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RESUMO – Os métodos para extração de DNA empregados hoje em dia na rotina laboratorial, utilizam grandes
volumes de sangue, o que constitui um problema quando se usam amostras pediátricas. Outros métodos envolvem
várias etapas, não sendo adequadas a para rotina laboratorial. No presente trabalho, foi desenvolvido um método
rápido de extração de DNA de sangue total para pequenos volumes de amostra. Brevemente, volumes iguais de
sangue total e NaI a 6M foram misturados. A seguir, as proteínas e debris celulares foram removidas por adição de
uma mistura de clorofórmio/álcool isoamílico (24:1). O DNA foi isolado da fase aquosa e purificado com isopropa-
nol. Amostras de DNA foram também extraídas pelo método de precipitação salina, previamente desenvolvido em
nosso laboratório. A quantificação e a pureza do DNA foram realizadas por espectrofotometria em 260 e 280 nm,
sendo a sua integridade verificada por eletroforese em gel de agarose a 1%. A quantidade de DNA de sangue total
obtida pelo método proposto foi 1,5 vezes superior à obtida pela técnica de precipitação salina (28,6 ± 7,8 vs.
19,1 ± 3,5µg/ml de sangue, respectivamente; p=0,0003). A pureza do DNA foi também superior (A260/280=1,73 ±
0,18 vs. 1,61 ± 0,06, respectivamente; p=0,0164). Utilizando o DNA extraído pelo micrométodo, obtivemos suces-
so na triagem de alterações genéticas no receptor da LDL e na apolipoproteína B em pacientes com Hipercoleste-
rolemia Familial (HF). Em resumo, o procedimento de extração de DNA é simples, rápido e aplicável para obten-
ção de DNA genômico de alta qualidade em 30 minutos, sendo portanto, útil no diagnóstico molecular da HF.

PALAVRAS-CHAVE – Extração de DNA; Hipercolesterolemia Familial; triagem molecular; polimorfismos genéticos.

SUMMARY –     Routine methods for DNA extraction from blood generally require large amounts of blood, what is a problem
for pediatric samples. Other methods involve several steps that are not suitable in the clinical laboratory routine. To
overcome these problems, we optimized a method for extracting DNA using small volume of whole blood. This method is
based on the treatment of EDTA-anticoagulated whole blood with an equal volume of 6M NaI followed by chloroform:
isoamyl alcohol extraction to clear hemoglobin and cell debris. The clear aqueous layer is then mixed with isopropanol to
isolate genomic DNA. DNA samples were also obtained by salting-out method previously optimized in our laboratory.
Quantification and purity of the DNA samples were determined by spectrophotometry at 260 and 280 nm. DNA integrity
was verified by 1% agarose gel electrophoresis. The amount of DNA recovered by the micromethod was 1.5-fold higher
than salting-out method (28.6 ± 7.8 vs. 19.1 ± 3.5µg/ml of blood, respectively; p=0.0003). The DNA purity assessed by the
A260/280 ratio was also higher (1.73 ± 0.18 vs. 1.61 ± 0.06; p=0.0164). Using this micromethod for DNA extraction, we have
successfully screened molecular variations in the LDL receptor and Apolipoprotein B genes in-patients with Familial
Hypercholesterolemia (FH). A large number of samples can easily be handled by this extraction procedure lasts only 30
min. Therefore, this method is applicable to molecular diagnosis of FH.

KEYWORDS – DNA extraction; Familial Hypercholesterolemia; molecular screening; genetic polymorphisms.

INTRODUÇÃO

A Hipercolesterolemia Familial (HF) é uma doença
de herança autossômica dominante, que se apre-

senta na população com uma freqüência aproximada
de 1/500 indivíduos na sua forma heterozigota e
1/1.000.000 na forma homozigota8. No Brasil, estima-
se que existem 3.200.000 portadores heterozigotos para
essa doença28. A HF é causada por mutações no gene

do receptor da lipoproteína de baixa densidade
(RLDL)10,11, que produzem alterações estruturais ou
funcionais do RLDL, que levam invariavelmente à
doença arterial coronariana prematura, por aumento
do colesterol sangüíneo3.

A HF é usualmente diagnosticada em bases clíni-
cas, sendo os principais critérios: a hipercolesterole-
mia grave, a presença de xantomas tendinosos e de
doença coronariana prematura8. Entretanto, através
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desses critérios pode ser difícil distinguir a HF de ou-
tras doenças que também desenvolvem hipercoleste-
rolemia. Como a HF é causada por mutações no gene
do RLDL, os estudos genéticos moleculares são os mais
indicados para estabelecer o diagnóstico adequado,
principalmente para o diagnóstico pré-natal da HF28.

O uso de técnicas de Biologia Molecular nos labo-
ratórios clínicos está se tornando cada vez mais fre-
qüente, especialmente no diagnóstico molecular das
doenças hereditárias, como a HF. Entretanto, essas
técnicas requerem de métodos de extração de DNA
rápidos e eficientes para processar grande número de
amostras. Muitos dos métodos já desenvolvidos para
esse fim consomem tempo9,13,23,26, envolvem a diges-
tão com Proteinase K ou Nagarse9,15,26,31, incubações
com RNase para remover o RNA7, requerem um gran-
de volume de sangue (10-15 ml), o qual constitui um
problema quando são analisadas amostras pediátricas.
Adicionalmente, nesses métodos são empregados sol-
ventes orgânicos, como o fenol13,24, que é altamente
tóxico. Embora esses métodos recuperem o DNA de
alto peso molecular de uma grande variedade de amos-
tras biológicas, eles requerem várias etapas, incluin-
do a transferência dos extratos de DNA para outros
tubos ou a utilização de procedimentos de purificação
do DNA7,9, que aumentam o risco de troca de amostras
e da introdução de contaminantes. Considerando es-
tes aspectos, essas técnicas mostram-se pouco apro-
priadas para uso na rotina laboratorial.

Com o objetivo de desenvolver um método de ex-
tração de DNA genômico, aplicável a pequenos volu-
mes de amostra, otimizamos a técnica desenvolvida
previamente por Loparev e cols. em 199114. O DNA
extraído por este método foi submetido às técnicas de
PCR-RFLP e PCR-SSCP, empregadas na identificação
ou detecção de alterações genéticas do RLDL e da apo-
lipoproteína B (apo B), que permitem o diagnóstico
molecular da HF17,28.

MATERIAIS E MÉTODOS

1. Amostragem
Amostras de sangue total, coletadas em tubos con-

tendo EDTA (1 mg/ml) como anticoagulante, foram
obtidas de 20 indivíduos aparentemente saudáveis,
para a otimização e avaliação estatística do micromé-
todo de extração de DNA, proposto neste trabalho.
Foram também coletadas amostras de sangue total de
25 indivíduos com diagnóstico clínico e laboratorial
de Hipercolesterolemia Familial heterozigótica, pro-
venientes do Serviço de Ambulatório do Instituto do
Coração da Universidade de São Paulo (São Paulo, SP)
para validar o procedimento. Todos os indivíduos par-
ticipantes desse estudo assinaram o termo de Consen-
timento Livre e Esclarecido.

2. Métodos
2.1. Extração do DNA genômico
2.1.1. Método de precipitação salina

O método de precipitação salina ou salting-out 23,
desenvolvido previamente em nosso laboratório, foi
utilizado como método de referência. Brevemente, 1 ml
de sangue total foi submetido à lise celular com 900 µl

do tampão de lise 1 (Tris-HCl a 10 mM [pH 8,0], KCl a
10 mM, MgCl2 a 10 mM, EDTA a 2 mM [pH 8,0]) con-
tendo Triton X-100 a 2,5%. Após centrifugação, os nú-
cleos celulares foram lisados com 220 µl do tampão de
lise 2 (Tris-HCl a 10 mM [pH 8,0], KCl a 10 mM, MgCl2
a 10 mM, EDTA a 2 mM [pH 8,0], NaCl a 400 mM)
contendo SDS a 1%. As proteínas foram removidas por
precipitação salina com 100 µl de NaCl a 5M. O DNA
presente no sobrenadante foi isolado e purificado por
precipitação etanólica e finalmente, ressuspendido em
100 µl do tampão TE (Tris-HCl 10 mM e 1mM EDTA
[pH 8,0]) e armazenado a -20 °C.

2.1.2. Micrométodo
Em um tubo de microcentrífuga estéril, 300 µl de

sangue total foram adicionados a igual volume de io-
deto de sódio a 6 M, que promoveu a lise celular. A
seguir, a mistura foi homogeneizada em agitador de
tubos por 20 s e adicionou-se 600 µl da mistura recém
preparada de clorofórmio/álcool isoamílico (v/v, 24:1)
para extração das proteínas e debris celulares. Homo-
geneizou-se em agitador de tubos por 20 s e centrifu-
gou-se a 10.700 x g, por 5 min, à temperatura ambien-
te (TA). A seguir, removeu-se cuidadosamente a fase
aquosa (superior) e transferiu-se para outro microtu-
bo estéril. Adicionou-se 400 µl de isopropanol gelado
e incubou-se por 3 min para precipitação do DNA ge-
nômico. Centrifugou-se a 10.700 x g, por 5 min, a TA e
descartou-se o sobrenadante. O sedimento foi lavado
com isopropanol a 37% e centrifugado a 10.700 x g,
por 5 min, a TA. O isopropanol foi removido e o sedi-
mento foi seco ao ar. Finalmente, o DNA foi ressus-
pendido em 100 µl de tampão TE (pH 8,0), incubado
por 10 min, a 56°C e armazenado a –20 °C.

2.2. Avaliação eletroforética e quantificação
do DNA genômico

A integridade das moléculas de DNA de alto peso
molecular, obtidas por ambos os métodos, foi verifica-
da por eletroforese em gel de agarose a 1% em tampão
TBE (Tris a 90 mM, ácido bórico a 90 mM e EDTA a
2 mM) corado com brometo de etídeo (0,5 µg/ml). A
separação eletroforética foi realizada a 100 V por 45
min e a visibilização das bandas de DNA foi feita em
transiluminador sob luz ultra-violeta24.

A quantificação e análise do grau de pureza (rela-
ção A260/280) dos extratos de DNA foram realizadas em
espectrofotometro Beckman DU 640 (EUA), após di-
luição das amostras (1:50) em tampão TE24.

2.3. Aplicações do DNA obtido pelo micrométodo
Com o objetivo de avaliar a qualidade do DNA e a

presença de interferentes na reação de amplificação,
o DNA obtido pelo micrométodo foi utilizado em di-
ferentes técnicas que permitem identificar alterações
genéticas, úteis no diagnóstico molecular da Hiperco-
lesterolemia Familial.

2.3.1. Detecção da mutação 3500Q do gene
da Apo B-100 por PCR-RFLP

Com a finalidade de identificar os indivíduos com
Apolipoproteína B-100 Defeituosa Familial (FDB),
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doença que também causa hipercolesterolemia gra-
ve16,25, as amostras de DNA dos pacientes portadores
de HF foram submetidas à triagem da mutação 3500Q
do gene da apolipoproteína B-100, utilizando a técni-
ca de PCR seguida de restrição enzimática, descrita
recentemente por Cavalli e cols. (2001)4.

2.3.2. Análise da polimorfismo Msp I do gene
do RLDL por PCR-RFLP

Para a detecção do polimorfismo MspI do gene do
RLDL, utilizado como marcador genético da HF2,5, amos-
tras de DNA foram submetidas à amplificação do exon
15 do gene do RLDL pela técnica de PCR, utilizando os
iniciadores descritos por Hobbs e cols. em 199211. Os
produtos de PCR foram submetidos à restrição enzimá-
tica com 5 U da enzima MspI (Amersham Life Science)
por 6 horas à 37°C. Os produtos amplificados, bem como
os digeridos com a enzima MspI, foram analisados em
gel de agarose a 2% e 3%, respectivamente.

2.3.3. Detecção da mutação P664L no gene
do RLDL por PCR-RFLP

Para a detecção da mutação P664L no gene do
RLDL, a qual tem sido indicada como causa de HF em
diferentes populações10, 22, amostras de DNA foram
submetidas à amplificação do exon 14 do gene do RLDL
pela técnica de PCR, utilizando os iniciadores descri-
tos por Hobbs e cols. em 199211. Os produtos de PCR
foram submetidos à restrição enzimática com 6 U da
enzima PstI (Life Technologies do Brasil) por 6 horas à
37°C. Os produtos amplificados, bem como os digeri-
dos com a enzima, foram analisados em gel de agaro-
se 2% e 3%, respectivamente.

2.3.4. Triagem de alterações genéticas
no exon 12 do RLDL por PCR-SSCP

Para a triagem de alterações moleculares no exon
12 do gene do RLDL, as amostras de DNA foram sub-
metidas a amplificação pela técnica de PCR, utilizan-
do os iniciadores descritos por Hobbs e cols. em 199211.
A seguir, os produtos de PCR foram analisados pela
técnica de polimorfismo conformacional da fita sim-
ples (SSCP), descrita originalmente por Orita e cols.
(1989)18. Brevemente, os produtos de amplificação fo-
ram desnaturados com uma solução de formamida 95%,
EDTA 20 mM e xilenocianol 0,05% por 8 minutos a
95°C e imediatamente resfriados a 4°C. A seguir, sub-
metidos à separação eletroforética em gel de poliacri-
lamida 12,5% a 8°C, por 3 horas a 300 volts, empre-
gando o sistema GenePhor da Amersham Pharmacia
Biotech (Uppsala, Suécia). Finalmente, os géis foram
revelados pela coloração com nitrato de prata24.

2.4. Controle de qualidade das análises
moleculares

As amplificações realizadas pela técnica de PCR,
foram monitoradas utilizando-se um controle de rea-
gentes (tubo no qual são adicionados todos os reagen-
tes para a reação de amplificação, exceto o ácido nu-

cléico), em cada conjunto de reações. Também foram
repetidas 10% das reações de PCR, aleatoriamente.
Para avaliar a eficiência das enzimas de restrição,
amostras apresentando homozigose para o sítio de res-
trição em estudo, foram analisadas conjuntamente.

2.5. Análise estatística
Foram estimadas a média aritmética (média), o des-

vio padrão (DP) e o coeficiente de variação intra-ensaio
(CV) para os resultados de quantificação do DNA ge-
nômico. O teste “t” de Student foi empregado para a
comparação dos resultados obtidos pelos dois métodos.

RESULTADOS

A Tabela I apresenta as concentrações de DNA e
as relações de absorbância em 260 e 280 nm (relação
A260/280) obtidas das amostras de sangue total após
análise espectrofotométrica. Como se pode observar,
as amostras de DNA apresentaram grau de pureza
(A260/280) que variou de 1,53 a 2,10. Ao avaliar as con-
centrações de DNA obtidas pelo micrométodo, obser-
vamos que os valores encontrados foram 1,5 vezes su-
periores aos obtidos pela técnica de precipitação sali-
na (p=0,0003). Resultado semelhante foi observado,
quando foram comparados os graus de pureza (A260/280)
dos extratos de DNA. As relações de A260/280 obtidas
pelo micrométodo foram maiores que às obtidas pela
técnica de precipitação salina (p=0,0164).

Na Tabela II são mostrados os valores de média,
desvio padrão (DP) e coeficientes de variação (C.V.)
intra-ensaio dos métodos empregados para extração
de DNA genômico de sangue total.

TABELA II
Concentrações de DNA genômico e grau de pureza

(relação A260/280) obtidas pelo micrométodo
e pela técnica de precipitação salina

Concentração Grau de
Métodos de DNA pureza

(µg/ml sangue) (Relação A 260/280)

Precipitação salina (n=20)
Média ± DP 19,1 ± 3,5 1,61 ± 0,06
Faixa 14,8 – 26,0 1,54 – 1,79

Micrométodo (n=20)
Média ± DP 28,6 ± 7,8* 1,73 ± 0,18**
Faixa 16,7 - 44,6 1,53 - 2,10

*p= 0,0003 e **p= 0,0164; quando comparado ao método de precipitação salina
(Teste “t” de Student)

TABELA II
Valores de média, DP e CV intra-ensaio dos métodos

utilizados para extração de DNA genômico de sangue total

Métodos
Parâmetros

Precipitação salina Micrométodo

Média, µg/ml sangue 40,90 61,7
DP, µg/ml sangue 2,62 5,95
CV intra-ensaio* 6,40% 9,6%

* Em 20 determinações
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Na Figura 1 é apresentada a avaliação eletroforéti-
ca em gel de agarose a 1% corado com brometo de
etídeo, das amostras de DNA extraído de sangue total
pelos métodos avaliados.

A Figura 2 ilustra a análise dos produtos de ampli-
ficação e digestão com a enzima MspI de um fragmento
do exon 26 do gene da apo B. Este procedimento per-
mite identificar a mutação 3500Q e um sítio polimórfi-
co para MspI no referido exon. A amplificação do DNA
genômico para essa região resulta em um fragmento
de 465 bp (Figura 2, linha 1). Na presença da mutação
3500Q e do sítio polimórfico para MspI são produzi-
dos fragmentos de 362 bp, 333 bp, 103 bp e 29 bp (Fi-
gura 2, linha 2), caracterizando a presença da muta-
ção 3500Q em sua forma heterozigota (+/-) e o genóti-
po M+M+ do polimorfismo MspI. Na ausência da
mutação 3500Q, são observados os fragmentos de 333
bp, 103 bp e 29 bp para os indivíduos com genótipo
M+M+ do polimorfismo MspI (Figura 2, linhas 3 e
5), os fragmentos de 436 bp, 333 bp, 103 bp e 29 bp,
para os indivíduos com genótipo M+M- (Figura 2, li-

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose a 1% de DNA extraído de
sangue total pelo micrométodo (linhas 1-3) e pela técnica de
precipitação salina (linhas 4-5). M, Marcador de tamanho molecular
de DNA (1 kb).

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose a 3% corado com brometo
de etídeo dos produtos de amplificação (linha 1) e de restrição
enzimática da região polimórfica Msp I do gene da apo B. Indivíduo
heterozigoto para a mutação 3500Q (+/-) e com genótipo M+M+ do
polimorfismo Msp I (linha 2); indivíduos sem a mutação 3500Q (-/)
com genótipo M+M+ (linhas 3 e 5), com genótipo M+M- (linha 4) e
com genótipo M-M- (linha 6). Marcadores de tamanho molecular
de DNA de 100 bp (linha M1) e de 123 bp (linha M2).

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose a 3% corado com brometo
de etídeo para análise dos fragmentos de restrição do polimorfismo
Msp I (exon 15) do gene do RLDL. Genótipo M+M+ (linhas 2, 3 e 4);
genótipo M-M- (linha 5); genótipo M+M- (linha 1). M, marcador de
tamanho molecular de DNA (50 bp). Figura 4. Eletroforese em gel de agarose a 3% corado com brometo

de etídeo para detecção da mutação P664L no exon 14 do gene do
receptor da LDL. Portador heterozigoto para a mutação (linha 1) e
indivíduo normal (linhas 2 e 3). M, marcador de tamanho molecular
de DNA (50 bp).

Figura 5. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5% para triagem
de alterações moleculares no exon 12 do gene do receptor da LDL
por PCR-SSCP. Genótipos para o polimorfismo Hinc II (1773T→→→→→C):
genótipo H+H+ (linha 3), genótipo H+H- (linhas 1-2 e 4-7) e genótipo
H-H- (linha 8). Adicionalmente, nas linhas 6 e 7 pode ser observada
a formação de bandas heteroduplex e na linha 2, um indivíduo
heterozigoto para o polimorfismo 1725C →→→→→T (*).
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nha 4) e o fragmento de 465 bp para os indivíduos com
genótipo M-M- (Figura 2, linha 6).

