 1,0 g/dL
0,6 - 1,2 g/dL

y 0,6-1,6 gldL

Figura 1 - Proteinas totais e fragdes no soro de pacientes saudaveis e HIV positivo (assintomaticos e sintomaticos). As barras representam as médias =+ E.PM. dos
niveis séricos (g/dL) das proteinas totais, albumina e imunoglobulinas (a,, a,, Bey) dos pacientes do grupo controle e HIV positivos (assintomaticos e sintoma-
ticos). Em todos os grupos foram analisadas 30 amostras. p < 0,05 representa as diferengas estatisticas comparadas ao grupo controle (ANOVA,; Teste de Duncan)
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Figura 2 - Niveis séricos das imunoglobulinas de pacientes do grupo contro-
le e portadores de HIV (assintomaticos e sintomaticos). As barras represen-
tam as médias + E.PM dos niveis séricos (mg/dL) de IgA, IgM e IgG. Em
todos os grupos foram avaliados 30 amostras. p < 0,05 representa as dife-
rengas estatisticas comparadas ao grupo controle (ANOVA; Teste de Duncan).

TABELA 2
Valores de Referéncia
Imunoglobulinas mg/dL
IgA 85 - 490
IgM 60 - 320
19G 800 - 1.700

ciadas a infeccéo pelo HIV. A nefropatia que surge nes-
tes pacientes é caracterizada por proteindria (>2g/24h)
resultando em um quadro de sindrome nefréticae conse-
gquentemente insuficiéncia renal.

A producdo desordenada de citocinas e os altos ni-
veis de complexos imunes circulantes podem causar
alteracdes glomerulares subitas que levam ao apareci-
mento da microalbumindria. Este mecanismo ainda ndo
estd esclarecido mas, sabe-se que ocorre através de me-
canismos imunolégicos.*

O presente estudo investigou a relativa contribuicdo
dos exames aqui relatados nos estagios desta sindrome e
os resultados apresentados na Figura 2 mostram hiperga-
maglobulinemia mais acentuada nos pacientes sintoma-
ticos. As globulinas a, a, e B permaneceram inalteradas
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em ambos 0s grupos enquanto que as imunoglobulinas
IgM e IgA apresentaram-se dentro dos valores de refe-
réncia. Os niveis de IgG estéo bastante elevados nos dois
grupos, o que caracteriza o estado crénico da doenca.

Nao estamos diante de nenhum dado inédito, mas,
podemos assegurar que o quadro clinico dos pacientes
em estudo é caracterizado por uma gamopatia monoclo-
nal e que a avaliagdo destes parametros bioquimicos séo
importantes para detectar alteracbes durante os estagios
da doenca, ndo esquecendo o fato de que os pacientes
poderao realiza-los com mais freqiiéncia e o profissional
de saude terd um maior controle sobre o mesmo.

A importancia do presente trabalho nédo se deve so-
mente aos dados obtidos, mas também ao fato de ter-
mos incluido no inicio desta pesquisa um paciente con-
siderado soro- positivo e assintomatico, cujo perfil das
analises laboratoriais verificadas na pesquisa era idén-
tico ao do controle. Diante deste achado, orientamos o
paciente no sentido de confirmar o teste sorolégico
anterior, cujo resultado tornou este trabalho o mais
importante e gratificante da nossa carreira académica.
Foi comprovado com seguranca que o referido pacien-
te era na verdade soro-negativo e tudo ndo passou de
um erro laboratorial.
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Tireotropina em sangue seco em papel filtro:
uma nova alternativa de uso do kit ACS:180"
em lumindometros manuais ou semi-automaticos

Thyrotropin in dried blood filter paper: the alternative use for
TSH-ACS:180™ kit in manual or semi-automatic luminometers

Eurico Camargo Neto*

RESUMO - A quantificacédo da tireotropina é empregada em programas de triagem neonatal para o diagnostico
precoce do hipotireoidismo congénito e do seu tratamento preventivo, evitando as irreversiveis seqielas neurolégi-
cas decorrentes da doenga. Além dos kits comerciais disponiveis no mercado, outras alternativas 'domésticas', de
menor custo, ja foram previamente descritas. Neste trabalho é apresentada uma adaptagdo para a quantificagéo de
tireotropina em sangue seco em papel filtro a partir de um kit desenvolvido para a quantificacéo sérica da tireotropi-
na por quimioluminescéncia em equipamento de automacao, com resultados superiores aos obtidos pelo método
empregado na nossa rotina.

PALAVRAS-CHAVE - Triagem neonatal; TSH; quimioluminescéncia.

SUMMARY - The measurement of thyrotropin is used in neonatal screening programs for the early diagnosis of the
congenital hypothyroidism and its preventive treatment, avoiding the unreversible sequelae due to the disease.
Despite the commercial kits available in the market, other in-house procedures less expensive were already descri-
bed. In this paper an adaptation for the measurement of thyrotropin in filter paper blood spots is described, using an
automated chemiluminescent thyrotropin kit developed for a fully automatic equipment, with better results than the

obtained by our routine method.

KEY WORDS - Neonatal screening; TSH; chemiluminescence.