Na Figura 3, podemos observar a análise do poli-
morfismo MspI (exon 15) do gene do RLDL. O genóti-
po homozigoto M+M+ é identificado pela presença
de três fragmentos, 141 bp, 85 bp e 21 bp (linhas 2, 3 e
4). Enquanto que no genótipo homozigoto M-M- ob-
serva-se a presença de dois fragmentos, 161 bp e 85 bp
(linha 5). O genótipo heterozigoto M+M- é caracteri-
zado pela presença de quatro bandas: 161 bp, 140 bp,
85 bp e 21 bp (linha 1).

Na Figura 4, é apresentada a análise da mutação
P664L do gene do RLDL. O indivíduo homozigoto para
a mutação é identificado pela presença de dois frag-
mentos, um de 107 bp e outro de 95 bp. Enquanto que
no indivíduo normal observa-se apenas um fragmento
de 202 bp (linhas 2-3). O indivíduo heterozigoto é
caracterizado pela presença de três bandas: 202 bp,
107 bp e 95 bp (linha 1).

Na Figura 5, observamos a triagem de alterações
genéticas no exon 12 do RLDL pela técnica de PCR-
SSCP. Essa técnica possibilitou a identificação de dois
polimorfismos previamente descritos no exon 12 do
gene do RLDL5,20; o polimorfismo 1725C→T e o poli-
morfismo 1773T→C, que cria o sítio de restrição para
a enzima HincII. Adicionalmente, nas linhas 6 e 7 po-
demos observar a formação de bandas heteroduplex,
resultante da hibridação entre uma fita normal e uma
fita mutada de DNA, após a desnaturação por 8 min a
95°C. Essas formações são altamente indicativas da
presença de mutações, entretanto devem ser confir-
madas e identificadas pela técnica de seqüenciamen-
to de DNA.

DISCUSSÃO

Uma das etapas importantes que limitam o uso e a
eficiência das técnicas moleculares na rotina labora-
torial é a extração do DNA genômico. Os métodos cor-
rentes utilizam grandes volumes de amostra ou envol-
vem muitas etapas no procedimento para obter o
DNA6,7,9,12,13,14,15,19,23,26,31, características que tornam es-
ses procedimentos inadequados para seu uso no labo-
ratório clínico. O método proposto neste trabalho, é
um procedimento simples, rápido e utiliza pequenos
volumes de amostra, sendo então apropriado para uso
no diagnóstico laboratorial das doenças genéticas,
principalmente no período neo-natal.

Na extração do DNA, uma das etapas mais impor-
tantes do procedimento é a lise das células sangüíneas.
Vários reagentes podem ser utilizados para esta finali-
dade, podemos citar a proteinase K e a Nagarse na pre-
sença de detergentes não iônicos (Nonidet P40, Triton
X-100, entre outros)13,23,31; o emprego de substâncias
desnaturantes, como o cloridrato ou o isotiocianato de
guanidina12, ou ainda, o uso de substâncias caotrópi-
cas, como os sais de sódio em alta concentração14,19.

A utilização de NaI a 6 M, na etapa de lise das célu-
las sangüíneas, foi descrita originalmente por Loparev
e cols. em 199114, para pequenos volumes de sangue
anticoagulado com heparina. Entretanto, já é ampla-

mente conhecido, que dependendo da concentração de
heparina presente nos extratos de DNA, ocorre a inibi-
ção da amplificação na técnica de PCR1,30. Outra limi-
tação importante do método proposto por Loparev e
cols.14 é o reduzido volume de amostra utilizado. Con-
siderando, que os estudos genéticos para triagem de
alterações moleculares, envolvem geralmente a ampli-
ficação de todos os exons do gene de interesse, a quan-
tidade de DNA obtida de volumes de sangue de 10 a
100 µl, pode não ser suficiente para realizar essas pes-
quisas, fazendo necessária a extração de várias alíquo-
tas de uma mesma amostra, o que encarece o ensaio.

No micrométodo proposto neste trabalho, é utiliza-
do sangue coletado com EDTA, evitando assim a in-
terferência da heparina na técnica de PCR. Além dis-
so, o volume de sangue utilizado (300 µl), permite a
extração de DNA em quantidade suficiente para a rea-
lização de vários testes moleculares. Essas modifica-
ções permitiram aumentar a precisão e a praticabili-
dade do método.

A avaliação eletroforética do DNA extraído pelo o
micrométodo mostrou que o procedimento realizado
permite a extração de moléculas integras de DNA e
sem contaminação com RNA, comparável ao método
de precipitação salina (Figura 1). O grau de pureza do
DNA extraído, verificado pela relação A260/280, pelo mi-
crométodo foi maior que o da precipitação salina
(p=0,0164), como podemos observar na Tabela I. Es-
sas características revelam que a extração de DNA
genômico, utilizando o método proposto, produz amos-
tras de DNA de qualidade comparável a aquelas obti-
das pela técnica de precipitação salina e adequadas
para fins de amplificação de genes (Figuras 2-5). Os
CV intra-ensaio apresentados na Tabela II são consi-
derados aceitáveis na rotina laboratorial, segundo as
normas dos programas de controle de qualidade27.

O estudo comparativo entre as concentrações de
DNA obtidas por ambos os métodos de extração de
DNA, utilizando o teste “t’ de Student, demonstrou que
as concentrações obtidas pelo micrométodo foram 1,5
vezes superiores às obtidas pelo método de precipita-
ção salina. Essa diferença pode ser devida à perda de
leucócitos durante a etapa de lavagem21, consideran-
do que no método de precipitação salina, são necessá-
rias várias lavagens para a remoção completa da he-
moglobina23. Outra possível explicação para esse re-
sultado é que no método de precipitação salina, a pro-
porção amostra/reagente na etapa de lise é maior que
a do micrométodo, o que pode dificultar a extração do
DNA, reduzindo a sua recuperação. Entretanto, a con-
centração de DNA obtida pelo método de precipitação
salina é suficiente para a realização de técnicas de tria-
gem de alterações genéticas.

As amostras de DNA extraído pelo micrométodo
mostraram-se adequadas para sua utilização nas téc-
nicas de PCR-RFLP e PCR-SSCP, para a detecção e
identificação de alterações genéticas associadas à HF
e à FDB (Figuras 2-5).

Em resumo, o procedimento de extração de DNA
proposto neste estudo, é simples, rápido e aplicável
para obtenção de DNA genômico de alta qualidade
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em 30 minutos, sendo portanto, útil no diagnóstico
molecular da HF.
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RESUMO – Demonstrou-se a importância que o Papillomavirus humano (HPV) desempenha na gênese das lesões
genitais, considerando sua participação na etiologia do câncer cervical. Métodos diagnósticos da infecção por HPV
incluem métodos citológicos, histológicos, também a colposcopia e métodos moleculares. Neste trabalho foram ava-
liados 3.000 exames citopatológicos (Papanicolaou) de pacientes do Laboratório Vital, no período de 01/1999 04/
2000. Em relação aos resultados dos exames citopatológicos, 1,66% das pacientes foram classificadas como LSIL
(Lesão escamosa intra-epitelial de baixo grau), 0,53% como HSIL (Lesão escamosa intra-epitelial de alto grau), 0,06%
como carcinoma e 0,46% como ASCUS e AGUS (atipias escamosas e glandulares de significado indeterminado),
sendo que a idade média para LSIL foi de 20,3 anos e HSIL de 40,1 anos. Considerando a associação com HPV,
obteve-se 1,63% de casos de LSIL e HSIL com HPV, com idade média de 26,8 anos para LSIL com HPV e 33,1 anos
para HSIL com HPV. Das pacientes com diagnóstico compatível com HPV realizou-se o exame de PCR (Polymerase
Chain Reaction) de 14 pacientes que colaboraram no presente trabalho, destas 6 apresentaram PCR positiva para
HPV, sendo 3 pacientes HPV tipo 11, 1 HPV 16, 1 HPV 18 e 1 HPV 6B. Destas pacientes foram considerados os
fatores de risco associados ao HPV para o desenvolvimento de câncer cervical, os resultados dos exames citopatoló-
gicos e de PCR com respectiva tipagem viral e interpretação quanto ao potencial oncogênico do HPV.

PALAVRAS-CHAVE – HPV, exame citopatológico, PCR, tipagem viral, potencial oncogênico.

SUMMARY – The importance that the human Papillomavirus (HPV) carries out in the genesis of the genital lesions
was demonstrated, considering its participation in the etiology of the cervical cancer. Diagnoses methods of the
infection by HPV include cytological, histological, and molecular methods, as well as colposcopy. In this work, 3.000
cytopathological exams (Papanicolaou) of patients of the Vital Laboratory were appraised, during the period of January,
1999 to Abril, 2000. In relation to the results of the cytopathological exams, 1.66% of the patients were classified as
LSIL (lesion scaly intraepitelial of low degree), 0.53% as HSIL (lesion scaly intraepitelial of high degree), 0.06% as
carcinoma and 0.46% as ASCUS and AGUS (scaly and glandular atipias of uncertain meaning), and the average
age for LSIL was of 20.3 years and HSIL 40.1 years old. Considering the association with HPV, 1.63% of cases of LSIL
and HSIL were obtained, with average age of 26.8 years old for LSIL with HPV and 33.1 years old for HSIL with HPV.
14 patients with compatible diagnosis with HPV took the exam of PCR (Polymerase Chain Reaction), which contrib-
uted with this work, 6 of them presented PCR positive for HPV, being 3 patients HPV tipe 11, 1 HPV 16, 1 HPV 18 and
1 HPV 6B. For these patients the risk associated factors with HPV were considered for the development of cervical
cancer, and also the results of the cythopatological exams and of PCR with respective viral type verification and
interpretation with relation to the carcinogenic potential of HPV.

KEYWORDS – HPV, cytopathological exam, PCR, viral type verification,carcinogenic potential.

INTRODUÇÃO

O grupo de Papillomavirus humano (HPV) com-
preende mais de 20 tipos de vírus relacionados à

infecção genital. Os tipos 16, 18, 45, 56 estão freqüen-
temente associados com displasias e carcinoma cervi-
cal e são considerados de alto risco, os tipos 31, 33, 35,
51, 52, 58 de risco intermediário e os tipos 6, 11, 40, 42
e 44 de baixo risco7,9. O diagnóstico precoce pelo exa-

me de Papanicolaou tem sido muito útil e usado em
todo o mundo, com bastante sucesso no rastreamento
do câncer uterino. A detecção e a tipagem do papilo-
mavirus são importantes na prevenção e tratamento das
lesões que podem evoluir para carcinomas cervicais3,11.

Devido ao risco relativo de câncer associado com
certos tipos de HPVs (oncogênicos), tem sido sugeri-
da uma detecção da infecção viral direcionada aos ti-
pos de HPV de alto risco, para complementar o exame
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de Papanicolaou na detecção de mulheres com risco
para o desenvolvimento de câncer cervical5,10.

Vários estudos têm sido realizados no sentido de
determinar a tipagem viral. Um método que vem sen-
do amplamente utilizado para a identificação e tipa-
gem do vírus HPV é a reação em cadeia de polimerase
(PCR – Polymerase Chain Reaction). Trata-se de uma
técnica de alta sensibilidade e potencialidade de au-
tomação7,12.

No presente trabalho buscamos avaliar nos exames
citopatológicos realizados no Laboratório Vital de No-
noai as alterações causadas pelo HPV. Naqueles onde
se constatou tais alterações realizou-se a pesquisa do
DNA-HPV, através da PCR. Também pela PCR se ava-
liou o potencial oncogênico nas LSIL (Lesões intra-
epiteliais cervicais de baixo grau), HSIL (Lesões in-
tra-epiteliais cervicais de alto grau) e ASCUS (células
escamosas atípicas de significado indeterminado) a fim
de contribuir com o clínico para a conduta terapêutica
e seguimento das pacientes.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram analisados 3.000 exames citopatológicos no
período de 01/1999 a 04/2000 realizados no Laborató-

rio Vital – Análises Clínicas e Citopatologia da cidade
de Nonoai. Os exames foram coletados de FSV (fundo
de saco vaginal), ectocérvice e endocérvice e corados
pela técnica de Papanicolaou.

Após a triagem pelo exame citopatológico, 14 pacien-
tes com LSIL, HSIL e ASCUS associados ao HPV, fo-
ram selecionadas para o exame de PCR. O número de
pacientes que colaboraram neste estudo não corres-
ponde ao percentual de diagnósticos de HPV pela ci-
tologia (1,63%, 49 pacientes) pois muitas pacientes não
foram localizadas ou já haviam iniciado tratamento pré-
vio. O exame de PCR foi realizado no laboratório de
biologia molecular – Simbios Biotecnologia, de Porto
Alegre. Foi realizada coleta de material endocervical,
ectocervical e de lesões visíveis colposcopicamente ou
macroscópicas com escova apropriada, colocados em
solução tampão adequada, mantidos congelados e en-
caminhados ao laboratório. Para a reação de PCR o
DNA-HPV foi extraído e amplificado com primers
(MY09 e MY11) para a beta-globina humana e HPV
genérico. As amostras positivas foram analisadas quan-
to a determinação dos tipos virais.

Na análise dos exames citopatológicos foram ob-
servadas as seguintes variáveis: distribuição dos acha-
dos citológicos segundo a Classificação Internacional

TABELA I
Distribuição dos achados citológicos
segundo a classificação de Bethesda

Resultados Nº de pacientes %

NPCN 2.909 96,99%

LSIL 50 1,66%

HSIL 16 0,53%

Carcinoma 2 0,06%

ASCUS/AGUS 14 0,46%

Inadequado 9 0,30%

Total 3.000 100,00%

NPCN: Negativo para células neoplásicas

TABELA III
Distribuição dos exames citopatológicos

compatíveis com HPV

Resultados Nº de pacientes %

Citologia inflam. com HPV (LSIL) 15 0,50%

NIC I c/ HPV (LSIL) 28 0,93%

NIC II c/ HPV (HSIL) 6 0,20%

Total 49 1,63%

TABELA II
Distribuição dos diagnósticos citológicos

de LSIL e HSIL conforme a faixa etária

Resultado Idade média

LSIL 20,3 anos

HSIL 40,1 anos

TABELA IV
Distribuição dos resultados citológicos compatíveis

com HPV em relação com faixa etária

Resultado Idade média

Citologia Inflam. c/ HPV } LSIL 26,8NIC I c/ HPV

NIC II c/ HPV } HSIL 33,1

TABELA V
Resultados dos exames de PCR com respectiva tipagem viral

e interpretação quanto ao potencial oncogênico do HPV

Resultado Resultados dos exames de PCR

dos exames
Nº de

HPV 6B HPV 11 HPV 16 HPV 18 Negativocitopatológicos
pacientes

Baixo risco Baixo risco Alto risco Alto risco

LSIL com HPV 10 1 3 1 - 5

HSIL com HPV  2 - - - 1 1

ASCUS 2 - - - - 2

TOTAL 14 1 3 1 1 8
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de Bethesda, distribuição das LSIL e HSIL conforme a
faixa etária, distribuição dos exames citopatológicos
compatíveis com HPV e faixa etária predominante.

Na análise dos exames por PCR foram considera-
dos os fatores de risco associados ao HPV na evolução
do câncer cervical: Uso de ACO (anticoncepcional
oral), tabagismo e número de parceiros sexuais.

RESULTADOS

Os resultados dos 3.000 exames citopatológicos
avaliados serão descritos a seguir.

Conforme a classificação de Bethesda 2.909 pacien-
tes (96,99%) apresentaram resultado NPCN (negativo
para células neoplásicas, compreendendo as alterações
celulares benignas), 50 pacientes (1,66%) com LSIL,
16 pacientes (0,53%) com HSIL, 2 pacientes com car-
cinoma (0,06%), 14 pacientes (0,46%) com ASCUS e
AGUS e 9 pacientes (0,30%) com resultado inadequa-
do para avaliação citológica (Tab. I).

De acordo com à faixa etária, a idade média para
as LSIL foi de 20,3 anos e para as HSIL foi de 40,1
anos (Tab. II).

Dos 3.000 exames citopatológicos analisados, 49
(1,63%) foram compatíveis com HPV, sendo 15 casos
(0,50%) de citologia inflamatória com HPV, 28 casos
(0,93%) de NIC I com HPV (LSIL) e 6 (0,20%) casos de
NIC II com HPV(HSIL) (Tab. III).

Em relação à faixa etária obteve-se a idade média
de 26,8 anos para LSIL com HPV e de 33,1 anos para
HSIL com HPV (Tab. IV).

Em relação aos resultados dos exames de PCR, hou-
ve amplificação do DNA-HPV para os casos com LSIL
com HPV (10 pacientes), 1 paciente com HPV 6B (bai-
xo risco oncogênico), 3 pacientes com HPV 11 (baixo
risco oncogênico) e 1 paciente com HPV 16 (alto risco
oncogênico), para os casos de HSIL com HPV
(2 pacientes) 1 paciente com HPV 18 (alto risco onco-
gênico) e para os casos de ASCUS (2 pacientes) as
duas amostras tiveram resultado negativo (Tab. V).

DISCUSSÃO

Através do levantamento dos resultados dos exa-
mes citopatológicos pode-se constatar que houve um
grande predomínio de exames com resultado negati-
vo para células neoplásicas, dentre estes estão incluí-
dos os resultados com citologia inflamatória, altera-
ções celulares benignas, com um índice relativamente
pequeno de casos de neoplasia intra-epitelial cervical
de baixo grau (LSIL) e alto grau (HSIL), conforme Ta-
bela 1, que comprova a eficácia do exame citopatoló-
gico como exame preventivo, pois a realização perió-
dica do exame de Papanicolaou é o primeiro passo
rumo à prevenção do câncer do colo uterino2.

Em relação à faixa etária das pacientes com LSIL e
HSIL (Tabela 2) houve maior incidência em pacientes
jovens. Segundo Souen & Pinotti18 as lesões precurso-
ras de neoplasia cervical afetam mulheres com idade
média de 35 anos e os carcinomas invasores com ida-
de média de 47,8 anos. Esta incidência se deve princi-

palmente aos programas de rastreamento, onde se
detecta lesões precursoras principalmente em pacien-
tes jovens, com início precoce da atividade sexual e a
associação com o vírus HPV.

Considerando os exames compatíveis com HPV con-
forme Tabela III, diversos autores demonstram ter au-
mentado a incidência de neoplasias intra-epiteliais cer-
vicais associadas ao HPV na última década, com varia-
ções de 0,7% a 10% nas diferentes populações, conside-
rando comportamentos sexuais distintos nos vários gru-
pos populacionais. Na população em geral, a prevalên-
cia da infecção cérvico-vaginal pelo HPV está entre 0,5%
a 2,5%, com múltiplas variações regionais4.

A presença do HPV no levantamento apresentado
ocorreu preferencialmente em pacientes jovens
(Tabela IV) estando em concordância com a prevalên-
cia do HPV na população em geral, conforme referem
Morrison et al13 e Schiffman15,16. De acordo com Do-
res4, a infecção por HPV pode ocorrer em qualquer
faixa etária, sendo que a maior incidência ocorre en-
tre 20 e 29 anos (70,9%), pois esta é uma doença que
afeta a mulher jovem, em plena vida reprodutiva e na
fase de maior atividade sexual. Também Jacyntho &
Barcelos8 e Sedlacek17 referem que as chances de mu-
lheres mais jovens adquirirem infecção por HPV se
devem também aos fatores de risco associados, tais
como: início precoce das relações sexuais, tabagismo,
maior número de parceiros, pois atualmente a infec-
ção por HPV é considerada uma doença sexualmente
transmissível.

Devido ao risco relativo de câncer cervical associa-
do com certos tipos de HPVs, foi realizada a detecção
e tipagem viral pela técnica de PCR .Também foram
considerados os fatores de risco associados.

Em relação ao número de parceiros sexuais, a maio-
ria das pacientes já tiveram mais de dois parceiros se-
xuais, predominando pacientes jovens com idade in-
ferior a 30 anos e fazendo uso de anticoncepcional
oral. Estes dados são semelhantes aos encontrados por
Zetler et al.22 e Redecha14.

Também Dores4 refere que o risco relativo aumenta
proporcionalmente com o aumento do número de par-
ceiros sexuais, se assemelhando às outras doenças se-
xualmente transmissíveis.

Considerando os resultados dos exames pela PCR
(Tabela 5) devido ao pequeno número de pacientes
avaliadas, cada caso necessita de uma avaliação dis-
tinta, porém não houve concordância com a literatura
devido ao grande número de pacientes com resultado
negativo, onde não houve amplificação do DNA-HPV
após PCR. Na literatura o exame PCR é considerado
mais sensível, sendo superior às demais técnicas de
diagnóstico, sendo usada para casos de falso-negativo
na citologia, conforme referem Walboomers20,21 e Tro-
fatter19 Também conforme Fonseca et al.5 e Ikuta et al.7,
ficou bem estabelecida a maior sensibilidade do PCR
pela ocorrência de positividade em situações onde
outros métodos apresentam resultado negativo.

Apesar do restrito número de casos em que foram
realizados PCR, a discordância entre os métodos diag-
nósticos poderia ser justificada pelo período de tempo
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entre a realização dos exames, onde este poderia ser
suficiente para uma pronta resposta imunológica, vis-
to que a remissão espontânea é observada em aproxi-
madamente 30 % dos casos de condiloma, pois o com-
portamento biológico das lesões HPV induzidas é pleo-
mórfico. A escolha inadequada do local de coleta ou a
possibilidade de ser infecção recente, de tal modo que
o agente etiológico tenha comprometido um pequeno
número de células também poderão resultar em falso
negativo4.

Conforme Frederickson et al.6 a utilidade dos dife-
rentes métodos diagnósticos dependem do curso da
doença em que são utilizados, usando PCR com pri-
mers MY09 e MY11 em pacientes com possível infec-
ção por HPV e displasia cervical, 78% tiveram DNA-
HPV identificado.

Qualquer que seja o método molecular emprega-
do, é necessário admitir que a ausência de HPV em
determinada lesão pode corresponder as seguintes
possibilidades: a ausência real de DNA virótico den-
tro da lesão, a existência de outro tipo de HPV não
pesquisado pela técnica utilizada ou ao pequeno nú-
mero de cópias do vírus no espécime analisado1.
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RESUMO – Patologias como o diabetes mellitus que alteram o metabolismo da glicose também interferem com o
metabolismo lipídico. Foram selecionados ao acaso 1000 pacientes, os quais foram classificados pela glicemia em
jejum em 4 grupos: G-1 (60 – 110 mg/dL), G-2 (111 – 125 mg/dL); G-3 (126 –139 mg/dL), and G-4 (≥ 140 mg/dL). A
glicemia e o perfil lipídico foram medidos utilizando reagentes enzimáticos (Labtest) em sistema automatizado
(Selectra II / Bayer). A comparação entre os grupos foi realizada através de análise de variância (Anova/Manova).
Os dados da análise mostraram: 1) o grupo normoglicêmico (G-1) apresentou valores significativamente menores
(p < 0,001) para colesterol total, HDL-C e triglicérides em relação aos demais grupos, 2) não houve diferença
significativa nos níveis de LDL-C (p < 0,05) entre os grupos estudados; 3) os níveis de colesterol total e triglicéri-
des foram significativamente diferentes (p = 0,042 e p = 0,015, respectivamente) nos grupos G-3 e G-4. Os dados
sugerem que a redução nos valores de discriminação para o diabetes mellitus preconizados pela Associação Ame-
ricana de Diabetes (≥ 126 mg/dL) permitem a detecção de indivíduos diabéticos com níveis menores de colesterol
total e triglicérides quando comparados com o critério anterior, recomendado pela Organização Mundial da Saúde
(≥ 140 mg/dL).

PALAVRAS-CHAVE – Diabetes mellitus, perfil lipídico, estudo de correlação.

SUMMARY – Pathologies like diabetes mellitus that alter glucose metabolism also interfere with lipid metabolism.
Randomly selected, 1000 patients, were classified by fasting plasma glucose in 4 groups: G-1 (60 – 110 mg/dL),
G-2 (111 – 125 mg/dL); G-3 (126 –139 mg/dL), and G-4 (≥ 140 mg/dL). The serum glucose and lipid profile was
performed using enzymatic reagents (Labtest) in an automated system (Selectra II / Bayer). The group comparisons
were performed with variance analyses (Anova/Manova). The data analyses showed that: 1) the normoglycemic (G-
1) showed significant lower differences (p < 0.001) in the total cholesterol, HDL-C and triglycerides; 2) the LDL-C
didn’t show any significant differences (p < 0.05) among the studied groups; 3) serum levels of total cholesterol and
triglycerides showed themselves to be significant lower differences between groups G-3 and G-4 (p = 0.042 and
p = 0.015, respectively). The data suggests that the reduction of the cut off for the Diabetes mellitus diagnosis from
the American Diabetes Association Criterion (≥ 126mg/dL) enables detection of Diabetic individuals with lower le-
vels of total cholesterol and triglycerides when compared to the former recommended criterion from the World Health
Organization (≥ 140mg/dL).

KEYWORDS – Diabetes mellitus, lipid profile, correlation study.

INTRODUÇÃO

O Diabetes mellitus é caracterizado por hiperglice-
mia resultante de defeitos de secreção e/ou ação

da insulina 6,19.
O diagnóstico laboratorial do paciente com diabe-

tes é realizado pela quantificação dos níveis glicêmi-
cos em jejum ou após uma sobrecarga de glicose, tam-
bém designada curva glicêmica12,15. A glicemia em je-
jum como parâmetro diagnóstico para diabetes sofreu
uma alteração nos valores de discriminação, cujo novo
critério (≥ 126 mg/dL em mais de uma ocasião) é refe-

rendado entre outros pela Associação Americana de
Diabetes. Este novo limite é inferior ao anteriormente
estabelecido (≥ 140 mg/dL em mais de uma ocasião)
referendado na época pela Organização Mundial da
Saúde. Os novos critérios introduziram um perfil de-
signado “intolerância parcial à glicose em jejum”,
quando os níveis glicêmicos oscilam repetidamente
entre > 110 e < 126 mg/dL16. A Figura 1 e a Tabela I
representam estes valores.

O novo valor para discriminação, de 126 mg/dL para
glicemia de jejum, foi escolhido baseado em estudos que
compararam a glicose de jejum e a glicose duas horas
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pós-sobrecarga relacionando-as com as complicações
micro e macrovasculares, em especial a retinopatia2,7,21.

A gravidade e precocidade das complicações car-
diovasculares, particularmente das artérias coronárias,
são significativamente aumentadas nos pacientes di-
abéticos9. O Diabetes mellitus representa um fator de
risco cardiovascular independente e a macroangiopa-
tia é responsável por 80% da mortalidade na popula-
ção diabética3,4,13.

Alterações no metabolismo da glicose, como os pro-
vocados nos pacientes com diabetes levam a altera-
ções no metabolismo dos lípides5.

A aterosclerose é a mais freqüente causa de morte
prematura nesse grupo de pacientes, duplicando o ris-
co de doença coronária, triplicando o de acidente vas-
cular cerebral e quadruplicando a possibilidade de
ocorrência de insuficiência vascular periférica sinto-
mática. A associação entre doença aterosclerótica e
Diabetes mellitus pode ser atribuída a uma série de
características, que facilitam a aterogênese nesse gru-
po de pacientes, como a concomitância de outros fato-
res de risco, dos quais a obesidade, hipertensão arte-
rial sistêmica, os níveis mais elevados de fibrinogênio
e as dislipidemias são os mais importantes11.

Uma relação entre o diagnóstico de Diabetes melli-
tus e alterações no perfil lipídico é muito freqüente,
em especial com os níveis de triglicérides20.

Avaliar o comportamento do perfil lipídico quando
pacientes são separados pela glicemia de jejum e agru-
pados pelos critérios da Associação Americana de Dia-
betes (novos critérios) e pelos critérios da Organiza-
ção Mundial da Saúde (critérios antigos) é o objetivo
deste trabalho.

MATERIAIS E MÉTODOS

Amostra
Os dados foram obtidos da base informatizada do

Laboratório de Análises Clínicas São Camilo – Marin-
gá - Norte do Paraná. As amostras foram coletadas em
jejum com mínimo de 12 horas, sendo que a glicemia
foi realizada em plasma EDTA-fluoretado e os demais
ensaios coletado soro obtido em tubos de vácuo com
gel separador (Vacutainer). Foi selecionada para o es-
tudo, uma amostra de 1000 pacientes (de modo randô-
mico), com idade variando de 13 a 92 anos (média de
57,6) composta de 52,8% de mulheres.

Classificação das amostras
As amostras foram classificadas em grupos de 1 a 4

segundo a glicemia em jejum, sendo o grupo 1 (G-1)
composto por pacientes que apresentaram glicemia de
jejum dentro dos valores de referência, 60 – 110 mg/
dL; o grupo 2 (G-2) pacientes com glicemia de jejum
classificados inicialmente como apresentando intole-
rância parcial à glicose em jejum; 111 – 125 mg/dL; o
grupo 3 (G-3) pacientes apresentando glicemia en-
tre 126 e 139 mg/dL e o grupo 4 (G-4) composto por
pacientes apresentando glicemia em jejum superior
ou igual a 140 mg/dL caracterizando possível dia-
betes pelo critério da Organização Mundial da Saú-
de (OMS).

Métodos de dosagens
As determinações de glicose, colesterol total,

HDL-colesterol (HDL-C) e triglicerídes foram realiza-
das por métodos enzimáticos colorimétricos (Trinder)
em analisador automatizado Vitalab Selectra II (Bayer)
com reagentes da Labtest Diagnóstica Ltda. O
LDL-colesterol (LDL-C) foi estimado pela equação de
Friedewald (LDL-C = colesterol total – HDL-C - trigli-
cérides/5), para triglicérides com valores menores que
400 mg/dL11,17.

Análises estatísticas
As análises de variância (Anova/Manova) e demais

estudos estatísticos foram realizadas com programa
Statistica para Windows22 versão 5.0.

RESULTADOS

A distribuição e análise de variância das determi-
nações de glicose encontra-se na Tabela II e Figura 2
caracterizando a classificação dos grupos.

Os resultados das análises de variância (Anova/
Manova) com o perfil lipídico (colesterol total, HDL-C,
LDL-C e triglicérides) encontram-se nas Tabelas III a
VI e nas Figuras 3 a 6.

DISCUSSÃO

A gravidade, precocidade e freqüência das compli-
cações cardiovasculares, particularmente das artérias
coronárias, são significativamente aumentadas nos pa-
cientes com diabetes10,14. O Diabetes mellitus repre-

TABELA I
Critérios diagnósticos para o Diabetes mellitus16

Qualquer um Critérios diagnósticos
Classe dos seguintes achados Novos Antigos

Tipo 1 Sintomas clássicos ≥ 200 mg/dL ≥ 200 mg/dL
e glicemia casual

Tipo 2 Glicemia em  jejum ≥ 126 mg/dL ≥ 140 mg/dL

TOTG (75g) no tempo
Outros tipos 120 minutos ≥ 200 mg/dL ≥ 200 mg/dL
específicos Confirmar com outra determinação

em dia subseqüente Figura 1. Caracterização da glicemia em jejum como critério diagnóstico
para o Diabetes mellitus

TOTG = Teste Oral de Tolerância à Glicose ou curva glicêmica
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TABELA II
Análise de variância para determinação de glicose, para amostra
classificada em grupos de 1 a 4 (G1 a G4) pela glicemia em jejum.

Estão representados os valores de probabilidade e as médias
(± desvio-padrão). O nível de significância considerado foi p< 0,05

Glicose G-1 G-2 G-3 G-4
[grupos] [92,9 ± 8,0] [115,3 ± 4,3] [131,1 ± 3,9] [207,9 ± 65,5]

G-1 (60 – 110) — 0,007 < 0,001 < 0,001

G-2 (111 – 125) 0,007 — 0,083 < 0,001

G-3 (126 – 139) < 0,001 0,083 — < 0,001

G-4 (≥ 140) < 0,001 < 0,001 < 0,001 —

TABELA III
Análise de variância para colesterol total, para amostra classificada

em grupos de 1 a 4 (G1 a G4) pela glicemia em jejum.
Estão representados os valores de probabilidade e as médias

(± desvio-padrão). O nível de significância considerado foi p < 0,05

Colesterol G-1 G-2 G-3 G-4
[grupos] [203,1 ± 40,4] [209,3 ± 46,4] [203,2 ± 45,9] [214,9 ± 47,8]

G-1 (60 – 110) — 0,541 0,970 0,0014

G-2 (111 – 125) 0,541 — 0,586 0,587

G-3 (126 – 139) 0,970 0,586 — 0,042

G-4 (≥ 140) 0,0014 0,587 0,042 —

TABELA IV
Análise de variância para HDL-C, para amostra classificada

em grupos de 1 a 4 (G1 a G4) pela glicemia em jejum.
Estão representados os valores de probabilidade e as médias

(± desvio padrão). O nível de significância considerado foi p < 0,05

HDL-C G-1 G-2 G-3 G-4
[grupos] [43,7 + 10,6] [41,1 ± 8,6] [39,4 ± 10,1] [37,6 ± 13,6]

G-1 (60 – 110) — 0,257 < 0,001 < 0,001

G-2 (111 – 125) 0,257 — 0,513 0,149

G-3 (126 – 139) < 0,001 0,513 — 0,177

G-4 (≥ 140) < 0,001 0,149 0,177 —

TABELA V
Análise de variância para LDL-C, para amostra classificada

em grupos de 1 a 4 (G1 a G4) pela glicemia em jejum.
Estão representados os valores de probabilidade e as médias

(± desvio padrão). O nível de significância considerado foi p < 0,05

LDL-C G-1 G-2 G-3 G-4
[grupos] [133,2 ± 35,7] [132,6 ± 42,3] 130,7 ± 33,8] [136,5 ± 42,5]

G-1 (60 – 110) — 0,948 0,594 0,300

G-2 (111 – 125) 0,948 — 0,842 0,665

G-3 (126 – 139) 0,594 0,842 — 0,243

G-4 (≥ 140) 0,300 0,665 0,243 —

TABELA VI
Análise de variância para Triglicérides, para amostra classificada

em grupos de 1 a 4 (G1 a G4) pela glicemia em jejum.
Estão representados os valores de probabilidade e as médias

(± desvio padrão). O nível de significância considerado foi p < 0,05

Triglicérides G-1 G-2 G-3 G-4
[grupos] [129,0 ± 90,7] [178,8 ± 184,3] [166,0 ± 60,4] [204,7 ± 222,1]

G-1 (60 – 110) — 0,078 0,013 < 0,001

G-2 (111 – 125) 0,078 — 0,678 0,368

G-3 (126 – 139) 0,013 0,678 — 0,015

G-4 (≥ 140) < 0,001 0,368 0,015 —

Figura 2. Valores médios para determinação de glicose, classificados em
grupos de 1 a 4 pela glicemia em jejum. No insert, (o) representa os valores
médios, ( oo oo o ) 1 desvio-padrão e (⊥⊥⊥⊥⊥) dois desvios-padrão.

Figura 3. Valores médios para determinação de colesterol total, classificados
em grupos de 1 a 4 pela glicemia em jejum. No insert, (o) representa os
valores médios, ( oo oo o ) 1 desvio padrão e (⊥⊥⊥⊥⊥) dois desvios-padrão

Figura 4. Valores médios para determinação de HDL-Colesterol, classificados
em grupos de 1 a 4 pela glicemia em jejum. No insert, (o) representa os
valores médios, ( oo oo o ) 1 desvio-padrão e (⊥⊥⊥⊥⊥) dois desvios-padrão

Figura 5. Valores médios para determinação de LDL-Colesterol, classificados
em grupos de 1 a 4 pela glicemia em jejum. No insert, (o) representa os
valores médios, ( oo oo o ) 1 desvio -padrão e (⊥⊥⊥⊥⊥) dois desvios-padrão
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senta um fator de risco cardiovascular independente e
a macroangiopatia é responsável por 80% da mortali-
dade na população diabética3,13.

A análise do perfil lipídico, definido pelo Consenso
Brasileiro sobre Dislipidemia, como as determinações
de Colesterol total, HDL-C; LDL-C e Triglicérides é
relevante para todo diabético, pelo aumentado risco
para doença arterial coronária (DAC) nesta população,
sendo atualmente o Diabetes mellitus considerada um
fator de risco independente para DAC18.

Neste trabalho classificamos uma amostra de 1000
pacientes, pelo valor da glicemia em jejum com o ob-
jetivo de avaliar se a implementação dos novos crité-
rios para o diagnóstico do Diabetes mellitus, apresen-
ta alteração no perfil lipídico. Seria possível, portanto
que a redução da glicemia em jejum para 126 mg/dL
proposta nos “novos critérios diagnósticos” (em con-
trapartida ao cut off de 140 mg/dL anterior) implicasse
também em valores para o perfil lipídico que demons-
trasse menor risco para DAC, uma vez que o paciente
em tese seria diagnosticado de modo mais precoce.

A distribuição dos níveis glicêmicos nos grupos clas-
sificatórios encontra-se na Tabela II e Figura 2. É im-
portante ressaltar que na amostra estudada não foi
obtida diferença significativa entre os grupos G-2 e
G-3 (p = 0,083).

Os dados de análise de variância (Anova) para a
determinação de colesterol total (Tab. III), mostram que
na amostra estudada não foi possível encontrar dife-
renças significativas para a determinação de coleste-
rol total entre os grupos G-1 (normoglicêmicos) e os
grupos G-2 (glicemia entre 111 e 125 mg/dL) e G-3
(glicemia entre 126 e 139 mg/dL). Os grupos G-1 e
G-4 (glicemia ≥ 140 mg/dL) apresentaram diferença
significativa (p = 0,0014). Níveis glicêmicos elevados,
como os apresentados no G-4 caracterizam pacientes
com mais tempo da doença, o que aumenta a possibi-
lidade de alterações no perfil lipídico11, como eviden-
ciado aqui para o colesterol total. Foi observada uma
diferença significativa entre os grupos G-3 e G-4
(p = 0,042), que também poderia ser explicada pela
hipótese anteriormente descrita, entretanto não é pos-
sível descartar a possibilidade de um artefato no ta-
manho e composição da amostra em estudo, pela sig-
nificância encontrar-se próxima a 5% e pela distribui-

ção encontrada das médias nos grupos, caracterizada
na Figura 3.

O nível de colesterol na lipoproteína de alta
densidade (HDL-C) é um fator de risco negativo para
DAC17. Os grupos 3 e 4, diferiram significativamen-
te do grupo 1 (Tabela. 04; p < 0,001 e p < 0,001,
respectivamente). O grupo 4 não foi significativa-
mente diferente do grupo 3 (p = 0,177). Estes dados
sugerem que valores de glicemia iguais ou superior
a 126 mg/dL (G-3) já apresentam níveis de HDL-C
significativamente diminuídos em relação ao grupo
normoglicêmico (G-1). Uma redução quase linear
nos níveis de HDL-C pode ser observada de G-1 a
G-4 (Figura 4). A forte correlação inversa entre o
HDL-C e os triglicérides pode ser um dos compo-
nentes responsáveis pelo comportamento apresen-
tado por esta variável8.

O LDL-C tem se apresentado como o mais impor-
tante marcador para DAC no perfil lipídico23. As aná-
lises de variância não apresentaram diferenças sig-
nificativas entre os grupos em estudo (Tabela V). Os
dados sugerem que este parâmetro, na amostra em
estudo, não apresenta correlação com os níveis gli-
cêmicos. A equação de Friedewald para estimar o
LDL-C, empregada neste trabalho sofre interferên-
cia dos níveis de triglicérides18. Portanto, a análises
do comportamento do LDL-C deve ser avaliada com
cautela neste trabalho, sendo que novas determina-
ções do LDL-C por métodos diretos poderão dirimir
as dúvidas do comportamento desta fração5. A Figu-
ra 6 evidencia a distribuição randômica das médias
da LDL-C.