J/

INTRODUCAO

quantificagdo dos niveis de tireotropina (TSH) em
sangue seco em papel filtro, obtido por puncéo

de calcaneo em neonatos, tem-se constituido em uma
ferramenta eficaz e universalmente aceita a partir da
proposta de triagem neonatal do hipotireoidismo con-
génito por Dussault e Laberge ha quase trés décadas?,
como forma de diagnéstico precoce da doenca e pre-
vencao das seqtielas decorrentes da falta do horménio
tiredideo®. Nos Gltimos anos publicamos alternativas
economicamente viaveis de utilizar o método de qui-
mioluminescéncia (kits Magic Lite™ e ACS:180", pro-
duzidos para analise de TSH em soro por Chiron Diag-
nostics, Walpole, MA, USA), para a analise quantitati-
va de TSH em amostras de sangue seco em papel fil-
tro®*® recebidas pelo Centro de Triagem Neonatal de
Porto Alegre, como alternativa aos Kits comerciais es-
pecialmente fabricados para esta finalidade e com cus-
to inferior a U$ 0,5. Desde a adog&o do método de qui-
mioluminescéncia como rotina em nosso laboratério ha

9 anos, 670.000 amostras foram testadas, identifican-
do-se 224 pacientes com hipotireoidismo (1/3.000), 43
dos quais com tiroxina (T,) normal na mesma amostra.
Este dado confirma a importancia da escolha da TSH
como teste primario na triagem populacional para o
hipotireoidismo congénito, uma vez que a analise ape-
nas da T, nestas amostras implicaria em resultados fal-
so-negativos, resultando em criancas com atraso do
crescimento e do desenvolvimento 0sseo e severo risco
de deficiéncia mental®. Neste periodo, o percentual de
analises repetidas na mesma amostra foi de 0,32% (re-
sultados inicialmente alterados e com valores normais
em uma segunda andlise realizada em duplicata na
mesma amostra) e os casos falso-positivos observados
foram de 0,02%. Nenhum resultado falso-negativo foi
reportado até o momento.

MATERIAL E METODOS

A técnica utilizada para uso em sangue seco em
papel filtro no procedimento manual com o kit TSH-
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ACS:180 esta descrita no Quadro I. Um ponto da curva
equivalente a zero de TSH deve ser preparado utili-
zando-se sangue humano heparinizado, centrifugado
e lavado 2 vezes com soluc¢éo salina isotonica. As he-
macias devem ser ressuspensas em soro humano de
pacientes com hipertireoidismo e com TSH suprimido,
de forma a obter-se um hematdcrito de 55%. Posterior-
mente, 100uL desta suspensdo deve ser aplicada sobre
papel SS 903™ e secar a temperatura ambiente por, pelo
menos, 4 horas.

Padrdes da curva do kit DELFIA™ (Wallac Oy) po-
dem ser utilizados convertendo-se os valores expres-
sos no rétulo em pUI/mL de sangue total para pUlI/mL
soro equivalente, muliplicando-se cada ponto da cur-
va por 2,2.

* Principio do teste

O teste baseia-se em reac¢do direta tipo "sanduiche",
utilizando quantidades constantes de dois anticorpos:
o primeiro, monoclonal e produzido em rato, ligado ao
éster de acridina; e, o segundo, policlonal e produzido
em carneiro, covalentemente ligado a particulas para-
magnéticas como fase sélida. A concentracédo de TSH
é diretamente proporcional a quantidade de luz emiti-
da na reacéo.

RESULTADOS

A utilizacdo dos volumes de reagentes propostos

QUADRO |
Protocolo de quantificagdo de TSH em sangue seco
em papel filtro com o reagente TSH-ACS:180

Eluicdo da amostra e procedimento

1. Em placas de microtitulagdo colocar um: Confete de 3 mm de padrdes,
controles e amostras + 150uL de eluente, agitar 30 minutos a tempera-
tura ambiente, e transferir 100pL do eluato para tubos Sarstedt 12x75 e
adicionar 250pL do anticorpo marcado diluido 1/40.

2. Incubar overnight a temperatura ambiente ou overweekend entre
4-8°C e adicionar 200 mL do anticorpo anti-TSH acoplado a particulas
paramagnéticas, deixar em repouso 30 minutos e proceder a separa-
¢do magnética por 3 minutos.

3. Decantar e lavar 2 vezes com 500 mL de dgua destilada e ressuspender
as particulas em 100 mL de 4gua destilada e ler no lumindmetro du-
rante 2 segundos.

Log RLU ICMA (TSH, pUI/L)

600
500
400 -
300 +
200 o -

100 4 "

na técnica empregada no soro ndo foram capazes de
produzir uma curva padrédo aceitavel e com um ampla
distin¢do entre os padrbes e controles utilizados
(Fig. 1). evidenciando a necessidade de titulagéo do
anticorpo marcado.

A correlacgdo entre o teste com o reagente ACS:180
e 0 método luminométrico com reagentes TSH Magic
Lite em 546 amostras da nossa rotina podem ser ob-
servados na Figura 2, apresentando coeficiente de cor-
relacdo linear de 0.981 e y = 0,916x-1,054. A compa-
racdo com as mesmas amostras testadas pelo método
ACS:180 manual e o método DELFIA (Wallac) é apre-
sentado na Figura 3, com coeficiente de correlacao li-
near de 0.988 e y = 1,203x + 0.218. A distribuic&o de
6.452 amostras normais analisadas pelo método aqui
proposto € observada na Figura 4.

* Precisdo intra-ensaio e interensaio

Quinze replicatas de controles do CDC numeros
911603, 9112422 e 913208, de valores respectivamen-
te iguais a 20,0pUI/mL, 40,0pUl/mL e 80,0pUl/mL fo-
ram testados em uma Unica andlise (variagdo intra-
ensaio) e em 3 dias alternados (variagdo inter-ensaio).