A hipertrigliceridemia é, em vários estudos epide-
miológicos, um fator importante de risco cardiovas-
cular1,3. O grupo 1 mostrou-se significativamente dife-
rente dos grupos 3 e 4 (Tabela VI; p = 0,013 e p< 0,01,
respectivamente). Os grupos 3 e 4, também se mos-
tram diferentes (p = 0,015). A mobilização dos áci-
dos graxos quando a metabolização da glicose não
ocorre de modo eficaz, como no Diabetes mellitus, pro-
duz a já descrita elevação nos triglicérides11,17. A ten-
dência à elevação nos triglicérides à medida que a
glicose aumenta (G-1 à G-4, Figura 6) pode sugerir a
precocidade da elevação dos triglicérides quando o
metabolismo da glicose é alterado e o realçar um dos
fatores para elevar o risco para DAC no paciente com
diabetes.

CONCLUSÕES

Nossos dados mostram para a amostra analisada
que:

1) os normoglicêmicos (grupo 1), mostraram níveis
significativamente menores (p < 0,001) nas de-
terminações de colesterol total, HDL-C e trigli-
cérides quando comparados ao grupo que apre-
senta glicemia maior ou igual a 140 mg/dL (gru-
po 4),

2) a determinação de LDL-Colesterol não apresen-
tou diferença significativa (p < 0,05) entre os gru-
pos estudados;

Figura 6. Valores médios para determinação de Triglicérides, classificados
em grupos de 1 a 4 pela glicemia em jejum. No insert, (o) representa os
valores médios, ( oo oo o ) 1 desvio-padrão e (⊥⊥⊥⊥⊥) dois desvios-padrão
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3 os níveis de colesterol total e triglicérides foram
significativamente menores (p = 0,042 e p =
0,015, respectivamente) entre os grupos G-3 (gli-
cemia: 126 – 139 mg/dL) e G-4 (glicemia: > 140
mg/dL)

4) os dados sugerem que a redução no cut off para
diagnóstico do diabetes mellitus pela Associação
Americana de Diabetes (≥ 126 mg/dL) possibili-
ta detectar indivíduos diabéticos com níveis
menores de colesterol e triglicérides quando
comparados ao critério antigo preconizado pela
Organização Mundial da Saúde (≥ 140 mg/dL)
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RESUMO – As doenças linfoproliferativas crônicas (DLC) são desordens do sistema linfóide, caracterizadas pela
proliferação anormal de linfócitos maduros, envolvendo principalmente linfócitos B, podendo também acometer
linfócitos T e células natural killer. Neste trabalho foram imunofenotipados 50 pacientes portadores de DLC (27
homens e 23 mulheres) através da citometria de fluxo, empregando um painel de anticorpos monoclonais, consti-
tuído por: CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD10, CD19, CD22, CD23, CD25, CD38, CD45, CD16/CD56, HLADR e
anticadeias leve e pesada das imunoglobulinas. Adicionalmente, também, se investigou informações referentes
aos pacientes, tais como idade, sexo, além de dados clínicos e laboratoriais dentre os quais a presença de linfoade-
nopatia, esplenomegalia, hepatomegalia, leucometria, análise citomorfológica do sangue periférico, contagem de
plaquetas e dosagem de hemoglobina. Os resultados demonstraram que 43 casos foram de DLC de células B e 7
casos de DLC de células T. Os casos tipados como DLC de células B foram: 35 casos de leucemia linfocítica crônica
(LLC), 3 casos diagnosticados como leucemia prolinfocítica de células B (LPL-B) e 3 como leucemia de células
vilosas ou hairy cell leukemia (HCL) e um caso de linfoma da zona do manto em fase leucêmica (LCM) e outro de
macroglobulinemia de Waldenström (MW). As DLC-T por sua vez foram: quatro casos de LPL-T, um caso de leuce-
mia de células T do adulto ou adult T cell leukemia (ATL), um caso de síndrome de Sezary (SS) e também um
paciente diagnosticado como linfoma de célula T periférico (LCTP). A correlação entre a imunofenotipagem e
achados clínicos laboratoriais demonstraram que a linfoadenopatia e a hepatomegalia foram os achados clínicos
mais presentes ao passo que nível elevado de linfócitos leucêmicos circulantes foi o achado laboratorial mais
freqüente nestas doenças. Estes achados demonstram a importância da imunofenotipagem como forma de inves-
tigar a natureza neoplásica de pacientes com linfocitose.

PALAVRAS-CHAVE – Doença linfoproliferativa crônica; Imunofenotipagem.

SUMMARY – – – – – The chronic lymphoproliferative diseases (CLD) are disorders of lymphoid sistem characterized by ab-
normal proliferation of mature lymphocytes involving more B cells, to be also occur in T lymphocyts an natural killer
cells. In this study, we studied 50 patients (27 male and 23 female) with CLD. They were immunophenotyped using
the flow cytometry with the panel of monoclonal antibody constitued by CD3, CD4, CD5, CD8, CD10, CD19, CD22,
CD23, CD25, CD38, CD45, CD16/CD56, HLADR and anti light and heavy chain of immunoglobulin. In adittion, it
also be investigated the information referring patients as age, sex and clinical and laboratorial date such as: lym-
phadenopaty, hepatomegaly, splenomegaly, leucometry, counters and cytomorphological analysis of cells in periph-
eral blood, platelet count and hemoglobim determination. The results demonstrated that 43 cases were B-cell disor-
ders and 7 T-cell CLD. The B cell CLD distribution were: 35 cases of B-cell chronic lymphocytic leukemia (B-CLL), 3
B-cell prolymphocytic leukemia (B-PLL), 3 hairy cell leukemia (HCL), and one case of Waldenström macroglobuline-
mie (MW) and mantle cell lymphoma (MCL). The T-cell disorders were: 4 cases of T-cell prolymphocytic leukemia
(T-PLL) and one case of adult T cell leukemia (ATL), Sezary sindrome (SS) and T-cell peripheral lymphoma (T-CPL).
The correlation between the immunophenotyping and clinical/laboratorial features demonstrated that lymphadeno-
paty and hepatomegaly were more frequent clinical date and higt level of circulated leukemic cells was the more
frequent laboratorial date of this diseases. This dates demonstrated the importance of immunophenotyping seeking
to stablins the malignal origin of patients whit peripheral lymphocytosis.

KEYWORDS ––––– Chronic lymphoproliferative diseases, Immunophenotyping.

INTRODUÇÃO

As Doenças Linfoproliferativas Crônicas (DLC) re-
presentam um grupo de neoplasias do sistema lin-

fohematopoético que apresentam características clíni-
cas, morfológicas e imunológicas heterogêneas. Cons-
tituem alterações clonais do sistema imune podendo en-
volver linfócitos B, T e células “natural killer” (NK)1,4.
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Dada a grande complexidade do sistema imune, não
é surpresa que tumores que ali se originam sejam nu-
merosos e complexos; existindo, por isto, a necessida-
de de métodos diagnósticos mais precisos, além da
avaliação clínica e da análise citomorfológica, tais
como a imunofenotipagem, a citogenética e a biologia
molecular1,4.

Nos últimos anos, novas entidades vêm sendo bem
caracterizadas através do emprego sistemático de pai-
néis de anticorpos monoclonais (AcMo) possibilitan-
do a identificação de antígenos de diferenciação celu-
lar conjuntamente com uma análise citomorfológica
mais detalhada1,4.

Nessas doenças é importante a distinção entre
leucemias crônicas primárias e a fase leucêmica dos
linfomas não Hodgkin (LNH). As DLC, mais comuns
são as de células B. Entretanto, várias outras enti-
dades originárias de células T e NK, podem atual-
mente ser bem caracterizadas (Tabelas I e II e Figu-
ras 1 e 2)1-6.

O objetivo deste trabalho foi de avaliar o perfil imu-
nofenotípico de pacientes com DLC assim como a cor-
relação destes achados com o perfil clínico, hematoló-
gico e faixa etária destes pacientes.

CASUÍSTICA E METODOLOGIA

Casuística
Foram analisados 50 portadores de DLC no momen-

TABELA II
Características imunológicas das doenças linfoproliferativas crônicas - DLC

DLPC DLPC de Células B DLPC de Células T e NK

Ags LLC LPL HCL LF LCM LELV MW LCP LGL LPL ATL SS LCTP

sIg + + + + + + + (♥) -(♥) - - - - -
CD10 - - - + - - - - - - - - -
CD11c - - + +/- - -/+ - - - - - - -
CD19 + + + - + + + - - - - - -
CD20 + + + + + + + - - - - - -
CD22 + + + + + + + - - - - - -
CD23 + + + + - ? + - - - - - -
CD25 - - + - - - + - ? - + - -
CD38 - - + - - - +/- + ? - + - -
CD103 - - + - - - - - - - - - -
HLADR + + + + + + + - - - + - -
FMHC - + + + + + + - - - - - -
CD2 - - - - - - - - + + + + +
CD3 - - - - - - - - +(♣) + + + +
CD4 - - - - - - - - -/+ + + + +/-
CD5 + -/+ - - + - - - +(♣) + + + +
CD7 - - - - - - - - +(♣) + -/+ - -/+
CD8 - - - - - - - - +/- +/- - - -

TABELA I
Classificação da doença linfoproliferativa crônica

Doenças Linfoproliferativas Crônicas de Células B

1) Leucemias primárias
• Leucemia Linfóide Crônica (LLC)
• Leucemia Pró-Linfocítica (LPL)
• Leucemia de Células Pilosas ou Hairy Cell Leukemia (HCL)
• Leucemia de Células Pilosas; forma variante (HCLv)

2) Linfomas não-Hodgkin em Fase Leucêmica (LNHL)
• Linfoma Folicular (LF)
• Linfoma de Células do Manto (LCM)
• Linfoma Esplênico com Linfócitos Vilosos (LELV)
• Linfoma Linfoplasmocitóide (Macroglobulinemia de Waldenström) (MW)

3) Mieloma múltiplo
• Leucemia de Células Plasmáticas (LCP)

Doenças Linfoproliferativas Crônicas de Células T e NK

1) Leucemias Primárias
• Leucemia de Linfócitos Grandes e Granulares (LLG): Células T e NK
• Leucemia Prolinfocítica (LPL)

2) Linfomas não-Hodgkin em Fase Leucêmica (LNHL)
• Leucemia de Células T do Adulto ou Adult T Cell Leukemia (ATL)
• Síndrome de Sezary (SS)
• Linfoma de Células T Periférico (LCTP)

Baseado em: Ruiz-Argüelles, G. J. & San-Miguel, J. F. 1

Ags Antígenos
sIg Imunoglobulina de Superfície

- Ausência de Expressão Antigênica
+ Presença de Expressão Antigênica

-/+ Antígeno presente em menos
de 50% dos pacientes

+/- Antígeno presente na maioria dos pacientes
For te expressão antigênica
Fraca expressão antigênica

♥ Presente no citoplasma
♣ Positivo nas neoplasias de células T
? Desconhecido

Baseado em: Ruiz-Argüelles, G. J. & San-Miguel, J. F.1

LLC Leucemia Linfóide Crônica
LPL Leucemia Pró-Linfocítica
HCL Hairy Cell Leukemia

LF Linfoma Folicular
LCM Linfoma de Células do Manto
LELV Linfoma Esplênico com Linfócitos Vilosos
MW Macroglobulinemia de Waldenström
LCP Leucemia de Células Plasmáticas
LGL Leucemia de Linfócitos Grandes e Granulares
ATL Leucemia de Célula T do Adulto
SS Síndrome de Sezary

LCTP Linfoma de Célula T Periférico

to do diagnóstico. Destes indivídu-
os foram coletados 5 mL de sangue
em EDTA potássico para posterior
exame hematológico e de imuno-
fenotipagem, bem como, informa-
ções clínicas relacionadas à doen-
ça, tais como a presença de linfoa-
denopatia, esplenomegalia, hepa-
tomegalia, anemia e trombocito-
penia.

A anemia foi determinada pela
presença de níveis de hemoglobina
inferior a 13g/dL nos homens e 12g/
dL nas mulheres, de acordo com as
recomendações da Organização
Mundial da Saúde7, e a trombocito-
penia, por sua vez, foi determinada
quando a contagem de plaquetas
estavam abaixo de 150.000/mm3.

Metodologia
Parâmetros hematológicos

Parâmetros hematológicos tais
como contagem de leucócitos, do-
sagem de hemoglobina e contagem
de plaquetas foram realizadas no
analisador hematológico Cell-Dyn
3.000.

A contagem diferencial e a aná-
lise citomorfológica dos leucócitos
foram realizadas em distensões de

sangue periférico coradas pelo método de leishmann,
nas quais foram contados 100 leucócitos em objetiva
de imersão. As alterações morfológicas por sua vez fo-
ram devidamente anotadas na ficha de resultados.

Imunofenotipagem
As imunofenotipagens foram realizadas com AcMo

conjugados a fluorocromos como o Isotiocianato de
Fluoresceína (FICT), a Phicoeritrin (PE) e o Peridin
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(DLC) Doença Linfoproliferativa Crônica
sIg Imunoglobulina de Superfície

IgM Imunoglobulina do tipo IgM
- Ausência de expressão antigênica

+ Presença de expressão antigênica
-/+ Antígeno presente em menos

que 50% dos pacientes
+/- Antígeno presente na maioria dos pacientes

sIg Imunoglobulina de Superfície
TdT Terminal Deoxytidyl Transferase, enzima nuclear

- Ausência de Expressão Antigênica
+ Presença de Expressão Antigênica

For te Expressão Antigênica

Doenças linfoproliferativas crônicas de células B
(TdT-; sIg+; CD19+)

Doenças linfoproliferativas crônicas de células T e NK
(TdT-; CD1a-)

FIGURA 1
Fluxograma de imunofenotipagem para avaliação de linfocitose periférica

+++ For te expressão antigênica
c Presente no citoplasma
s Presente na superfície

LLC Leucemia Linfóide Crônica
LPL Leucemia Pró-Linfocítica
HCL Hairy Cell Leukemia

LF Linfoma Folicular
LCM Linfoma de Células do Manto

LELV Linfoma Esplênico com Linfócitos Vilosos
MW Macroglobulinemia de Waldenström
LGL Leucemia de Linfócitos Grandes e Granulares
ATL Leucemia de Célula T do Adulto
SS Síndrome de Sezary

LCTP Linfoma de Célula T Periférico
t (11;14) Translocação 11;14

PCR Polymerase Chain Reaction

Baseado em: Weiss, R. L.2

FIGURA 2
Características imunológicas das doenças linfoproliferativas crônicas

Baseado em: Matutes, E.3

Fraca Expressão Antigênica
LLC Leucemia Linfóide Crônica
LPL Leucemia Pró-Linfocítica
HCL Hairy Cell Leukemia
LGL Leucemia de Linfócitos Grandes e Granulares

ATL Leucemia de Células T do Adulto
SS Síndrome de Sezary

LCTP Linfoma de Célula T Periférico
NK Célula Natural Killer

Chlorophyll Protein (PerCP), possibilitando a realiza-
ção de um painel para SLC com dupla e/ou tripla co-
loração.

O painel de AcMo foi constituído de: CD3, CD4,
CD5, CD7, CD8, CD14, CD16, CD19, CD22, CD23,
CD25, CD38, CD45, CD56, HLADR, anti-cadeia pesa-
da das imunoglobulinas (IgH), e anticadeias leves das
imunoglobulinas kappa (κ) e lambda (λ), todos da Bec-
ton & Dickinson.

A imunomarcação das células leucêmicas foi reali-
zada em 100 microlitros (µL) de sangue total previa-
mente homogeneizado, o qual foi incubado conjunta-
mente com 20µL de AcMo por 30 minutos ao abrigo
da luz e à temperatura ambiente. Após este período, a
suspensão celular foi homogeneizada e adicionada à

mesma cerca de 2 mL de solução de lise (Lysing Solu-
tion – Becton & Dickinson), previamente diluído a 10%
em água destilada, seguida de nova incubação por mais
10 minutos no escuro à temperatura ambiente. Em
seguida, a suspensão celular foi centrifugada por 5
minutos a 1.500 rotações por minuto (rpm), o sobre-
nadante foi desprezado, e o sedimento ressuspendido
em solução salina tamponada com fosfatos ou Phos-
phate Buffered Saline (PBS), pH 7.4, e novamente cen-
trifugada a 1.500rpm por 5 minutos, sendo este último
procedimento repetido mais uma vez.

Ao final desta etapa, o sedimento foi então ressus-
penso em 1 mL de solução de formaldeído a 1% em
PBS e guardado na geladeira, ao abrigo da luz, até o
momento da análise.
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TABELA III
Características imunológicas dos pacientes com DLC-B

Nº Diag CD19 IgH κκκκκ/λλλλλ CD3 CD4 CD8 CD7 CD5 CD22 CD23 CD16/56 HLADR CD45/CD14

01 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
02 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
03 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
04 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
05 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
06 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
07 HCL♣ ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
08 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
09 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
10 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
11 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
12 LLC ( + ) ( + ) ( -/+ ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
13 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
14 LLC ( + ) ( + ) ( + /-) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
15 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
16 LLC ( + ) ( + ) ( -/+ ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
17 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
18 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
19 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
20 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
21 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
22 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
23 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
24 LLC ( + ) ( + ) ( -/+ ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
25 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
26 LPL ( + ) ( + ) ( -/+ ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
27 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
28 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
29 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
30 HCL♣ ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
31 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
32 HCL♣ ( + ) ( + ) ( -/+) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
33 LPL ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
34 MW♠ ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
35 LLC ( + ) ( + ) ( +/- ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
36 LPL ( + ) ( + (+/-) ( - ) ( - ) ( -) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
37 LLC ( + ) ( + ) ( + /-) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
38 LLC ( + ) ( + ) ( + /-) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
39 LLC ( + ) ( + ) ( + /-) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
40 LLC ( + ) ( + ) ( + /-) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
41 LCM ( + ) ( + ) ( - /+) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( - ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
42 LLC ( + ) ( + ) ( + /-) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )
43 LLC ( + ) ( + ) ( + /-) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) (- /- ) ( + ) ( + /- )

em fase Leucêmica (LCM), as quais apresentaram
como característica imunofenotípica a expressão de an-
tígenos B relacionados (CD19 e CD22), além da ex-
pressão monoclonal de imunoglobulina de superfície
(κ ou λ light chain), bem como a ausência de antíge-
nos de células T e células NK (Tabela III).

Os casos de LLC caracterizaram-se pela forte expres-
são do CD5, juntamente com imunoglobulina de super-
fície (sIg) fracamente reagente nas células leucêmicas,
distinguindo-se imunofenotipicamente de outras
DLPC-B, que expressavam forte densidade antigênica
à sIg e reação ao CD5 fracamente positivo ou negativo.

Nos pacientes com HCL, observou-se reação nega-

Em todos os casos analisados foi
utilizado um controle de autofluo-
rescência inespecífica, com um
conjugado IgG marcado com fluo-
rocromos (Gama 1FICT/gama 2PE -
Becton Dickinson).

Para a análise das cadeias leves
(κ e λ), foi necessário uma lavagem
prévia da suspensão celular em
PBS à 37°C. Tal procedimento se faz
necessário para evitar a ligação do
AcMo com as imunoglobulinas pre-
sentes no soro, bem como de liga-
ções citofílicas do tipo inespecífi-
cas. Em tal procedimento, 100µL de
sangue total foi ressuspenso em
PBS e centrifugada a 1.500 rpm, por
5 minutos duas vezes consecutivas,
e só após este processo de lavagem,
houve a incubação com o anticor-
po específico (anti κ, λ)8,9.

A análise foi realizada em um
citômetro de fluxo (FACS-can da
Becton Dickinson, San-José - Ca,
USA), utilizando-se o programa Ly-
sis II. Foi feita uma aquisição de
10.000 eventos, levando-se em con-
ta os parâmetros Forward Scatter
(FSC) em escala linear que avalia o
tamanho celular, Side Scatter (SSC)
também em escala linear, o qual
avalia a complexidade e granulosi-
dade celular, além de FL1, FL2 e FL3
em escala logarítmica que detectam
a fluorescência verde, laranja e ver-
melha, ou seja, a reação antígeno
anticorpo conjugado ao FICT, PE e
PerCP, respectivamente.

As imunofenotipagens foram
consideradas positivas quando
mais que 25% de células leucêmi-
cas se ligaram aos AcMo. Os resul-
tados foram fornecidos na forma de
histogramas em percentagens da
população celular com reação po-
sitiva ou negativa, além da inten-
sidade de fluorescência.

DLC Doenças Linfoproliferativa Crônica
LLC Leucemia Linfóide Crônica
HCL Hairy Cell Leukemia
LPL Leucemia Pró-Linfocítica

LCM Linfoma de Células do Manto Leucemizado
+ Positivo

- Negativo
κκκκκ/λλλλλ Kappa/Lambda – cadeias leves das imunoglobulinas
IgH Cadeia Pesada das Imunoglobulinas
MW Macroglobulinemia de Waldenström

♣ CD38+/CD25+
♠ CD38+/CD25-

RESULTADOS

1) Imunofenotipagem
Dos pacientes analisados, 43 casos (86%) foram dia-

gnosticados como DLC de células B e 7 (14%) de célu-
las T.

As DLC de células B foram classificadas da seguin-
te forma: 35 casos foram diagnosticados como Leuce-
mia Linfocítica Crônica (LLC); 3 casos de Leucemia
Pró-Linfocítica B (LPL-B); 3 como leucemia das célu-
las pilosas ou Hairy Cell Leukemia (HCL); um caso
diagnosticado como Macroglobulinemia de Waldens-
tröm (MW) e um como linfoma de Células do Manto
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A) Histograma de espalhamento luminoso do tipo FSC e SSC, com gate  na região R1
(em destaque), correspondente à população linfóide; B) Dot Plot  mostrando dupla marca-
ção para controle de marcação inespecífica; C) Dot Plot  demonstrando reatividade ao
CD3 e negatividade ao CD19, D) Dot Plot  com dupla expressão ao CD3 e ao CD4; E) Dot
Plot  demonstrando reatividade ao CD3 e negatividade ao CD8 F) HLADR positivo G) Dot
Plot  demonstrando dupla expressão do CD25 e CD38; H) CD7 positivo; I) Imunoglobulina
de superfície negativa

TABELA IV
Características imunológicas dos pacientes com DLC-T

Nº Diag CD19 IgH κκκκκ/λλλλλ CD3 CD4 CD8 CD7 CD5 CD22 CD23 CD16/56 HLADR CD45/CD14

01 LPL ( - ) ( - ) ( -/- ) (+) ( - ) (+) (+) (+) ( - ) ( - ) (- /- ) (+) ( + /-)
02 LPL ( - ) ( - ) ( -/- ) (+) (+) ( - ) ( - ) (+) ( - ) ( - ) (- /- ) ( - ) ( +/- )
03 LPL ( - ) ( - ) ( -/- ) (+) (+) ( - ) (+) (+) ( - ) ( - ) (- /- ) ( - ) ( +/- )
04 LPL♠ ( - ) ( - ) ( -/- ) (+) (+) (+) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) (- /- ) ( - ) ( +/- )
05 ATL♣ ( - ) ( - ) ( -/- ) (+) (+) ( - ) (+) (+) ( - ) ( - ) (- /- ) (+) ( +/- )
06 LCTL♠( - ) ( - ) ( -/- ) (+) ( - ) (+) (+) (+) ( - ) ( - ) (- /- ) ( - ) ( +/- )
07 SS ( - ) ( - ) ( -/- ) (+) (+) ( - ) ( - ) (+) ( - ) ( - ) ( -/- ) ( - ) ( +/- )

HCL Hairy Cell Leukemia
DLC-T Doenças Linfoproliferativas Crônicas de Células T

Diag Diagnóstico
κκκκκ/λλλλλ Kappa / Lambda – cadeias leves das imunoglobulinas

+ Positivo
- Negativo

LPL Leucemia Pró-Linfocítica

LCTL Linfoma de Célula T leucemizado
ATL Leucemia de Célula T do Adulto
SS Síndrome de Sezary

IgH Cadeia Pesada das Imunoglobulinas
♠ CD25-/CD38+
♣ CD25+/CD38+

FIGURA 3
Características imunofenotípicas de um caso

de leucemia de células T do adulto

drome de Sezary (SS) e 1 caso de
leucemia de célula T do adulto
(ATL). Neste último, observou-se,
adicionalmente, reação fortemente
positiva ao CD25, CD38 e HLADR,
além da sororeatividade ao Vírus
Linfotrópico de Célula T Humana
ou Human T Cell Lymphotropic Ví-
rus (HTLV) (Tabela IV e Figura 3).

2) Características gerais
dos pacientes
Dos pacientes analisados, 27 ca-

sos (54%) eram do sexo masculino e
23 (46%) do sexo feminino. A faixa
etária da população em estudo va-
riou de 29 a 93 anos, sendo os indi-

tiva ao CD5 em todos os casos, aliada a uma reação
intensamente positiva a sIg, tendo sido também cons-
tatada positividade ao CD25 e ao CD38.

No indivíduo com LCM, observou-se um fenótipo
caracterizado por forte expressão do CD5, aliada a uma
forte marcação de sIg e negatividade ao CD23, possibi-
litando desta forma o diagnóstico diferencial com a LLC.

As DLC de células T, por sua vez, caracterizaram-
se pela expressão de antígenos T (CD3, CD5, CD7, CD4
e/ou CD8) e ausência de reação aos antígenos B ou de
células NK, sendo observado os seguintes subtipos imu-
nológicos: 4 casos de leucemia pró-linfocítica T (LPL-T),
um caso de linfoma T leucemizado (LTL), 1 caso de sín-

víduos mais acometidos os de 60 anos ou mais, indepen-
dente do sexo ou subtipo de doença (Tabela V).

3) Dados clínicos da população analisada
Em relação aos aspectos clínicos relacionados, ob-

servou-se a predominância de linfadenopatia, segui-
da pela esplenomegalia, hepatomegalia e anemia. A
trombocitopenia foi o dado clínico menos freqüente-
mente encontrado em todos os subtipos imunológicos
(Tabela VI).

4) Características hematológicas
da população analisada
Informações hematológicas referentes aos pacien-

tes encontram-se na Tabela VII, que consta de leuco-
metria, contagem de linfócitos, granulócitos e plaque-
tas, além da dosagem de hemoglobina e análise cito-
morfológica dos leucócitos.

A leucometria variou de 7.800 a 180.000/mm3, sen-
do observada leucometria superior a 20.000/mm3 na
maioria dos casos. A linfocitose com contagens superio-
res a 60%, mostrou-se presente em todos os casos, de-
monstrando desta forma, ser este achado um importan-
te marcador hematológico para estas neoplasias.

A contagem de granulócitos, por sua vez, manteve-
se abaixo dos limites de normalidade em todos os ca-
sos analisados.

Alterações citomorfológica dos leucócitos mais co-
mumente observadas na distensão sangüínea foram:
a presença de restos nucleares de linfócitos (sombra
nuclear de Grumprech) nos portadores de LLC, nú-
mero elevado de pró-linfócitos (>50%) nos casos de
LPL, presença de linfócitos pilosos nos pacientes com
HCL, presença de flower cells na ATL e linfócitos pleo-
mórficos com núcleo convolutos e de aspecto cerebri-
forme no paciente com SS.

DISCUSSÃO

As DLC com expressão leucêmica são neoplasias
hematológicas caracterizadas pela proliferação e acú-
mulo de linfócitos aparentemente maduros, com trans-
formação maligna, os quais envolvem principalmente
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TABELA V
Sexo e faixa etária dos pacientes estudados

DLC-T DLC-T
DLC

LLC-B LPL-B HCL LCM MW LPL-T LCTP ATL SS
Faixa Etária nº = 35 nº=03 nº =03 nº =01 nº =01 nº =04 nº =01 nº =01 nº =01
Homens nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%)

< 30 – 40 a 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (100) 00 ( - ) 00 ( - )
> 40 – 50 a 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (25,0) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - )
> 50 – 60 a 03 (08,6) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (25,0) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - )
> 60 a 15 (42,8) 02 (66,6) 01 (33,3) 01 (100) 00 ( - ) 01 (25,0) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (100)

Mulheres nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%)
< 30 – 40 a 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - )
> 40 – 50 a 01 (02,9) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (100) 00 ( - )
> 50 – 60 a 04 (11,4) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - )
> 60 a 12 (34,3) 01 (33,3) 02 (66,6) 00 ( - ) 01 (100) 01 (25,0) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - )

linfócitos B e mais raramente linfócitos T e células
NK1,3-6.

Essas doenças geralmente acometem pessoas com
idade superior a 50 anos, podendo ocasionalmente
ocorrer em adultos mais jovens, afetando mais ho-
mens que mulheres, na proporção de 2:1, que tende
a decrescer com o aumento da idade1,3-6, tendo sido
estas características observadas no presente estudo.

A imunofenotipagem através da citometria de flu-
xo é atualmente o meio de investigação mais utilizado
no estudo destas leucemias. Recursos tais como o em-
prego de anticorpos monoclonais conjugados a dife-
rentes tipos de fluorocromos, possibilitam a identifi-
cação de diferentes antígenos em uma única célula,
possibilitando uma melhor caracterização imunológi-
ca da população celular envolvida na leucemogêne-
se1-5,8-13.

Nas DLC de células B, o painel de AcMo deve dis-
tinguir essas doenças das alterações reativas (não clo-
nais), através da demonstração de monoclonalidade

pela expressão de cadeias leves das imunoglobulinas
(κ ou λ), na superfície celular ou no interior da mesma
(1-6,8). Desta forma, uma população de linfócitos B rea-
tiva deve conter uma mistura de células κ+ e λ+, ge-
ralmente na proporção de 2:1. Em uma linfocitose
maligna por sua vez, é observada uma população ex-
cedente expressando um único tipo de cadeia leve,
geralmente células κ+. Os achados do presente traba-
lho estão condizentes com este relato, onde dos 43 ca-
sos diagnosticado como DLC-B, 37 apresentaram um
fenótipo κ+ e apenas 6 expressaram a cadeia leve λ
das imunoglobulinas (Tabela III).

Relatos da literatura tem descrito a existência de
casos raros de DLC-B de natureza biclonal (constituí-
da por duas populações linfóides B uma κ+ e outra
λ+)9, não tendo sido detectado nenhum caso de DLC-B
biclonal no presente trabalho.

As DLC-T são neoplasias pós-tímicas caracterizan-
do-se, portanto, pelo fenótipo terminal deoxytidyl trans-
ferase (TdT) e CD1a negativos, aliado a positividade

DLC Doença Linfoproliferativa Crônica
LLC Leucemia Linfóide Crônica

LPL-B Leucemia Pró-Linfocítica B
HCL Hairy Cell Leukemia
MW Macroglobulinemia de Waldenström

LPL-T Leucemia Pró-Linfocítica T
LCTP Linfoma de Células T Periférico

ATL Leucemia de Célula T do Adulto
SS Síndrome de Sezary

LCM Linfoma de Células do Manto Leucemizado

nº Número total de casos testados
% Percentual dos casos estudados
a Anos de idade

TABELA VI
Dados clínicos dos pacientes estudados

DLC-T DLC-T
DLC

LLC-B LPL-B HCL LCM MW LPL-T LCTP ATL SS
Faixa Etária nº = 35 nº=03 nº =03 nº =01 nº =01 nº =04 nº =01 nº =01 nº =01
Linfoadenopatia nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%)
Presente 30 (85,7,) 03 (100) 03 (100) 01 (100) 01 (100) 03 (75,0) 01 (100) 01 (100) 00 ( - )
Ausente 05 (14,3) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (25,0) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (100)

Esplenomegalia nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%)
Presente 24 (68,6) 03 (100) 03 (100) 01 (100) 01 (100) 01 (25,0) 01 (100) 01 (100) 00 ( - )
Ausente 11 (31,4) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 03 (75,0) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (100)

Hepatomegalia nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%)
Presente 16 (45,7) 03 (100) 03 (100) 01 (100) 01 (100) 01 (25,0) 01 (100) 01 (100) 00 ( - )
Ausente 19 (54,3) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 03 (75,0) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (100)

Anemia nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%)
Presente 19 (54,3) 03 (100) 03 (100) 01 (100) 01 (100) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (100) 00 ( - )
Ausente 16 (45,3) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 04 (100) 01 (100) 00 ( - ) 01 (100)

Trombocitopenia nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%)

Presente 16 (45,7) 02 (66,7) 03 (100) 01 (100) 01 (100) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (100) 00 ( - )
Ausente 19 (54,3) 01 (33,3 ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 04 (100) 01 (100) 00 ( - ) 01 (100)

DLC Doença Linfoproliferativa Crônica
LLC Leucemia Linfóide Crônica

LPL-B Leucemia Pró-Linfocítica B
HCL Hairy Cell Leukemia

MW Macroglobulinemia de Waldenström
LPL-T Leucemia Pró-Linfocítica T
LCTP Linfoma de Células T Periférico

ATL Leucemia de Célula T do Adulto

SS Síndrome de Sezary
nº Número de casos
% Percentual de casos
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para um ou mais marcadores de células T1-6,26. Nestas
neoplasias, entretanto, a imunofenotipagem tem um
valor diagnóstico limitado, decorrente principalmente
do fato de não existir um marcador imunológico de
clonalidade para proliferação de células T e, portanto,
algumas alterações reativas (não clonais) de células T
podem exibir expressões antigênicas similares a uma
DLC-T. Esta dúvida é facilmente resolvida por análi-
ses moleculares utilizando a reação em cadeia da po-
limerase ou polymerase chain reaction (PCR) ou pelo
sowtern blotting1,2,4,17,26,27.

Entretanto, informações adicionais devem ser obser-
vadas através da expressão de fenótipos aberrantes tais
como: CD4+/CD8+, CD4-/CD8-, baixa densidade anti-
gênica do CD3, além de perdas de antígenos T, tais como
o CD2, CD3, CD5, e o CD74,26,27. Neste trabalho, obser-
vou-se uma aberração de fenótipo em alguns casos de
DLC–T tais como a presença de células CD4+/CD8+ em
um caso de LPL-T, perda de CD5 e CD7 em um caso de
LPL-T e SS, além da baixa densidade antigênica do CD3
na maioria dos casos (Tabela IV e Figura 5).

A LLC é tipicamente uma doença de idosos, a qual
se caracteriza por linfocitose persistente, sendo comum
em estágios mais avançados a presença de linfoade-
nopatia, hepatoesplenomegalia e, eventualmente, se-
vera deficiência funcional da medula óssea. A morfo-
logia celular é mais uniforme (monotonia celular), com
predomínio de células maduras de pequeno tamanho,
com núcleo de cromatina densa e citoplasma finamente

basofílico. Nestas leucemias, é observado ainda pe-
queno percentual de pro-linfócitos e restos nucleares
de linfócitos que se romperam na confecção da disten-
são sangüínea1,6,13,16.

Imunologicamente, as células leucêmicas da LLC
caracterizam-se pela expressão fracamente positiva de
sIgs de natureza monoclonal (κ+ ou λ+), reagindo
também com AcMo que identificam linfócitos B, tais
como: CD19, CD20, CD22 e CD23, caracterizando-se
também pela expressão aberrante do CD5, razão pela
qual este antígeno tem sido empregado como marca-
dor imunológico dessas leucemias, o qual, conjunta-
mente com o padrão de reatividade à sIg, possibilita o
diagnóstico diferencial entre a LLC e outras DLC-B
como a HCL e LPL-B que são CD5 negativas, além de
expressarem fortemente a sIg2,4,14-25,26.

No presente estudo, observou-se leucometria ele-
vada na maioria dos casos, estando a linfocitose per-
sistente (>60%) onipresente em todos os pacientes
analisados, os quais expressaram imunofenotipicamen-
te: CD19, CD22, CD23 e HLADR, aliado à expressão
aberrante do CD5, associada com uma reação fraca-
mente positiva a sIgs, possibilitando desta forma dis-
tinguir estas leucemias de outras DLC–B, tais como, a
LPL-B e a HCL. Nestes casos, vale a pena salientar a
importância da realização de dupla marcação (CD5+/
CD22+ ou CD5+/CD7-), descartando, desta forma, a
possibilidade de marcação de linfócitos T, conforme
podemos ver nas Figuras 4 e 6.

TABELA VII
Parâmetros Hematológicos dos casos estudados

DLC-B DLC-T

Perfil
DLC

LLC-B HCL LPL-B LCM MW LPL-T LCTP ATL SS
hematatológico nº = 35 nº=03 nº =03 nº =01 nº =01 nº =04 nº =01 nº =01 nº =01

L. (x 10 3/mm 3) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%)
≤ 10,0 – 20,0 07 (20,0) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (100) 01 (25,0) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - )
> 20,0 – 50,0 11 (31,4) 03 (100) 01 (33,3) 00 ( - ) 00 ( - ) 02 (50,0) 01 (100) 01 (100) 00 ( - )
> 50,0 – 100,0 10 (28,6) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 02 (25,0) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - )
> 100,0 07 (20,0) 00 ( - ) 02 (66,7) 01 (100) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (100)
Linf. (%) nº (%) nº (%) ♦ nº (%)♥ nº (%) nº (%) nº (%) ♥ nº (%) nº (%)♣ nº (%)♠
≤ 50 – 60 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - )
> 61 – 70 02 (05,7) 00 ( - ) 01 (33,3) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (100) 00 ( - )
> 71 – 80 15 (42,9) 01 (33,3) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 02 (66,7) 01 (100) 00 ( - ) 00 ( - )
> 80 18 (51,4) 02 (66,7) 02 (66,7) 01 (100) 01 (100) 01 (33,3) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (100)
Linf. (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%)
≥ 05 – 20 19 (54,3) 01 (33,3) 03 (100) 01 (100) 01 (100) 01 (50,0) 01 (100) 00 ( - ) 01 (100)
> 20 – 40 16 (45,7) 02 (66,7) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (50,0) 00 ( - ) 01 (100) 00 ( - )
> 40 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - )
P. (x103/mm 3) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%)
< 150,0 16 (45,7) 03 (100) 03 (100) 00 ( - ) 01 (100) 02 (66,7) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - )
≥ 150 19 (54,3) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (100) 00 ( - ) 01 (33,3) 01 (50,0) 01 (100) 01 (100)
Hb (H) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%)
< 13,0 g/dl 08 (22,8) 01 (33,3) 02 (66,7) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (100)
≥ 13,0 g/dl 10 (28,6) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (100) 00 ( - ) 03 (100) 01 (100) 00 ( - ) 00 ( - )
Hb (M) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%) nº (%)
< 11,5 g/dl 10 (28,6) 02 (66,7) 01 (33,3) 00 ( - ) 01 (100) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - )
≥ 11,5 g/dl 07 (20,0) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 00 ( - ) 01 (100) 00 ( - )

DLC Doença Linfoproliferativa Crônica
P. Hemat. Parâmetros Hematológicos

LLC Leucemia Linfóide Crônica
LPL-B Leucemia Pró-Linfocítica B

HCL Hairy Cell Leukemia
LCM Linfoma de Células do Manto
MW Macroglobulinemia de Waldenström

LPL-T Leucemia Pró-Linfocítica T
ATL Leucemia de Célula T do Adulto

LCTP Linfoma de Células T Periférico
SS Síndrome de Sezary

H Homem
M Mulher
L. Contagem de Leucócitos

Linf. Contagem de Linfócitos
Gran. Contagem de Granulócitos

P. Contagem de Plaquetas
Hb Dosagem de Hemoglobina

nº Número de casos
% Percentual
© Pró-linfócitos > 50%
♦ Linfócitos pilosos
♣ Flower cells
♠ Linfócitos pleomórficos com núcleo convoluto
nº Número de casos
% Percentual
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A) Histograma de espalhamento luminoso do tipo FSC e SSC, com gate na região R1 (em
destaque), correspondente à população linfóide; B) Dot plot  mostrando dupla marcação com
Controle de marcação inespecífica; C) Dot Plot  demonstrando dupla marcação com forte ex-
pressão do CD19 e negatividade ao CD3, D) Baixa intensidade de expressão da cadeia pesada
das imunoglobulinas; E e F) Expressão da cadeia leve kappa e negatividade de cadeia lambda
(monoclonalidade) G) Dot Plot  demonstrando dupla marcação com forte expressão do CD5 e
negatividade ao CD7; H) Dot Plot  demonstrando dupla marcação com forte expressão ao HLADR
e negatividade ao CD3; I) Dot Plot  demonstrando dupla positividade ao CD22 e ao CD23

A LPL é caracterizada por uma leucometria eleva-
da, esplenomegalia volumosa e linfoadenopatia. A cé-
lula leucêmica predominante é o pró-linfócito com con-
tagens superiores a 50% (usualmente maior que 70%),
sendo células com núcleo redondo, apresentando um
nucléolo proeminente de cromatina moderadamente
condensada1. Imunologicamente estas leucemias po-
dem ser do tipo B ou T. As LPL-B caracterizam-se por
expressão fortemente positiva para sIgs e reação ne-
gativa ao CD5 ou fracamente positiva na maioria
dos casos, reagindo também com AcMo que identifi-
cam células B tais como o CD19, CD20, CD21, CD22 e
CD23 dentre outros1,3,4,26.