Valores obtidos:

CVintra-ensaio  CV interensaio

20,0pUl/mL 8,9% 10,0%
40,0pU1/mL 7,1% 9,5%
80,0pUl/mL 5,5% 6,7%

* Ensaios de sensibilidade

Quinze replicatas do padrdao DELFIA 2,2 pUI/L soro
equivalente foram analisadas e a sensibilidade analiti-
ca do ensaio calculada como £2 desvios padrdes da
média, permitindo estabelecer uma sensibilidade de
2,0 pul/mL.

e Ensaios de linearidade

Utilizando-se eluatos de dois e trés confetes do pa-
dréo de TSH de 550,0uUl/mL soro equivalente, obser-
Vvou-se que o método € linear até 1.500,0pUl/mL (Figu-
rab).

DISCUSSAO

O teste manual de rotina utilizando o produto Ma-

ICMA (TSH, pUI/L)
18-20 4
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Figura 1 - Curva padréo obtida com volume de
reagentes propostos pelo fabricante.
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Figura 2 - Correlagéo entre os testes com reagente
ACS:180 e o reagente TSH Magic Lite em 546
amostras e controles.
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DELFIA (TSH, pul/mL)
Figura 3 - Correlagdo entre 546 amostras normais

testadas pelos métodos ACS:180 manual e o
método DELFIA.
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FREQUENCIA (%) Log RLU
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descrito acima permite-nos a
quantificacdo da TSH em eluatos
de sangue seco em papel filtro es-
pecifico ("cartdes de Guthrie"), uti-
lizando quantidades equivalentes
a 1,0uL de soro obtidas a partir de
um confete de 3 mm de didmetro.
Conforme pode-se observar na Fi-
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Figura 4 - Distribuicdo da [TSH] em 6.542 amos-

tras normais. manual.

gic Lite foi testado em paralelo com o kit DELFIA utili-
zando-se amostras da rotina e controle de sangue seco
em papel filtro fornecidos pelo Centers for Disease Con-
trol and Prevention-CDC (Atlanta, GA, USA), obtendo-
se um coeficiente de correlacdo de 0,958. Os resulta-
dos comparativos entre os dois métodos foram previa-
mente publicados e extensivamente analisados.®’

A diferenca bésica entre os dois métodos, TSH em
soro ou em papel filtro, consiste no tempo de incuba-
¢do de cada teste e nas variaveis de volumes emprega-
dos de cada reagente em cada ensaio. Desta forma, o
kit Magic Lite desenhado para quantificar a TSH em
200pL de soro em 2,5 horas de ensaio foi adaptado para
quantificar TSH em papel filtro em uma incubacé&o over-
night®. Para o kit ACS:180, proposto para quantificar a
TSH sérica em 15 minutos a partir de 200uL de amos-
trae a 37 °C, levaram-se em consideracéo duas varia-
veis para sua utilizagdo em uma incubacéo overnight:
a utilizac@o de confetes de sangue total de 3 mm con-
tendo aproximadamente 1,5uL de soro na obtenc¢é&o do
eluato e de cerca de 1pL de soro para realizacdo da
prova®®, mais a necessidade de titulacao e diluicdo do
reagente luminescente (éster de acridina) na propor-
¢do de 1/40. Esta diluigéo é justificada pelo grafico ob-
tido na Figura 1, e a razdo de tal fato estd na relagéo de
volumes de amostra e do anticorpo marcado com o és-
ter de acridina, obrigando-se a uma diluicdo deste ul-
timo até obter-se uma concentragao de equilibrio, obe-
decendo-se a lei de acdo e massa que rege 0s imuno-
ensaios ndo-competitivos™. O segundo anticorpo pode
estar em excesso na solu¢do uma vez que a sensibili-
dade e a linearidade do teste sdo determinadas pela
primeira etapa da reacao.

Em 77.954 amostras analisadas, adicionais as des-
critas em "Introducéo”, foram detectados 26 novos ca-
sos de hipotireoidismo, utilizando-se um cut off de
20,0pUl/mL soro equivalente (10,0pUl/mL de sangue
total), como proposto por Naruse e colaboradores™, com
a finalidade de evitar resultados falso-negativos. O
nuamero de pacientes detectados com hipotireoidimo
congénito com o novo procedimento mostrou a mesma
proporcao de 1/3.000 casos descritos® desde o inicio do
nosso programa.

O crescente interesse em métodos preventivos em
saude publica, em particular o hipotireoidismo congé-
nito, pelo seu simples e eficaz tratamento, além do bai-
X0 custo, sustenta as tentativas de se criar métodos mais
baratos e seguros para a sua utilizacdo em larga esca-
la. A excelente atividade funcional do procedimento

RBAC, vol. 32(3), 2000

Figura5 - Teste de linearidade do método ACS:180

gura 5, a grande diferenca em
RLUs entre o primeiro e o dltimo
ponto da curva, permitindo uma
excelente discriminagéo na con-
centracado de TSH que esta sendo quantificada com uma
sensibilidade estimada em 2,0uUl/mL, associada a pos-
sibilidade de diluir eluatos com valores de TSH supe-
riores ao ultimo ponto da curva, permitindo-nos afir-
mar que 0 mesmo é valido para a triagem do hipoti-
reoidismo congénito, mesmo em programas com gran-
de volume de amostras.