Cerca da metade dos casos de LPL-T apresentam
característica morfológica semelhante a LPL-B, entre-
tanto, o formato nuclear pode ser mais irregular, po-
dendo, em alguns pacientes, as células leucêmicas
serem menores, apresentando também uma maior re-
lação núcleo/citoplasma. O fenótipo mais comum é
CD2, CD3, CD5, CD7, CD4 positivo e CD8 negativo,
sendo mais raramente observado células CD4-/CD8+
ou células duplamente positivas (CD4+/CD8+)1,27.

A principal característica morfológica da HCL é a
presença de células linfóides com projeções citoplas-
máticas pilosas e irregulares (linfócitos pilosos ou hai-
ry cells). São usualmente indivíduos pancitopênicos,
cursando com esplenomegalia acentuada e linfoade-
nopatia moderada. A medula óssea encontra-se geral-
mente infiltrada, apresentando nestes casos, fibrose,
dificultando desta forma a realização do aspirado1,26.

FIGURA 4
Características imunofenotípicas

de um caso de leucemia linfocítica crônica

FIGURA 5
Características imunofenotípicas de um caso de

leucemia pró-linfocítica de células T

A) Histograma de espalhamento luminoso do tipo FSC e SSC, com gate na região R1 (em
destaque), correspondente à população linfóide; B) Dot plot  mostrando dupla marcação de
controle de marcação inespecífica; C) Dot Plot  demonstrando forte expressão do CD45 e
negatividade ao CD14, D) Dot Plot  demonstrando positividade fraca ao CD3 e negatividade
ao CD19; E) Dot Plot  exibindo dupla reatividade ao CD4 e ao CD8; F) Dot Plot  exibindo dupla
marcação para o CD5 e CD7 G) Dot Plot  demonstrando dupla negatividade ao CD22 e ao
CD23; H) Dot Plot  demonstrando exibindo reatividade ao CD3 e negatividade ao CD16;
I) HLADR negativo

A) Histograma de espalhamento luminoso do tipo FSC e SSC, com gate na região R1 (em
destaque), correspondente à população linfóide; B) Dot plot  mostrando dupla marcação de
controle de marcação inespecífica; C) Dot Plot  demonstrando forte expressão do CD19 e
negatividade ao CD3, D) Dot Plot  demonstrando reação negativa ao CD5 e ao CD7; E) Dot Plot
demonstrando com reação negativa ao CD16 e ao CD3; F) Dot Plot  demonstrando com reação
negativa ao CD3 e reatividade ao HLADR; G) Imunoglobulina de superfície com elevada ex-
pressão antigênica; H) Reação negativa para cadeia leve lambda das imunoglobulinas; I) Reação
positiva para cadeia leve kappa das imunoglobulinas com forte expressão antigênica

FIGURA 6
Características imunofenotípicas de um caso de

leucemia pró-linfocítica de células B
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Imunologicamente as células leucêmicas da HCL ex-
pressam altos níveis de sIgs monoclonal, sendo tam-
bém fortemente reativas ao CD19, CD22, CD25, e ao
HLADR e negativas ao CD51,4,26, sendo o seu marca-
dor mais específico o CD103, o qual não foi testado
nas amostras do presente trabalho.

Como o próprio nome sugere, o linfoma esplênico
de células vilosas (LELV) é um linfoma predominan-
temente esplênico, com linfoadenopatia moderada. A
contagem de leucócitos circulantes varia de normal a
ligeiramente elevado às custas de linfócitos anormais,
com núcleo de forma ovalado ou circular, cromatina
levemente condensada exibindo um pequeno nucléo-
lo. O volume do citoplasma é variável, moderadamen-
te basofílico, com pequenas projeções vilosas, locali-
zadas em um ou em ambos os pólos da célula. A imu-
nofenotipagem revela um fenótipo de célula B madu-
ra, com expressão de CD19, CD20, CD22 e CD23, alia-
da à forte expressão de sIg, sendo negativo ao CD5,
CD25 e CD381,3,6-10,28,30, não tendo sido detectado ne-
nhum casos de LELV no presente artigo.

A macroglobulinemia de Waldenström (MW) con-
siste em uma proliferação monoclonal de células lin-
fóides B secretoras de imunoglobulina do tipo M (IgM),
apresentando características imunofenotípicas inter-
mediárias entre a LLC e LCP, com positividade ao
CD19, CD22, sIgM, cIgM e CD38, apresentando tam-
bém altos níveis de IgM no soro1,28.

A morfologia celular da leucemia de linfócitos gran-
des e granulares (LGL) é caracterizada pela presença
de grandes linfócitos de citoplasma abundante, leve-
mente basofílico com um pequeno número de grânu-
los azurófilos e núcleo redondo ou ovalado e ligeira-
mente excêntrico. A imunofenotipagem destas leuce-
mias se caracteriza pela reatividade ao CD3, CD5, CD7
e CD8 nos casos T e reatividade ao CD16 e CD56 nos
casos de LGL de células NK1,2-5,26, não sendo detecta-
do nenhum caso de LGL no presente artigo.

A síndrome de Sezary (SS) cursa com linfócitos com
contorno nuclear irregular e de aspecto cerebriforme.
Imunologicamente, estes linfócitos são CD2+, CD3+,
CD4+, CD5+, sendo negativo ao CD7 e ao CD81,3,27, ten-
do sido diagnosticado 1 caso de SS no presente trabalho.

A ATL é uma DLC de células T, resultante de uma
expansão clonal de linfócitos maduros que sofreram
transformação neoplásica após infecção pelo retroví-
rus HTLV-I. A doença pode se apresentar como linfo-
ma ou uma fase leucêmica, a qual, geralmente apre-
senta um curso clínico muito agressivo28. Os sinais clí-
nicos da doença na fase leucêmica são: linfoadenopa-
tia, hipercalcemia, hepatoesplenomegalia e elevada
leucometria às custas de células linfóides que apre-
sentam núcleo com contorno irregular (flower cells). A
imunofenotipagem mostra um fenótipo de células T
com reatividade ao CD2, CD3, CD4, CD25, CD38 e
negatividade ao CD81-3,28,30.

Estudos imunológicos e/ou histopatológicos indi-
cam que o LCM se origina de região da zona do man-
to dos linfonodos secundários. Este linfoma acomete
principalmente indivíduos do sexo masculino, na pro-
porção de 2:1, sendo mais observado em indivíduos

na sexta década de vida, cursando com linfoadenopa-
tia, esplenomegalia e freqüentemente com infiltração
da medula óssea6,31.

Em sua fase leucêmica, o linfoma de células do
manto (LCM), apresenta dificuldade de diagnóstico
diferencial com a LLC, em razão da expressão do antí-
geno CD5 ser observado também no LCM. Entretan-
to, o fato de na LCM os linfócitos expressarem o antí-
geno CD20 e sIg (em geral IgM) com forte intensida-
de, aliada à ausência do CD23, permite o diagnóstico
diferencial com a LLC30,31, fato este observado no pre-
sente trabalho.

As características clínicas dos portadores de linfo-
ma folicular (LF) em sua fase leucêmica são semelhan-
tes às observadas na LLC, cursando com linfadenopa-
tia e esplenomegalia, a qual se torna volumosa nos
indivíduos com leucometria elevada1. Imunologica-
mente os linfócitos do LF, são mais maduros que os da
LLC, pois expressam em sua superfície, forte densida-
de antigênica do CD22 e sIg. Neste linfoma, entretan-
to, as características imunológicas mais marcantes são:
a ausência do antígeno CD5 e forte expressão do CD10,
não tendo sido observado nenhum caso de LF nas
amostras analisadas do presente trabalho.

Adicionalmente, marcadores genéticos determina-
dos pela PCR podem ser utilizados no diagnóstico di-
ferencial do LCM e LF. Em aproximadamente 80-90%
dos casos de LCM é detectado a translocação (11;14)
(q13; q34) envolvendo o lócus Ig do cromossomo 14 e
o lócus bcl-1, ou PRAD 1 localizado no cromossomo
11, este lócus codifica a ciclina D1 um protooncogene
envolvido na regulação do ciclo celular2,6,31,32. O LF,
por sua vez, apresenta como marcador molecular a
translocação (14; 18)1,2,6,33-35.

Finalizando, é importante ressaltar a importância
dos dados hematológicos nestas neoplasias, destacan-
do-se a presença de linfocitose persistente em todos
os casos, a qual, aliada a uma análise citomorfológica
cuidadosa e a imunofenotipagem celular, contribuíram
para o diagnóstico e caracterização dos subtipos des-
tas neoplasias.

CONCLUSÕES
1) O emprego do painel de AcMo mostrou-se útil

no diagnóstico e classificação imunológica das DLC.
2) O painel de AcMo utilizado, aliado a uma análi-

se citomorfológica criteriosa, mostraram-se adequados
no diagnóstico e caracterização dos diferentes subti-
pos imunológicos destas neoplasias.

3) A caracterização imunológica da LLC não ofere-
ceu dificuldades mesmo em casos com leucometria
pouco elevada, devido ao seu fenótipo característico
como a reação positiva ao CD19; CD22; CD23; e HLA-
DR, aliadas à expressão aberrante do CD5 e da imu-
noglobulina monoclonal fracamente positiva.
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RESUMO – A eliminação de cálculo renal de forma espontânea, através de processos cirúrgicos ou pela lito-
tripsia pode ser o inicio e não o fim de uma doença calculosa renal. Para a prevenção desta doença é importan-
te a realização de um estudo metabólico da litíase renal para tentar elucidar os mecanismos fisiopatogênicos
responsáveis pela formação de cálculos renais. Este trabalho apresenta o resultado de um estudo realizado no
Laboratório de Ensino e Pesquisa em Análises Clínicas (LEPAC) da Universidade Estadual de Maringá em 34
pacientes ( X = 36 anos) com cálculo renal atendidos nos anos de 1999/2000. Os principais distúrbios metabó-
licos encontrados foram hipernatriúria, alterações no pH urinário, hipocitratúria, hipercalciúria e hiperfosfa-
túria. Este estudo revelou também que a ingesta hídrica é deficiente pois 76,5% dos pacientes apresentaram
um volume urinário de 24 horas < 2L e, em 52% o índice de massa corporal (IMC) foi maior que o normal
indicando a presença de sedentarismo e/ou dieta inadequada. Concluiu-se que a freqüência na formação de
novos cálculos pode ser diminuída através de um tratamento baseado no resultado de uma investigação meta-
bólica; entretanto, há também necessidade de mudança no estilo de vida e nos hábitos alimentares.

PALAVRAS-CHAVE – Cálculo renal, estudo metabólico, prevenção.

SUMMARY – The elimination of renal stone in a spontaneous way, through surgical processes or for the lithotrip-
sy can be the beginning of a stone disease but not its end. To prevent this disease it is important to realize a
metabolic study of nephrolithiasis in order you can try to elucidate the pathophysiological mechanisms of renal
stone formation. This work presents the result of a study accomplished at the Laboratório de Ensino e Pesquisa
em Análises Clínicas (LEPAC) of the Universidade Estadual de Maringá envolving 34 patients ( X = 36 years)
with nephrolithiasis assisted in the years of 1999/2000. The most frequent metabolic disturbances were hyper-
natriuria, alterations in the urinary pH, hypocitraturia, hypercalciuria and hyperphosphaturia. This study also
revealed that the fluid intake is deficient because 76,5% of the patients presented an urinary volume of 24 hours
< 2L and , in 52% the body mass index (BMI) was larger than the average indicating the presence of sedentary
life and/or inadequate diet. We can conclude that the frequency in the formation of new stones can be reduced
with a treatment based on the result of a metabolic investigation; however, it is important to change the lifestyle
and the dietary habits.

KEYWORDS – Renal stone, metabolic study, stone prevention.

INTRODUÇÃO

A eliminação de cálculo renal de forma espontânea
através de processos cirúrgicos ou pela litotripsia

pode ser o início e não o fim de uma doença calculosa
renal. Estima-se que no Brasil esta patologia afeta 4 a
5% da população geral, aparecendo principalmente na
faixa etária entre 20 e 30 anos e com recorrência mui-
to elevada. Se medidas preventivas não forem adota-
das cerca de 50% dos pacientes voltarão a formar no-
vos cálculos dentro de 3 a 4 anos e 100% num período
de 25 anos (6). Para a prevenção desta doença é im-
portante a realização de um estudo metabólico da litía-
se renal para tentar elucidar os mecanismos fisiopato-
gênicos responsáveis pela formação de cálculos renais.
Este trabalho apresenta o resultado de um estudo rea-
lizado no Laboratório de Ensino e Pesquisa em Análi-
ses Clínicas (LEPAC) da Universidade Estadual de Ma-
ringá em 34 pacientes ( X =  36 anos) com cálculo re-
nal atendidos nos anos de 1999/2000.

MATERIAL E MÉTODOS

O estudo metabólico da litíase renal foi realizado
em 18 indivíduos do sexo masculino (6 a 76 anos) e 16
do sexo feminino (13 a 57 anos) com cálculo renal. A
avaliação laboratorial obedeceu o protocolo apresen-
tado no Quadro 1.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Diversos fatores estão envolvidos na gênese da litía-
se renal tais como, fatores ambientais ou epidemioló-
gicos (idade, sexo, hereditariedade, atividade fisica,
ocupação, clima, dieta), estados de hiperexcreção uri-
nária (cálcio, ácido úrico, oxalato, cistina, sódio), anor-
malidades no pH urinário e deficiência de inibidores
da cristalização8.

A Figura 1 mostra o resultado do estudo metabóli-
co realizado no LEPAC em 34 pacientes ( X = 36 anos)
com cálculo renal atendidos nos anos de 1999/2000.

A Figura 2 apresenta o resultado da medida do vo-
lume de urina de 24 horas de 34 pacientes com cálcu-
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lo renal. Podemos observar que 72,2% dos indivíduos
do sexo masculino e 87,5% do sexo feminino apresen-
taram um volume urinário de 24 horas < 2L. O risco
na formação de cálculos é elevado com um volume
urinário inferior a 1 L/dia, sendo que este risco dimi-
nui quando o volume for maior que 2 L/dia1. A inges-
tão de líquidos é a modificação mais importante para
todos os pacientes que tem cálculo sendo também a
única recomendação que é aplicável a todas as formas
de nefrolitíase independente da causa1,4.

A presença de hipernatriúria em 61% dos homens
e 44% das mulheres indica que a ingestão de sal está
muito elevada. O sódio pode contribuir para a forma-
ção de cálculo renal através de vários mecanismos
tais como, aumento na excreção de cálcio, diminui-
ção na solubilidade do ácido úrico, aumento na ex-
creção de cistina e redução no citrato urinário4,7.

Goldfarb3 sugeriu que indivíduos com nefrolitíase
são mais sensíveis ao efeito hipercalciúrico do sódio
dietético. A hipernatriúria também contribui para a
hipocitratúria. A ingestão elevada de sódio afeta indi-
retamente a excreção urinária de citrato pois diminui
os níveis de aldosterona no soro. A aldosterona é uma
indutora da enzima citrato-sintetase na mitocôndria
da célula renal. Portanto, sua diminuição leva a um
decréscimo da síntese de citrato que é compensado
pelo aumento na reabsorção tubular do mesmo2,5.

Neste trabalho a hipernatriúria apresentou-se as-
sociada principalmente com hipercalciúria (29% nas
mulheres e 9% nos homens) e com hipocitratúria (14%
nas mulheres e 45% nos homens).

A detecção de hipernatriúria no estudo metabólico
é importante pois pequenas mudanças na ingestão de
sódio podem provocar alterações significativas na ex-
creção e na solubilidade urinária de substâncias lito-
gênicas e assim diminuir a recorrência na formação
de novos cálculos.

O citrato é um inibidor importante na formação de
cálculos devido a sua capacidade de ligação com o
cálcio diminuindo-se a quantidade de cálcio livre que
poderia formar complexos com o oxalato e fosfato . O
citrato também impede o crescimento de cristais de
cálcio já formados. É um ácido tricarboxílico que faz
parte do Ciclo de Krebs, sendo livremente filtrado e
excretado pelo rim2,5,8. A hipocitratúria foi detectada
em 56% dos homens e 19% das mulheres. A avaliação
do citrato urinário é importante devido a possibilida-
de de intervenção terapêutica através da administra-
ção exógena deste agente.

Uma entrevista e um inquérito alimentar realiza-
dos em parte desta população investigada revelaram
alguns dados: início médio dos sintomas aos 26 anos
tanto nos homens como nas mulheres e antecedentes

familiares freqüentes (45% nos homens e 75% nas
mulheres). O índice de massa corporal (IMC) foi
maior que o normal em 61% dos homens e 40% das
mulheres indicando a presença de sedentarismo e/ou
dieta inadequada. O inquérito alimentar revelou uma
dieta com pouco líquido e geralmente na forma de re-
frigerantes.

Concluiu-se que a freqüência na formação de no-
vos cálculos pode ser diminuída através de um trata-
mento baseado no resultado de uma investigação me-
tabólica; entretanto há necessidade de mudança no
estilo de vida e nos hábitos alimentares.

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

1. Borghi, L.; Meschi, T.; Schianchi, T. et al. Urine volume: stone risk factor
and preventive measure. Nephron 81(suppl 1): 31-37, 1999.

2. Cunha, M. A.; Heilberg, I. P. & Schor, N.  Citrato. In Schor, N. & Heilberg, I.
P. Calculose renal. Fisiopatologia, diagnóstico, tratamento. Sarvier, São Paulo,
1995. p 26-28.

3. Goldfarb, S.  Dietary factors in the pathogenesis and prophilaxis of calcium
nephrolithiasis. Kidney Int. 34: 544-555, 1988.

4. Martini, L.A.; Heilberg, I. P. & Schor, N.  Papel dos fatores dietéticos na
litogênese. In Schor, N. & Heilberg, I.P.  Calculose renal. Fisiopatologia, di-
agnóstico, tratamento. Sarvier, São Paulo, 1995. p 31-36.

5. Rebelo, M. A. P.  Hipocitratúria. In Schor, N. & Heilberg, I. P.  Calculose renal.
Fisiopatologia, diagnóstico, tratamento. Sarvier, São Paulo, 1995. p 105-113.