500 1500 2000
(TSH, puUl/mL)
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Prevaléncia de triglicerideos em pessoas de
diversas faixas etarias da cidade de Manaus

Trigliceride’s prevalence among people with different ages

Paulo Roberto Castro da Costa'; Nivea Maria Pedroza Marques?; Edvar Fernandes Filho?; Tirza Peixoto Mattos?;
Maria Rosa Lozano Borras?; lvete de Aradjo Roland® & Manoela Oliveira Lopes*

RESUMO - Atualmente, as hiperlipidemias sdo um dos principais fatores de risco para o infarto no miocardio. Um
dos objetivos basicos da pesquisa mundial sobre riscos cardiovasculares tem sido definir as médias de niveis lipidi-
cos séricos e a prevaléncia de todos os tipos de hiperlipidemias na sociedade. O presente estudo, ndo € um estudo
randomizado. Tem por finalidade mostrar o comportamento dos triglicérides em 4.359 pacientes examinados de
janeiro a outubro de 1999. Os resultados indicam que o sexo feminino apresenta padrdo de anormalidade a partir da
faixa etaria de 25 a 29 anos e no sexo masculino, a partir da de 20 a 24 anos de idade, 0 que vem sugerir, a
necessidade de um controle mais efetivo, até que se determine o motivo desta alterabilidade. Os dados foram colhi-
dos diretamente dos livros de registro de resultados do Laboratério de Bioquimica Clinica do Laboratério Central do
Estado do Amazonas.

PALAVRA-CHAVE - Triglicerideos.

ABSTRACT - Nowadays, the hyperlipidemias are one of the major risk factors of myocardial infarction. One of the
fundamental goals in the world research on the cardiovascular risks factors has been to define the mean values of seric
lipids levels and the prevalence of all kind of hyperlipidemia in the society. This paper, is not a randomized study. It
has as principal goal, to show the profile of the triglicerides in the 4.359 patients screened between january to october,
1999. Our results point out that the female sex presented abnornal results from the 25 to 29 years old range and the
male sex, from the 20 to 24 years old, suggesting a most effective biochemical control, until that will be discovered the
actual reason for this alterability. The results were got directly from the results register book at Clinical Biochemistry

Laboratory from the Amazon State’s Central Laboratory.

KEY WORD - Triglicerides.

J/

INTRODUCAO

Os triglicerideos sdo formas quimicas que existem
na maioria dos alimentos e no corpo humano. Es-
tdo também presentes no plasma sanguineo e, em as-
sociag¢édo com o colesterol, formam os lipidios plasma-
ticos™,

Sao considerados componentes normais do sangue.
Apos as refeicdes, o corpo humano digere as gorduras
de seu alimento e libera essas substéancias no fluxo san-
glineo. Eles sdo transportados para produzir energia
ou ser armazenados como gorduras®811921.22,

As calorias ingeridas na alimentacéo e ndo usadas
imediatamente pelos tecidos sdo convertidas em trigli-
cérides e transportadas para as células adiposas onde
séo armazenadas. Horménios regulam a liberacéo de
triglicerideos do tecido adiposo, o que faz com que o
corpo sinta necessidade de energia®.

De acordo com pesquisas publicadas no Journal of
the American Heart Association?, altos niveis de trigli-
cerideos podem ser considerados um dos fatores de
risco para ataques cardiacos.

Além disso, também podem influenciar no tamanho,
densidade de distribuicdo e composicdo de Low Den-
sity Lipoprotein (LDL)?7891011121321

E consenso, que valores elevados de triglicerideos,
estéo relacionados no homem com o aumento do risco
de doencas cardio-isquémicas, independentemente dos
demais fatores, tais como colesterol total e LDL-coles-
terol®.

Por desconhecermos o perfil dessa variavel em nos-
sa populacdo, e por ndo termos trabalhos cientificos
locais e regionais que servissem de parametro de refe-
réncia, se pesquisou as hiperlipidemias em faixas etéa-
rias cada vez mais baixas, objetivando-se detectar pre-
cocemente riscos de acidentes cardiocerebrais®®’.
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Determinou-se o perfil das hiperlipidemias, inician- |  Triglicérides normais ........................ menos do que 200mg/dl
do pelos triglicérides (4.347 resultados), de 19.875exa- | « porderline - triglicérides elevados 200 a 400 mg/dl
mgs realizados n.o Laboratorio Central de Saude Pu- = Triglicérides elevados .................... 400 a 1000 mg/dl
blica da Secretaria de Estado da Saude do Estado do - . .
= Triglicérides muito alto .................. acima de 1000 mg/dl

Amazonas, Brasil, no periodo de janeiro a outubro de
1999.

Sendo este parte de um amplo plano de pesquisa,
reflete nossa preocupacgdo com os valores dessa varia-
vel em nossa amostra, cujos valores médios situam-se
acima da normalidade, quando comparados a valores
encontrados na literatura especializada**>%,

MATERIAL E METODOS

As vidrarias utilizadas nas dosagens de triglicérides
foram as convencionais na rotina laboratorial. A técnica
enzimatica - GPO-PAP - e reagentes foram as recomen-
dadas para o equipamento computadorizado Vitalab Se-
lectra 2.

A metodologia utilizada para coleta de dados foi ex-
tracéo direta do livro de registro de resultados e a apre-
sentacdo das variaveis, por meio de estatistica descriti-
va. A amostra foi composta pelo total de 4.347 de exames
para triglicerideos realizados no periodo de janeiro a ou-
tubro de 1999, pelo Laboratério Central do Amazonas,
Brasil, independentemen-
te de faixa etaria, sexo ou
origem dos pacientes.

Os valores normais de triglicérides segundo a técni-
ca e 0 equipamento por nos utilizados, devem variar entre
os limites de 35 a 110 mg/dl. Logo, valores que ficaram
fora desses limites, foram considerados como anormais.

Os resultados estdo expressos em valores médios
mais desvio padréo da média de triglicérides por faixa
etaria e por sexo (Tabela l).

A Tabela I, nos da os valores médios de triglicérides
por faixa etaria e por sexo, de 4.359 exames realizados
nesta variavel, sendo 2.822 no sexo feminino e 1.357
no sexo masculino.

Observa-se, nesta tabela, que a faixa etaria do sexo
feminino a partir da qual os valores ficaram acima dos
limites de normalidade estabelecido pela técnica de
dosagem usada, foi a de 25 a 29 anos e, N0 sexo mascu-
lino, na de 20 a 24 anos.

Interessante é o fato de que na faixa etaria de 10 a
14 anos, em ambos os sexos, os valores médios situam-
se no borderline, caminhando para a anormalidade.

Observa-se também, na Tabela, que a classe médi-

TABELA |

Valores médios de triglicérides por faixa etaria e por sexo,
no periodo de janeiro a outubro de 1999

RESULTADOS E 20
DISCUSSAO Eiva @i Feminino Masculino ch)iteal
Anos Namero Triglicerideos Numero Triglicerideos exames

O presente trabalho, de exames mg/dl de exames mg/d|
apresenta uma visdo do
perfil epidemioldgico dos 2a4 1 52+0 5 112 £ 30 6
trlgllcerldt_as na amostrg es- Bao 3 80 + 12 - I .
tudada, e indica a partir de
qual faixa etaria ha possi- 10a14 16 110 + 79 11 113 + 65 27
bilidade de riscos para aci-
dentes cardiovasculares, 15a19 53 95 + 43 51 99 =+ 48 104
por resultados acima da
normalidade, o que n&o 20a24 85 99 + 44 81 111 + 68 166
prescinde de outros crité- 25229 150 112 + 81 149 127 + 84 299
rios de avaliagdo clinica
por parte do medico (Tabe- 30a34 255 114 + 66 141 161 + 114 396
lal).

S&o varias as técnicas 35a39 284 135 + 98 140 169 =+ 114 424
de dosagem dos trigli-
cerideos e a literatura di- 40 a 44 364 139 + 100 164 180 +122 528
verge guanto aos valores 45 2 49 356 144 + 87 155 170 +117 5ilil
considerados normais no
plasma sangiiineo****. O 50 a54 324 155 + 96 140 181 + 141 464
Second Expert Panel on
the Detection, Evaluation 55 a 59 237 159 =+ 107 147 174 = 121 384
and Treatment of High 60 e aci 694 154 + 83 348 147 + 100 1042

. + +
Blood Cholesterol in € acma * +
1o . .

A‘?'“'ts_ Qeflnlu a hlpert”' Total de exames 2.822 1.537 4.359
gliceridimia como:
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ca concentra os pedidos de exames a partir da faixa
etaria de 30 a 40 anos de idade, com destaque para a
de 60 anos e acima de 60.

N&o h& no Estado do Amazonas e sdo raras no Brasil,
informac0des epidemiolodgicas sobre os fatores de risco para
acidentes cardiovasculares nos moldes em que estamos
propondo, ou seja, pesquisar todas as faixas etéarias.

Apesar de raros, trabalhos desta natureza foram
realizados por pesquisadores americanos, que conclui-
ram que o aumento na adiposidade correspondeu a um
aumento no colesterol total, LDL-colesterol e triglicé-
rides, e diminuiu o HDL-colesterol, aumentando as-
sim, o risco de doencas cardiovasculargs?®7910.11.1213.1821

Sobre o comportamento dessa variavel bioquimica
nada se conhece em nosso Estado, principalmente na
cidade de Manaus.

A analise dos dados da Tabela I, sugere um com-
portamento atipico de nossa amostra, que apresenta va-
lores acima daqueles recomendados pelos padrdes es-
trangeiros, portanto, situando-se na faixa da anormali-
dade, a partir das faixas etarias de 25 a 29 anos para o
sexo feminino, e de 20 a 24 anos para o sexo masculino.

CONCLUSAO

1) Comparando os resultados com os da literatura,
observa-se que, apesar de atipicamente a faixa eta-
riade 10 a 14 anos apresentar valores no borderline
e ligeiramente acima dos valores normais estabele-
cidos para a respectiva faixa etéria, as demais estéo
fora dos limites da normalidade, o que passa a exi-
gir maior preocupacéo por parte dos médicos, haja
vista que os dados indicam que concentraram seus
pedidos de exames a partir da faixa etaria de 30 a
34 anos para o sexo feminino e 25 a 29 anos para o
sexo masculino.

2) Os resultados sdo preocupantes e sugerem que a
classe médica deve concentrar, também, forte aten-
¢do nesse importante fator de risco para acidentes
cardiovasculares e cerebrais, a partir da faixa etaria
de 20 a 24 anos.

3) Apesar da elevada variabilidade dos resultados nas
faixas etérias, urge necessidade de controle epide
miolégico da trigliceridemia e de outras hiperlipi-
demias em nosso Estado.

4) Os resultados sugerem ser possivel determinar o pa-
dréo epidemiolégico dos triglicérides em nossa po-
pulacao.

5) Os resultados indicam a necessidade de se determi-
nar se esse padrdo deve ser considerado padréo de
atipicidade e anormalidade, para nossa populacao.