6. Sakuno, M. L. D.; Akimoto, L. S.; Mereles, E. A .L. et al.  Contribuição do
laboratório de análises clínicas no diagnóstico metabólico da litíase renal.
Rev. Bras. Anál. Clín. 26(3): 77-80, 1994.

7. Sakuno, M. L. D. & Yassuda Filho, P.  Hipernatriúria e cálculo renal. Laes &
Haes 124(2):152-154, 2000.

8. Schor, N. & Heilberg, I. P.  Fisiopatologia dos inibidores e agregadores da
litogênese. In Schor, N. & Heilberg, I. P.  Calculose renal. Fisiopatologia, di-
agnóstico, tratamento. Sarvier, São Paulo, 1995. p 14-16.

Endereço para correspondência:
Marlene Leiko Doi Sakuno
Av. XV de Novembro, 89 - Maringá - PR - 87013-230
E-mail: sakuno@onda.com.br

1. Hipercalciúria 2. Hipernatriúria 3. Hiperuricosúria
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7. Alterações no pH urinário 8. Sem alteração metabólica

FIGURA 2
Medida do volume de urina de 24 horas em 18 homens

e 16 mulheres com cálculo renal

FIGURA 1
Resultado do estudo metabólico da litíase renal realizado

em 18 homens e 16 mulheres com cálculo renal

QUADRO 1
Estudo metabólico da litíase renal

1. Urina I

2. Urocultura com antibiograma

3. pH urinário com 12 horas de restrição hídrica

4. Duas urinas de 24 horas:
• volume
• cálcio, fósforo, ácido úrico, sódio, cistina, creatinina, citrato, magnésio

5. Sangue em jejum de 12 horas:
• cálcio, fósforo, ácido úrico, creatinina

6. Prova de sobrecarga oral de cálcio (quando solicitado)
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RESUMO – A presença de sangue sob as formas de hematúria e hemoglobinúria tem causado sérios problemas na
prática diária, muitas vezes em virtude da não observância de alguns eventos que podem alterar significativamen-
te o resultado laboratorial e a interpretação clínica da análise. Este trabalho tem por objetivo fornecer algumas
informações acerca dos cuidados preliminares relacionados com a coleta adequada da urina, adoção de procedi-
mentos técnicos padronizados no sentido de otimizar o resultado da análise e interpretação clínica da hematúria,
hemoglobinúria e mioglobinúria verdadeiras. Com freqüência, durante a análise da urina, utilizando tiras reati-
vas, é possível encontrar situações em que há hematúria na sedimentoscopia sem hemoglobinúria e presença de
hemoglobina com ausência de hemácias no sedimento urinário. Portanto, a hemoglobinúria não está obrigatoria-
mente condicionada à presença de hemácias visíveis ao microscópio. Isto significa que não se deve acrescentar
hemácias à descrição do sedimento urinário para justificar o quadro de hemoglobinúria. A confiabilidade do resul-
tado está na dependência das patologias associadas, alterações físico-químicas, coleta, transporte, processamento
e análise adequados da amostra. Além do mais e de extrema importância, a anamnese e o exame físico do paciente
devem ser relacionados cuidadosamente com o resultado laboratorial para que, sem nenhuma dúvida, seja firma-
do o diagnóstico e prescrita a conduta terapêutica acertada.

PALAVRAS-CHAVE – Hematúria, hemoglobinúria, mioglobinúria.

SUMMARY – – – – – The presence of blood under the hematuria and hemoglobinuria forms has been causing serious prob-
lems in the daily practice, a lot of times by virtue of the non observance of some events that can alter the laboratorial
result and the clinical interpretation of the analysis significantly. This work has the objective to supply some infor-
mation about of the preliminary cares related with the adapted collection of the urine, adoption of procedures aiming
at the result of the analysis and clinical interpretation of the hematuria and true hemoglobinuria. Frequently, during
the analysis of the urine, it is possible to find situations which there is hematuria in the microscopic examination
without hemoglobinuria while in the strips of reaction and hemoglobin presence observed in the strips reaction with
red blood cells absence in the urinary sediment. Therefore, the hemoglobinúria is not compulsory conditioned to the
presence of visible red blood cells to the microscope. This means that it should not be increase red blood cells to the
description of the urinary sediment to justify the hemoglobinuria. The reliability of the result is in the dependence of
the related pathologies, alterations physical-chemistries and it collects, transport, processing and adequate of the
sample analysis. Besides and of extreme importance, the anamnese and the patients physical assesment should be
related carefully with the laboratorial result so that, without any doubt, the diagnosis will be asserted and the right
therapeutic conduct will be prescribed.

KEYWORDS – Hematuria, hemoglobinuria, mioglobinuria.

INTRODUÇÃO

Hematúria , hemoglobinúria e mioglobinúria

O achado de hematúria ou de hemoglobinúria é de
grande importância clínica, mas deve ser avalia-

do com cautela, pois pode estar associado ou não a
numerosos quadros patológicos. A presença de san-
gue na urina pode ser detectada sob duas formas: he-

mácias íntegras (hematúria) ou hemoglobina, produto
da lise dos eritrócitos (hemoglobinúria). A hematúria
verdadeira produz urina vermelha e turva enquanto
que a hemoglobinúria e a mioglobinúria provocam o
aparecimento de urina vermelha e límpida1,2,3.

A confiabilidade do resultado laboratorial no que
diz respeito à identificação segura da hematúria e he-
moglobinúria é dependente da qualidade da amostra
analisada e da forma como são descritos os elementos
observados nas pesquisas bioquímicas e na sedimen-
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toscopia. A padronização de procedimentos técnicos e
descrição destes achados foi sugerida por Melo e cols.4.
Os autores propuseram um modelo de padronização
para o exame sumário de urina no sentido de eliminar
ou pelo menos minimizar os problemas relacionados
com a forma de transcrição e a interpretação dos re-
sultados.

É de suma importância que o clínico estabeleça com
segurança o diagnóstico diferencial entre hematúria,
hemoglobinúria e mioglobinúria verdadeiras, pois, as
etiopatogenias de cada uma delas são inteiramente di-
versas, assim como as condutas terapêuticas a serem
adotadas5. Devemos assinalar que um mesmo pacien-
te poderá ser portador de todas estas ocorrências ne-
cessitando portanto de um diagnóstico diferencial ine-
quívoco.

Em amostras clínicas recentemente emitidas e de-
pendendo da quantidade (até 5 hemácias por campo
em média com Obj. 40x), o sedimento urinário eviden-
ciará a presença de eritrócitos, porém as tiras reativas
não detectam hemoglobina produzida por distúrbios
hemolíticos, lise das hemácias no trato urinário1 ou
coleta inadequada, demora no transporte e processa-
mento do material, possivelmente por falta de maior
sensibilidade.

Com o objetivo de esclarecer dúvidas ocorridas com
freqüência na rotina do laboratório no que se refere à
presença de sangue na urina, algumas informações
serão descritas abaixo:

Hematúria sem hemoglobinúria

Em nossa casuística, ao longo de mais de duas dé-
cadas, com urina recentemente coletada, a hemoglo-
binúria não foi demonstrada pelas tiras reativas na
presença de até 10 hemácias bem preservadas por
campo em média, pois, em virtude da integridade da
membrana, o conteúdo hemoglobínico está confinado
no citoplasma do eritrócito.

Este quadro é característico de patologias que pro-
vocam hemorragias agudas e recentes tais como: cál-
culos renais, doenças glomerulares, pielonefrites, tu-
mores, traumas, medicamentos (anticoagulantes, pe-
nicilinas, cefalosporinas, ciclofosfamida)

A hematúria sem hemoglobinúria também pode ser
detectada em qualquer transtorno hematológico como
leucemias, trombocitopenias, deficiência de fatores da
coagulação, anemia falciforme e em pessoas saudá-
veis, após exposição a produtos químicos tóxicos e
exercícios físicos intensos1,2,3.

A superfície rugosa de alguns tipos de cálculos re-
nais causa lesão tissular pequena ou moderada, du-
rante o trajeto através do sistema genitourinário, le-
vando ao aparecimento de hemácias bem preservadas
na urina. A formação e deposição de imunocomple-
xos, com a presença de anticorpos circulantes, cau-
sam efeitos deletérios na integridade da membrana
glomerular liberando hemácias íntegras na urina6.

 O uso de penicilinas e cefalosporinas pode origi-
nar quadros de nefrite intersticial aguda e cistite he-

morrágica, que se manifestam com hematúria7,8. Os
eritrócitos presentes na urina devido a atividade física
excessiva, cujo mecanismo ainda é desconhecido, são
oriundos da bexiga3. Deve-se lembrar que a hematú-
ria não patológica pode ser observada nos períodos
inicial e final da menstruação.

Independentemente das contestações existentes, o
exame do sedimento urinário é um auxiliar valioso no
diagnóstico de diversas patologias. Trabalhos recen-
tes demonstram que a identificação morfológica das
hemácias tem grande importância na diferenciação das
hematúrias do trato urinário.

Determinar o sítio do sangramento urinário tem sido
um desafio para os médicos desde a antigüidade. Os
primeiros estudos relacionados com o exame da mor-
fologia dos eritrócitos foram descritos por Birch e Fair-
ley9,10. Através da microscopia de contraste de fase foi
possível diferenciar as hematúrias glomerulares das
não-glomerulares com base no tamanho e na forma
das hemácias.

Na hematúria glomerular as hemácias apresentam
diversas anormalidades morfológicas e são denomi-
nadas hemácias dismórficas, fenômeno conhecido
como dismorfismo eritrocitário. As hemácias dismór-
ficas se caracterizam por possuir distorções, fragmen-
tações e protusões da membrana. Sua presença decor-
re principalmente de sangramentos glomerulares. Por
outro lado, as hemácias eumórficas, predominantes
nas hemorragias não-glomerulares, uniformes em ta-
manho, são semelhantes às que normalmente existem
na circulação sangüínea1,11.

Hemoglobinúria sem hematúria

A hemoglobinúria sem hematúria ocorre devido a
existência de hemoglobina livre filtrada pelos glomé-
rulos, resultante da hemólise intravascular ou quan-
do os eritrócitos intactos entram na urina através do
glomérulo e sofrem lise no trato urinário.

No entanto, é importante que o quadro acima des-
crito seja interpretado com segurança, vez que a he-
moglobinúria sem hematúria pode ser observada sob
dois aspectos:

Hemoglobinúria verdadeira
A reação positiva para hemoglobina, freqüentemen-

te encontrada na rotina do setor de uroanálise e evi-
denciada nas tiras reativas, não indica necessariamente
que serão encontradas hemácias no sedimento uriná-
rio. A hemólise intravascular ocorre quando os eritró-
citos normais são lesados por fixação do complemento
às hemácias, injúrias mecânicas e fatores exógenos tó-
xicos, sendo o quadro que melhor caracteriza o acha-
do supra descrito.

 As principais causas da verdadeira hemoglobinú-
ria incluem: anemias hemolíticas autoimunes e por
fármacos, transfusões sangüíneas incompatíveis, in-
fecções bacterianas e parasitárias, válvulas cardíacas
artificiais, queimaduras graves e picadas de animais
peçonhentos1,2.
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Em condições normais, a filtração glomerular da
hemoglobina não acontece em virtude da formação
de complexos com a haptoglobina na corrente circu-
latória. Porém, quando a concentração de hemoglo-
bina livre ultrapassa a da haptoglobina, parte daque-
la será eliminada na urina como ocorre nas situações
acima referidas.

Falsa hemoglobinúria

Podemos afirmar com segurança que a boa quali-
dade de qualquer material destinado à análise labora-
torial é de fundamental importância para a obtenção
de resultados confiáveis. A urina, particularmente em
virtude de sua fragilidade físico-química, deve ser tra-
tada com maiores cuidados, desde a coleta até a análi-
se, no sentido de preservar os seus constituintes. Não
esquecer que a importância clínica da análise labora-
torial é tanto maior quanto mais bem preservados es-
tiverem os componentes da amostra.

 As principais causas do aparecimento de falsas
hemoglobinúrias são: coleta do material (frascos ina-
dequados e falta de instruções escritas ou verbais),
demora no transporte do material enviado ao labora-
tório, no processamento (homogeneização e centrifu-
gação), análise da amostra e contaminação menstrual.
Além destas, podemos citar a presença de peroxidases
de vegetais, enzimas bacterianas, urinas hipotônicas
e agentes oxidantes no frasco coletor.

As alterações verificadas em urinas coletadas, ar-
mazenadas, transportadas, processadas e conseqüen-
temente analisadas erroneamente, são bastante conhe-
cidas:

a) aumento de pH, nitrito, bactérias, esterase leu-
cocitária e turvação

b) desintegração de hemácias, leucócitos, cilindros
e alguns cristais

c) diminuição de glicose, corpos cetônicos, bilirru-
bina e urobilinogênio, além da mudança na coloração1.

Casos de hemoglobinúria sem hematúria são de-
tectados comumente em urinas cuja análise foi efetu-
ada 2 horas após a coleta. As hemácias são hemolisa-
das liberando a hemoglobina livre para o meio, suge-
rindo falsa hemoglobinúria. Como a hipotonia uriná-
ria, isto é, densidade menor que 1,010, provoca tam-
bém lise dos eritrócitos levando a uma falsa hemoglo-
binúria2, é aconselhável observar a gravidade especí-
fica da urina, preferencialmente através da refratome-
tria, pois as tiras reativas medem este parâmetro em
intervalos de 5 em 5 unidades, excluindo os valores
intermediários. Entretanto, o aumento do pH uriná-
rio, em virtude da demora na realização do exame, é
possivelmente a principal causa de hemólise²in vitro.

Embora a análise possa ser realizada em até duas
horas, a literatura descreve que 30 minutos após a
emissão da urina, já podem ser detectadas mudanças
se algumas causas de deterioração do material não
forem evitadas13:

 a) Coleta do material: frasco coletor impróprio (la-
vado com soluções oxidantes) e/ou falta de instruções

escritas ou verbais. Lembrar que muitos usuários le-
vam de casa o material para o laboratório utilizando
procedimentos de coleta e recipientes inadequados.

Recepcionistas de laboratório e médicos têm res-
ponsabilidade no que diz respeito às informações for-
necidas ao cliente quanto ao modo correto de coletar a
urina. A consulta é um bom momento para isto.

b) Demora no transporte da amostra enviada ao
laboratório, isto é, após 2 horas, que pode ser causada
tanto pelo usuário como pelo próprio serviço de entre-
ga. Imaginemos um laboratório que tem postos de co-
leta distantes da unidade central. Nestes casos, há ne-
cessidade de que este material seja obrigatoriamente
mantido sob baixa temperatura com o objetivo de pelo
menos diminuir os problemas causados pela falta de
conservação até o momento de ser processado e anali-
sado.

c) Demora no processamento e análise do material
– responsabilidade única e exclusiva do laboratório que
deve priorizar estes procedimentos o mais rapidamente
possível.

Mioglobinúria

A mioglobina é uma proteína constituinte do gru-
pamento heme, encontrada nos tecidos musculares es-
quelético e cardíaco e serve como reserva no forneci-
mento de oxigênio para a musculatura12. A destruição,
mesmo discreta, das fibras musculares, libera mioglo-
bina para a circulação, sendo esta rapidamente elimi-
nada do sangue e excretada pela urina.

A distinção entre hemoglobinúria e mioglobinúria
é difícil de ser feita pelo exame da urina, pois, tanto a
hemoglobina como a mioglobina reagem positivamente
na área das tiras reativas destinada à pesquisa de san-
gue. Além do mais, como já foi mencionado, ambas
produzem urina com tonalidade vermelha e aspecto
límpido. Deve-se suspeitar da presença de mioglobi-
na na urina de pacientes portadores de lesões muscu-
lares tais como: traumatismos, miopatias atróficas, in-
suficiência renal aguda (nefrotoxicidade), coma pro-
longado, convulsões repetidas, choque elétrico e exer-
cícios físicos intensos.

O diagnóstico de mioglobinúria verdadeira baseia-
se na história clínica do paciente (anamnese) e em al-
guns testes laboratoriais (provas sorológicas e sulfato
de amônio). A observação cuidadosa da cor do plasma
e da urina pode ser útil na diferenciação entre hemo-
globinúria e mioglobinúria. Na hemoglobinúria, o plas-
ma e a urina apresentam-se com tonalidade averme-
lhada ou vermelha, dependendo da gravidade do qua-
dro, enquanto que na mioglobinúria a urina tem cor
vermelha e o plasma assume a sua tonalidade normal.

É importante lembrar que a urina contaminada com
soluções de iodo (ex: povidine) usadas como antissép-
ticas em cirurgias, produzem reação falso-positiva para
mioglobina em virtude das propriedades oxidantes
deste produto químico. Lesões musculares causadas
durante cirurgias podem aumentar a concentração
sangüínea de mioglobina e conseqüente aparecimen-
to de mioglobinúria1.
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Técnica para a detecção de mioglobina urinária

1) Centrifugar 10 mL de urina, previamente agita-
da, a 1.500 rpm durante 5 minutos.

2) Colocar 5 mL em um tubo de ensaio 16x100 mm
e adicionar 2,8 g de Sulfato de Amônio pa.

3) Tampar o tubo, misturar por inversão e deixar em
repouso durante 5 minutos.

4) Filtrar e utilizar o sobrenadante para a pesquisa
de mioglobina.

5) Mergulhar rapidamente a tira reativa no filtrado
(cerca de 1 segundo), eliminar o excesso de ma-
terial encostando a aresta lateral da fita em pa-
pel higiênico, esperar o tempo recomendado pelo
fabricante e proceder a leitura visual em ambien-
te com boa luminosidade ou automatizada.

6) A presença de mioglobina no sobrenadante pro-
voca o aparecimento de reação positiva na área
da tira reativa destinada à pesquisa de sangue.
A hemoglobina é precipitada seletivamente pelo
Sulfato de Amônio e retida no papel de filtração
restando apenas mioglobina no filtrado.

Interpretação da prova
Mioglobinúria – reação positiva após precipitação

da hemoglobina.
Hemoglobinúria – reação negativa após precipi-

tação da hemoglobina.

Achados laboratoriais relacionados com hematúria,
hemoglobinúria e mioglobinúria 1,2,3,14

Reações falso-negativas
• concentrações elevadas de Ácido Ascórbico
• níveis aumentados de nitrito
• intensa proteinúria
• densidade urinária elevada

(crenação das hemácias)
• pH urinário inferior a 5 (inibição da hemólise)

Reações falso-positivas
• contaminação menstrual
• agentes químicos oxidantes

(soluções de iodo, hipoclorito)
• peroxidases bacterianas e de vegetais
• urinas hipotônicas
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RESUMO – As taturanas do gênero Dirphia provocam acidentes que vão desde simples irritações na pele à queima-
duras graves e até reações alérgicas. Neste desígnio, o intento foi estudar alguns parâmetros hematológicos e
bioquímicos de animais submetidos à ação do veneno de Dirphia sp., para aprofundar os conhecimentos da biolo-
gia do inseto possibilitando um auxílio mais adequado ao tratamento das vítimas expostas ao veneno deste satur-
niideo. Para tanto, se fez uso de ensaios toxicológicos agudos, administrando-se intraperitonialmente aos ratos o
extrato das cerdas de Dirphia sp. O sangue dos sobreviventes foi coletado para análises hematológicas e bioquími-
cas. Os resultados revelaram que o veneno de Dirphia sp. provoca dano renal e hepático, aumento dos níveis
sangüíneos de creatinina, ALT (TGP), neutrófilos (totais, segmentados e em bastão) e queda dos valores de albumi-
na e linfócitos. Provoca ainda alterações no hematócrito e leucócitos de alguns grupos de animais. É achado
também, um grande volume de líquido na cavidade peritoneal dos animais experimentais.

PALAVRAS-CHAVE – Dirphia sp., lepidópteros, venenos animais, bioquímica, hematologia.