6) Os resultados indicam a necessidade de se determi-
nar se esse padrdo de atipicidade e anormalidade é
conseqUéncia das diferengas socio-econémicas e
culturais de nossa populacgéo, ou, se tal comporta-
mento é normal e proprio de nossas caracteristicas
nutricionais, que vivemos em ecossistema tipico, isto
€, de florestas tropicais Umidas, que, por sua pré-
pria natureza, tem suas peculiaridades.
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Estabelecimento dos valores normais do RDW
para a populacao de Curitiba

Corpuscular constant (RDW) as reference value for eritogram

Paulo H. da Silval, Mariella Zaroni?, Samuel R. Comar® & Hemerson B. Alves*

nossa populacgéo.

PALAVRAS-CHAVE - RDW; valores de referéncia.

RESUMO - O RDW (red cell distribution width ) é uma constante corpuscular que, atualmente, esta incorporada
ao eritrograma de muitos contadores automatizados e que se reveste de uma importancia muito grande na inter-
pretacdo laboratorial das anemias. O valor de referéncia utilizado para a interpretagdo do RDW é o que acompanha
os aparelhos e ndo o da nossa populacdo. O presente trabalho estabelece o valor de referéncia para o RDW em

RDW, so, this paper has the finality to establish it.

KEY WORDS - RDW; corpuscular constant.

SUMMARY - The RDW (red cell distribution width) is an erythrocyte indice obtained from many analyzers, which is
very useful in the laboratorial interpretation of anemias. In our population we don’t have the references values for

J/

INTRODUCAO

O sangue é constituido de uma parte fluida, o
plasma, e de uma parte sélida composta pelos
elementos figurados (eritrocitos, leucécitos e plaque-
tas). O hemograma é o exame, dentro das analises cli-
nicas, que faz a avaliacéo dos elementos figurados e é
constituido pelo eritrograma, leucograma e da avalia-
¢do numérica e morfoldgica das plaquetas. O RDW (red
cell distribution width - variacdo da distribuicdo do ta-
manho eritrocitario) expresso como uma nova cons-
tante em muitos aparelhos de automagao disponiveis
no comércio atualmente, faz parte do eritrograma.

O eritrograma fornece a contagem de eritrécitos em
milhdes/microlitro, a concentracdo da hemoglobina em
gramas/decilitro e o volume globular (VG) ou hemato-
crito (HT) com valores expressos em porcentagem. A
diferenca entre volume globular e hematécrito € que o
primeiro é calculado a partir do VCM (volume corpus-
cular médio) em relagéo ao nimero de eritrdcitos con-
tados, calculo este, efetuado nos aparelhos de auto-
macao que expressam o VG, e que na maioria das ve-
zes ndo escrevem o termo volume globular e sim, er-
radamente, hematdcrito. Por sua vez, o hematdcrito é
realizado em centrifuga de microhematdcrito, a qual
centrifugou, por um determinado tempo e rota¢do, um
tubo capilar preenchido com determinada quantidade

de sangue e vedado em uma das pontas. A diferenca
entre as duas metodologias é que no hematdécrito per-
manece uma determinada quantidade de plasma, a
qual fica retida entre os eritrécitos sedimentados pela
centrifugacdo. No volume globular, calculado, esta
quantidade de plasma residual n&o existe, isto faz com
que haja uma diferenca de valores, em torno de 3 a
4%, entre o VG e o HT, fazendo com que o HT seja
maior que o VG. Com estas trés determinacdes pode-
se calcular as constantes corpusculares, calculo feito
por muitos aparelhos de automacdo em hematologia,
as quais sao: o volume corpuscular médio (VCM), a
hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concen-
tracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM).
O VCM, expresso em fentolitros, informa o tamanho
meédio dos eritrécitos, portanto, pelo seu valor sabe-se
se os eritrocitos, na média, sdo macrociticos, normoci-
ticos ou microciticos. O HCM, expresso em picogra-
mas, indica, em valores absolutos (peso) a presenca
ou nao de hipocromia. O CHCM se refere a concen-
tracdo média de hemoglobina em porcentagem, sendo
um valor relativo, também, indicativo de hipocromia.
A constante que indica fielmente a intensidade da hi-
pocromia é a hemoglobina corpuscular média.

Com estas trés constantes pode-se classificar as
anemias em microciticas e hipocromicas, macrociticas e
normociticas e normocrémicas, obtendo-se, portanto, a
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classificagdo morfoldgica das anemias. Se a esta classi- QUADRO 1

ficag&o se adicionar a contagem de reticuldcitos e o cél- V";‘!Oges de RPWNObti‘tjog d

culo do indice de producéo de reticulécitos, obtém-se a a partir da popuiagao estudaca
classificagdo morfofisioldgica e pode-se ter indicacéo se g; :;i ;‘; i:g ::’; :1‘)’ Z; :::‘ g; i;f
- ~ 7 ra= ~ 5 g . Sy 3 E hd
aanemiaem qu_estao € hemolitica ou néo. _ 03 134 83 138 163 133 243 120 323 13
Modelos mais recentes de contadores hematologicos 04 143 84 144 164 129 244 124 324 130
introduziram ao eritrograma uma nova constante, o RDW. e T
O aparelho sabe o tamanho de cada eritrécito por ele 07 132 87 129 167 142 247 126 327 123
contado e sabe o nimero de eritrdcitos contados, pode, OS5 157 WEHSEN 125 ENIGSEN 12,9 WRAREN 125 WS2NEN 12,3
) T 09 13,8 89 12,2 169 13,1 249 13,6 329 12,6
portanto, calcular o VCM, que é a média do tamanho 0 134 90 142 170 136 250 130 330 128
dos eritrocitos contados e ele sabe quanto cada eritroci- 11 146 91 134 171 144 251 132 331 117
H H Adi _ 12 13,5 92 15,1 172 135 252 13,4 332 i2,8
to contagio_ variou, em tamanho, a partir da_ m,ec_ha. Ova  BE BN EYE O ETE B
lor numérico que mostra o quanto cada eritrécito conta- 14 134 94 131 174 135 254 128 334 129
do variou em tamanho a partir da média é o desvio pa- :; g? Zf :;2 175 137 255 12’3 335 125
~ - ~ 2.4 b ,6 h % 176 12,5 256 13,3 336 12,6
drao. Tendo-se o desvio p?ildrao e amedia pqde-se calcu- 7 28 97 147 177 134 L 257 143 L 337 128
lar o coeficiente de variacdo. O valor numérico do desvio 18 130 98 129 178 137 258 129 338 128
padr&o ou do coeficiente de variacdo do VCM é repre- B 12| B 136 SR 131 ) N 12.7
.. 20 13,8 100 13.1 180 129 260 14,5 340 129
sentado pelo RDW, geralmente expresso pelo coeficiente 31 127 101 133 181 119 261 127 341 129
de Varia(;éo e, portantoi em porcentagem_ 22 14,3 102 124 182 145 262 128 342 13,0
. . ~ B iz - e 23 13,4 103 12,0 183 13.6 263 12,7 343 12,0
(@] RDW_lndlca’ se a popgulagao erltroutrilrla, que es_ta 24 129 104 126 184 143 | 264 150 344 129
sendo analisada, € homogénea ou heterogénea, ou seja, 25 148 105 145 185 12,7 265 12,5 345 130
se existe ou ndo variacdo de tamanho nesta populacao 26 134 106 134 186 124 266 119 346 131
. ez - Py - - - . 27 12,5 107 14,7 187 14,0 267 12,3 347 13.0
eritrocitaria. O RDW é um indice que avalia numerica- 38 128 108 139 188 137 268 132 348 134
mente a intensidade da anisocitose. Quanto maior o RDW 29 125 109 137 189 132 269 129 349 133
mais heterogénea é a populag&o eritrocitaria e, portanto, T B3 B Ee . Ew
mais intensa é a anisocitose. Quanto menor o RDW mais 32 130 U2 ded 192 127 272 133 332 129
homogénea é a populacéo eritrocitaria e menos intensa : ::0 ::: l:l; 193 144 273 132 353 129
~ R e g . , R R - & 34 12, 194 13,5 274 16,9 354 12.5
ounao S|g_n_|f|ca:uva ea an_ls_oc!to_se. (@] vaI(_Jr do RDW alia- 35 130 115 140 195 129 275 125 355 136
do a classificacdo morfofisiolégica permite uma melhor 36 126 116 141 196 138 276 130 356 127
interpretacgéo das anemias,sendo principalmente Util nas BN 13 BEEN (30 BN 30 BEREEN 125 BEENEN 132
. . L. . ~A = 38 13,7 118 13,8 198 11,9 278 15,7 358 12.2
anemias mlcrocmca_s e hlpocromlca_s. 39 13,9 119 136 199 140 279 118 359 123
Os valores considerados normais para o RDW sédo 40 134 120 124 200 128 280 127 360 119
aqueles que acompanham os aparelhos de automag&o e e e R R
adquiridos no comércio e que podem ou nao refletir os 43 122 123 134 203 12,6 283 12,8 363 13,1
Valores normais de nossa populagﬁo. 44 13,8 124 139 204 12,7 284 14,7 364 13.6
45 143 125 13,7 205 13,5 285 135 365 13,7
. 46 13,5 126 143 206 122 286 12,6 366 14,5
MATERIAL E METODOS 47 128 127 136 207 130 287 132 367 121
48 14,4 128 13,9 208 12,9 288 14,0 368 13,2
: 49 12,8 129 12,9 209 14,4 289 13.7 369 13,7
Mate”a/ 50 13,6 130 127 210 13,0 290 13.0 370 12,9
Foram coletadas a vacuo, amostras sanguineas, com SL 130 131 128 211 139 291 130 371 141

13.0 132 14,6 212 14,6 292 14,1 372 13,0

. .- : . 52
EDTA K, de pacientes ambulatoriais com idade varian- 55 134 13 156 2135 132 203 131 373 133

do entre 18 a 60 anos, de ambos os sexos. As 400 amos-

54 11,9 134 13,9 214 14,6 294 123 374 12,7

tras sanglineas que compdem a populagio estudada = 122 BN 139 BEEE 126 BN 12.5 BN 134
apresentaram hemograma normal e sem alteragdes  BHE B B B E
p nte 1emogral ¢ 57 128 137 136 217 12,6 297 13,1 377 13,4
morfoldgicas eritrocitarias. 58 138 138 138 218 120 298 126 378 132
59 12,7 139 13,7 219 12,7 299 128 379 13,5

. 60 13,1 140 13,5 220 13,4 300 135 380 142
Método 61 142 141 137 221 12,6 301 13,6 381 12,0
As contagens foram realizadas em aparelho auto- - EOE EOE EE B
matizado CellDyn 3000 SL da Abbott Laboratories. An- 64 143 144 148 224 140 304 127 384 134
tes da contagem as amostras foram homogeneizadas 65 126 145 131 225 139 305 134 385 128
por CinCO minUtOS 66 13,2 146 12,5 226 12,0 306 14,3 386 14,2

67 12,8 147 14,6 227 12,5 307 140 387 13,5
68 11,9 148 129 228 123 308 13,6 388 13.3
RESU LTADOS 69 13,9 149 148 229 12,8 309 13,7 389 13,7
70 13,1 150 12,9 230 12,5 310 143 390 13.7
71 13,8 151 13,1 231 14,1 311 13,1 391 138

O Quadro 1 mostra os valores do RDW obtidos a 72 132 152 139 232 120 332 130 392 142

R 5 73 12,5 153 12,4 233 12,2 313 139 393 13,7
partlr da popula(;ao estudada. - 74 133 154 13,1 234 12,6 314 132 394 13,5
Os valores de RDW da_populac;ao estud_ada foram 75 144 155 132 235 128 315 135 395 137
plotados frente a frequiéncia com que ocorriam, cons- 26 ::; 1:: :372 236 132 316 143 396 139
o - 2 7 N 15 4.4 237 134 317 134 397 12.7
tituindo a curva de Gauss. A curva demonstrou, apos B 145 BB 120 BN 110 BN 122 R 121
a avaliacdo estatistica, que a amostra representativa 79 129 159 125 239 134 319 120 399 124
da populagéo estudada segue a distribui¢do normal, 13 SN 136NN SN 157 EENEE 139
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FIGURA 1
Valores de RDW plotados
frente a freqliéncia de ocorréncia

citose e piropoiquilocitose), hemoglo-
binopatias (hemoglobinas de agrega-
¢do, S e C), enzimopatias em crise
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hemolitica aguda (deficiéncia de G-
6-PD e Piruvatoquinase), anemias
hemoliticas de origem imunolégica
(isoimune, auto-imune e induzidas
por medicamentos), hemoglobinuria
paroxistica noturna, hemoglobinas
instaveis e as adquiridas, onde ocor-
re fragmentacao eritrocitaria (préte-
se cardiaca, microangiopatica, infec-
ciosas e queimaduras). Todo este gru-
po de anemias, com excecéo da esfe-
rocitose, apresentam elevacéo no va-
lor do RDW. Nas anemias normociti-
cas e normocrdomicas nao hemoliticas,
como a insuficiéncia renal crbnica,
doencas enddcrinas e problemas re-
ferentes a producdo celular da me-
dula 6ssea, apresentam RDW dentro
de valores normais.

N
] Xﬁﬁj\m
0+ [l M -

As anemias macrociticas podem
ser classificadas em megaloblasticas
e ndo megalobléasticas. As megalo-
blasticas, caracterizam-se por déficit

ou seja, a freqiiéncia observada dos valores do RDW é
menor gque a freqiiéncia esperada dos mesmos. A figu-
ra 1 traz a representacdo da curva de Gauss.

O valor da média foi de 13,25 e do desvio padrao
0,78; deste modo, o valor normal de RDW para a po-
pulagéo de Curitiba corresponde a 13,25 + 1,56 ( 1,56
corresponde a 2 desvios padrdes ), variando entre 11,69
a 14,81 %.

DISCUSSAO

O valor do RDW é bastante util na interpretagao e
diferenciacdo das anemias. As anemias microciticas e
hipocrémicas, podem ser classificadas em hemoliticas
e ndo hemoliticas. As anemias microciticas e hipocré-
micas ndo hemoliticas estao representadas pela ane-
mia ferropriva, anemia sideroblastica e de doencas
crénicas. As duas primeiras apresentam um RDW ele-
vado, na medida em que a anemia se instala, a Gltima
por apresentar um mecanismo diferente de instalacéo,
apresenta RDW normal e geralmente é normocitica e
normocrémica. Nas anemias microciticas e hipocro-
micas hemoliticas estdo as hemoglobinopatias, carac-
teristicamente as talassemias, que sdo doencas resul-
tantes do déficit de producao das cadeias de globina
alfa ou beta, e podem apresentar-se na forma homo ou
heterozigota. As heterozigotas podem nao apresentar
anemia e as homozigotas apresentam quadro hemoli-
tico severo. Geralmente, nas formas heterozigotas, o
RDW est4 normal ou discretamente aumentado, en-
quanto que nas homozigotas esta aumentado.

As anemias normociticas e normocrémicas também
se dividem em hemoliticas e ndo hemoliticas. As he-
moliticas incluem as anemias por defeito de membra-
na (esferocitose, eliptocitose, estomatocitose, acanto-
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de vitamina B12 e acido fdlico, apre-
sentam RDW aumentado. As ndo megaloblasticas po-
dem ser hemoliticas e estarem macrociticas em funcéo
do aumento do nimero de reticuldcitos, apresentam
RDW aumentado. As macrociticas ndo megaloblasticas
como hepatopatias e problemas de producéo a nivel de
medula 6ssea apresentam RDW normal.

O RDW tem um valor interpretativo muito Gtil na
classificagdo morfofisioldgica das anemias e dai a im-
portancia de se saber o seu valor normal na populacéo
com que se trabalha.

CONCLUSAO

A partir da amostra estudada pode se estabelecer o
valor normal do RDW na populagdo de Curitiba, ob-
tendo-se como valor médio 13,25%, com uma variagao
de mais ou menos dois desvios padrdes de 1,56%.
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