SUMMARY –     The caterpillars of the genus Dirphia promote accidents that go from simple irritations in the skin to
serious burns and even allergic reactions. In this design, the project was to study some hematological and biochemical
parameters from animals who was submitted to the action of the poison of Dirphia sp., for deepen the knowledge of the
biology of that insect, making possible a more appropriate aid to the treatment of the victims of this saturniid. For so
much, it was made use of sharp toxicological rehearsals; being administered the extract of the bristles of Dirphia sp.
into the rat's peritoneum cavity. The survivors' blood was collected for hematological and biochemical analysis. The
results revealed that the poison of Dirphia sp. provoke renal and hepatic damage, increase the blood levels of creati-
nine, ALT/GTP, neutrophils and fall of the albumin values and lymphocytes. It still induces alterations in the hematocrit
and leukocytes of some experimental groups. It is also found a great liquid volume in the peritoneum.

KEYWORDS – Dirphia sp., lepidoptera, animal venom, biochemistry, hematology.

INTRODUÇÃO

Em todos os níveis da escala filogenética animal,
encontramos vários exemplos de ataque, defesa

e outros comportamentos que dependem de substân-
cias repelentes, paralisantes ou com outras ações bio-
lógicas. Durante os milhões de anos de evolução, os
animais desenvolveram um refinamento dessas subs-
tâncias para diversas funções, tais como a captura
de presas e as defesas químicas em geral4. As toxi-
nas empregadas pelos organismos na defesa quími-
ca podem afetar outros indivíduos através da dieta
ou da inoculação por meio de estruturas especiali-
zadas6.

Os lepidópteros dos gêneros Automeris, Dirphia, Lo-
nomia (família Saturniidae) podem causar acidentes

quando manuseados, que variam de reações leves até
queimaduras graves e reações alérgicas profundas1,10.
Os acidentes acontecem quando o inseto ainda encon-
tra-se na fase larval, ou imatura, quando é denomina-
do ”lagarta”, também conhecida popularmente como
”taturana”, ”mandarovás” e ”bicho-cabeludo”, ocasião
em que as cerdas pontiagudas e ocas entram em con-
tato com a pele humana, fazendo com que o veneno
contido na base dos ”espinhos” ou cerdas seja injeta-
do no indivíduo1,12,14.

Taxas crescentes de aumento populacional desses
insetos, porém, podem ocorrer devido à alguns fatores
que favorecem sua proliferação de maneira acentua-
da, tais como a farta oferta de alimento, a diminuição
de predadores naturais e condições ambientais favo-
ráveis, dentre outros.
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 Em 1954, foi descrita uma atividade da toxina de
Dirphia sp. possivelmente semelhante à ação da hista-
mina, provocando vasodilatação acompanhada de que-
da brusca da pressão sangüínea dos animais15. A lite-
ratura, entretanto, não apresenta maiores esclareci-
mentos acerca deste animal e sua toxina.

Tendo em vista o fato de os estudos relacionados
aos mecanismos de lesão do veneno de Dirphia sp. não
serem encontrados abundantemente na literatura cien-
tífica e levando-se em conta a similaridade desta es-
pécie com as aquelas citadas anteriormente, há a pos-
sibilidade de alguns dos acidentes ocorridos com la-
gartas não terem sido provocados por Lonomia e sim
por Dirphia.

Poucos destes acidentes têm sido relacionados com
a última mencionada, levando este gênero ao errôneo
desprezo clínico. Assim, o conhecimento dos efeitos
bioquímicos e hematológicos do veneno de Dirphia,
juntamente com a adição de maiores informações a
respeito de sua toxicidade poderão contribuir na pre-
venção e tratamento de acidentes, danos causados à
população, bem como no desenvolvimento de novas
pesquisas na área da toxicologia animal.

 MATERIAIS E MÉTODOS

Métodos
O trabalho foi realizado com Rattus norvegicus (Wis-

tar) de laboratório, machos adultos, pesando entre 220g
e 250g, todos de mesma linhagem e socialização.

Foi feito um extrato da toxina dos exemplares de
Dirphia sp, que consistiu na extração das cerdas das
lagartas, desprezando qualquer porção de tecido. O
produto foi homogenizado em tampão PBS pH 7,4,
centrifugado a 2100g por 10 minutos e mantido con-
gelado a -20ºC até a sua utilização. A concentração
protéica foi avaliada pelo método turbidimétrico atra-
vés do uso de TCA 3%.

Para o estudo foram usados grupos de 12 animais
(D1, D2 e D3) nos quais foi aplicado o veneno em três
diferentes concentrações. Fez-se uso de ensaios toxi-
cológicos agudos, administrados intraperitonialmen-
te. As concentrações de ECD utilizadas nos grupos
foram as seguintes:

D1 - 0,100mg proteína/kg;

D2 - 0,181mg proteína/kg;

D3 - 0,387 mg proteína/kg.

Cada concentração provocou a morte dos animais
do grupo em percentuais diferentes:

D1 - 4 animais mortos (33%);

D2 - 6 animais mortos (50%);

D3 - 10 animais mortos (83%).

Foram experimentados animais controle que forne-
ceram os padrões hematológicos e bioquímicos. A este
grupo administrou-se somente tampão PBS pH 7,4.

Após 12 horas da inoculação da toxina nos animais,
fez-se a coleta de sangue por punção retro-ocular. As
amostras para os ensaios bioquímicos foram obtidas a
partir do soro dos animais. Para a hematologia e cál-
culo de atividade de protrombina as amostras foram
armazenadas em frascos com anticoagulante (EDTA e
citrato de sódio, respectivamente).

As análises estatísticas foram realizadas com a uti-
lização do software SPSS for Windows versão 9.0.1.

MATERIAIS

Para o cálculo da atividade de protrombina, foi uti-
lizada a técnica de Quick (tromboplastina cálcica anti-
heparina - Biolab). Para as dosagens de creatinina,
utilizou-se o método de Jaffé Labtest Diagnóstica. As
dosagens de albumina foram determinadas pelo en-
saio de ponto final (verde de bromo cresol) Liquiform
Labtest Diagnóstica. Para as transaminases - Alanina
Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase
(AST) - foram utilizados ensaios cinéticos em ultravio-
leta Liquiform Labtest Diagnóstica. As leituras foram
feitas em espectrofotômetro Genesys 8 (Spectronic Ins-
truments).

A contagem de leucócitos foi feita em câmara de
Neubauer e o diferencial com esfregaço de sangue em
lâminas coradas com May-Grünwald-Giemsa. Para a
análise deste material utilizou-se microscópio Olym-
pus (CH2 e CH30). Determinação de hematócrito com
capilar em micro-hematócrito em centrífuga Biofuge
Haemo (Heraeus Instruments). A concentração de
hemoglobina foi determinada pelo método de ciano-
metahemoglobina Labtest Diagnóstica.

RESULTADOS

Análise bioquímica
Foi observada uma queda significativa dos valores

de albumina do grupo D1 em relação ao grupo contro-
le, o que pode ser visto na Fig. 1.

Os valores encontrados nas dosagens de asparta-
to aminotransferase (AST) não apresentaram diferen-
ças significativas quando comparados ao grupo con-
trole. Observou-se, entretanto, um aumento signifi-
cativo nos níveis de alanina aminotransferase (ALT)
no grupo D1 em relação ao grupo controle (Fig. 2).
Este grupo apresentou ainda, aumento significante
nos níveis de creatinina, o que também ocorreu com
o grupo D2 (Fig 3).

Análise hematológica
Os leucócitos apresentam um aumento significa-

tivo no grupo D3 e uma diminuição, também signifi-
cativa, no grupo D1 (Fig. 4). Quanto aos linfócitos, os
grupos D1 e D3 apresentaram uma diminuição signi-
ficativa quando relacionados ao grupo controle
(Fig. 5).

Com relação aos neutrófilos totais, mostrados na
Fig. 6, observamos um aumento significativo apenas
no grupo D3.
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NEUTRÓFILOS TOTAIS

ALBUMINA ALANINA AMINOTRANSFERASE (ALT)

CREATININA LEUCÓCITOS

Figura 1 - Média e desvio-padrão da concentração de albumina encontra-
da no plasma dos grupos experimentais. As diferenças estatisticamente
significativas (p<0,05) entre o grupo controle e os demais grupos estão
indicadas por *.

Figura 2 - Média e desvio-padrão da atividade de alanina aminotransferase
(ALT) encontrada no plasma dos grupos experimentais. As diferenças es-
tatisticamente significativas (p<0,05) entre o grupo controle e os demais
grupos estão indicadas por *.

Figura 3 - Média e desvio-padrão da concentração de creatinina encontra-
da no plasma dos grupos experimentais. As diferenças estatisticamente
significativas (p<0,05) entre o grupo controle e os demais grupos estão
indicadas por *.

Figura 4 - Média e desvio-padrão da percentagem de leucócitos encontra-
dos no sangue dos grupos experimentais. As diferenças estatisticamente
significativas (p<0,05) entre o grupo controle e os demais grupos estão
indicadas por *.

Figura 5 - Média e desvio-padrão da percentagem de linfócitos encontra-
dos no sangue dos grupos experimentais. As diferenças estatisticamente
significativas (p<0,05) entre o grupo controle e os demais grupos estão
indicadas por *.

Figura 6 - Média e desvio-padrão da percentagem de neutrófilos totais en-
contrados no sangue dos grupos experimentais. As diferenças estatisti-
camente significativas (p<0,05) entre o grupo controle e os demais grupos
estão indicadas por *.

Os neutrófilos segmentados (Fig. 7) apresentaram-
se diferenciados por um aumento no grupo D1 e os
neutrófilos em bastão (Fig. 8), com aumentos signifi-
cativos nos grupos D1 e D3, são apresentados a se-
guir.

Os parâmetros eosinófilos e basófilos não apresen-
taram diferenças estatisticamente significativas entre
o grupo controle e os grupos experimentais.

Os resultados referentes ao hematócrito nos permi-
tem observar um aumento significativo nos valores do
grupo D1 (Fig. 9).

A Tabela I mostra os Tempos de Protrombina (TP)
obtidos na análise do plasma dos animais. Nota-se uma
diminuição do TP dos animais dos grupos experimen-
tais em relação ao grupo controle. Esta diminuição tem
significância nos grupos, D1 e D2.

Líquido Peritoneal (LP)
Constatamos que os animais que evoluíram a óbi-

to, apresentaram um aumento significativo de volume
do LP. Na Tabela II mostramos a relação entre as doses
administradas, o volume de LP observado, concentra-
ção e quantidade de albumina.

Uma análise de correlação serve para determinar
se dois conjuntos de dados se relacionam, isto é, se os
maiores valores de um conjunto estão associados com
os maiores valores do outro (correlação positiva), se os
menores valores de um conjunto estão associados com
os maiores valores do outro (correlação negativa), ou
se os valores dos dois conjuntos não se relacionam (cor-
relação próxima a zero).

A análise de correlação entre a concentração pro-
téica de ECD administrada e o volume de LP encon-
trada (R2 = 0,014), permite-nos concluir haver corre-
lação próxima a zero, ou seja, há pouca correlação entre
os dois parâmetros. Os dados referentes ao volume de
LP e à dose de ECD administrada são mostrados na
Fig. 10.
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Observa-se aumento significativo dos níveis de
creatinina nos grupos D1 e D2, indicando provável
dano renal (confirmado posteriormente pela análise
histológica). A constância da formação e da excreção
da creatinina torna-se num útil indicador do estado
da função renal, principalmente da filtração glomeru-
lar3,4,7. A creatinina plasmática tem tendência a aumen-
tar nas doenças renais7.

A análise sobre o parâmetro albumina mostra uma
significativa queda dos níveis no grupo D1. Embora
uma provável lesão do fígado (órgão responsável pela
síntese desta que é a proteína sérica mais importante
quantitativamente) possa contribuir para a diminui-
ção da albumina11, esta queda não é significativa em
lesão hepática aguda ou leve, já que a albumina tem
uma meia-vida plasmática de 14 a 20 dias, com uma

Figura 10 - Média do volume de Líquido Peritoneal (LP) encontrado nos
animais mortos.

TABELA II
Relação entre as diferentes doses de ECD administradas,

a média do volume de LP encontrado nos animais mortos,
da concentração e da quantidade de albumina presente no LP

Grupo n Volume LP Albumina Albumina
(mL) (g/dL) (total no LP, em mg)

D1 2 6,50 ± 1,41 2,10 136

D2 6 2,30 ± 1,32 3,14 72

D3 2 2,25 ± 0,35 2,63 59

TABELA I
Relação entre as diferentes doses de ECD

administradas e a média do Tempo de Protrombina
(TP) dos animais experimentais e controle

Grupo TP
(segundos)

Controle 19,29 *

D1 15,12 *

D2 15,93 *

D3 18,12 *

As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) estão
representadas por *.

Figura 7 - Média e desvio-padrão da percentagem de neutrófilos segmen-
tados encontrados no sangue dos grupos experimentais. As diferenças
estatisticamente significativas (p<0,05) entre o grupo controle e os demais
grupos estão indicadas por *.

Figura 8 - Média e desvio-padrão da percentagem de neutrófilos em bas-
tão encontrados no sangue dos grupos experimentais. As diferenças esta-
tisticamente significativas (p<0,05) entre o grupo controle e os demais gru-
pos estão indicadas por *.

Figura 9 - Média e desvio-padrão da percentagem de hematócrito encon-
trados no sangue dos grupos experimentais. As diferenças estatisticamente
significativas (p<0,05) entre o grupo controle e os demais grupos estão
indicadas por *.

NEUTRÓFILOS SEGMENTADOS NEUTRÓFILOS EM BASTÃO

HEMATÓCRITO LÍQUIDO PERITONEAL

DISCUSSÃO
Os dados existentes na literatura sobre lepidóp-

teros com importância toxicológica mencionam efei-
tos hemorrágicos nas vítimas em casos de contato
maciço, o que nos levou à busca de um quadro clíni-
co característico semelhante para a ação do veneno
de Dirphia sp4. Os resultados encontrados não apre-
sentam porém, evidências macroscópicas de hemor-
ragia, não sendo esta portanto, a causa da morte dos
animais.

A constatação da ausência de hemorragia também
se verifica através da análise dos tempos de protrom-
bina dos animais experimentados. Os grupos que re-
ceberam doses de ECD apresentaram TP inferior ao
controle, o que comprova que a toxina não é hemor-
rágica.
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renovação de menos de 5% ao dia9. A queda da con-
centração de albumina no plasma pode ser justificada
por perda por lesão renal ou por passagem da proteí-
na para o terceiro espaço, em conseqüência do aumento
da permeabilidade vascular, o que pode ser compro-
vado pela maior concentração de albumina no LP gru-
po D1 (Tabela II).

A dosagem de alanina aminotransferase (ALT/TGP),
que mostrou-se elevada no grupo D1, é indicadora de
lesão hepatocelular. Este aumento está relacionado
com lesão hepática. A ALT sérica está elevada em cer-
ta extensão em quase todas as doenças do fígado9.

A AST é uma enzima que encontra-se em alta con-
centração no fígado, presente no citosol e dentro das
mitocôndrias. A ALT também existe em grande con-
centração na célula hepática, porém é exclusivamente
citosólica. Em nosso estudo não verificamos aumento
da AST, entretanto, detectamos um aumento significa-
tivo dos níveis de atividade plasmática de ALT, indi-
cando não haver expressiva necrose celular11,13. Ocor-
re, porém, um dano na membrana celular de maneira
a permitir o extravasamento do conteúdo citosólico
(ALT) destas células13.

A análise dos leucócitos do sangue dos animais so-
breviventes mostrou-nos um aumento percentual dos
leucócitos no grupo D3. A leucocitose ocorre em re-
sultado de uma doença, geralmente constitui uma res-
posta à lesões dos tecidos e é, na maior parte das ve-
zes, uma neutrofilia7, com o aumento dos neutrófilos
segmentados e/ou em bastão.

Em nosso estudo, a leucocitose verificada no gru-
po D3 se deve a um aumento significativo dos neu-
trófilos em bastão e por um aumento, porém não sig-
nificativo, das formas segmentadas. Estas alterações
são características das reações de hipersensibilidade
e intoxicações, além de envenenamentos por picadas
de insetos ou ofídios, que formam a neutrocitose pro-
porcional à gravidade sistêmica das manifestações lo-
cais2,5. Provavelmente, a leucocitose que aparece ape-
nas no grupo D3 seja ocasionada pela alta dosagem
da toxina.

No grupo D1 constatamos aumento de neutrófilos
em bastão e segmentados. Estes resultados podem ser
conseqüência da hipersensibilidade provocada pelo
veneno, como foi discutido acima.

O aumento dos leucócitos ocorrido no grupo D3 é
acompanhado por uma queda no número de linfóci-
tos. Não é correto porém, interpretar como linfocito-
penia o baixo percentual dos linfócitos quando há leu-
cocitose às expensas de outro tipo celular: esta é uma
linfocitopenia apenas relativa, não real2. A linfocito-
penia acontecida no grupo D1 provavelmente decorre
da leucopenia apresentada no mesmo grupo, uma vez
que pode acontecer em quadros de lesões renais ou
Insuficiência Renal Aguda1, que neste grupo são evi-
denciadas pelo aumento dos níveis plasmáticos de
creatinina.

Analisando o hematócrito, nota-se aumento signi-
ficativo nos valores do grupo D1. Este aumento, que
contrasta com o grupo controle, é uma falsa eritrocito-
se, pois pode derivar de uma diminuição isolada do
volume plasmático10. Em nosso estudo, a causa clara
da hipovolemia provém da quantidade de líquido pe-
ritoneal encontrado nos grupos experimentais. A mai-
or quantidade de eritrócitos evidenciada pelo hemató-
crito é justificada pelo líquido peritoneal encontrado
em maior volume no grupo em questão.

Os efeitos bioquímicos da toxina provocam, nos
roedores, aumento nas taxas de creatinina e ALT além
do decréscimo da concentração de albumina plasmá-
tica.

Análises hematológicas revelam alterações no he-
matócrito e contagem de leucócitos, aumento de mo-
nócitos, neutrófilos e queda dos níveis de linfócitos e
no tempo de protrombina.
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RESUMO – O processo inflamatório é caracterizado pelo acúmulo de leucócitos e outras células nos locais onde
ocorre injúria e infecção. As moléculas de adesão desempenham papel importante nos processos inflamatórios.
São expressas no endotélio vascular e nas células leucocitárias, e permitem a passagem e conseqüente migração
dos leucócitos ao sítio de infecção. São elas: integrinas, selectinas e superfamília das imunoglobulinas. A Artrite
Reumatóide, o Lupus Eritematoso Sistêmico e a Esclerodermia são doenças reumáticas relacionadas a uma contí-
nua produção de auto anticorpos contra antígenos do próprio organismo. Drogas anti-inflamatórias e terapias com
anticorpos monoclonais vêm sendo usadas e testadas em pacientes portadores dessas doenças, afim de reduzir ou
inibir a expressão de algumas moléculas de adesão. Em vários casos observou-se uma melhora clínica do paciente.

PALAVRAS-CHAVE – Moléculas de adesão, integrinas, selectinas, superfamília das imunoglobulinas.

SUMMARY –     The inflamatory process is characterized by accumulation of leucocytes and other cells in the sites of
injury and infection. During this process, leucocytes and plasmatic cells are attracted to these sites or to damaged
tissues. Adhesion molecules play an important role into inflamatory processes. They are expressed by vascular en-
dothelium and leucocitary cells, allowing leucocytes passage and migration to the sites of infection. The adhesion
molecules are::::: Integrins, Selectins and Immunoglobulin Superfamily. Rheumatoid Arthritis, Systemic Lupus Erythe-
matosus and Scleroderma are rheumatic diseases related to a continuous production of auto-antibodies. Anti-infla-
matory drugs and therapies with monoclonal antibodies have been used and tested in patients with these diseases,
in order to reduce or inhibit the expression of some adhesion molecules. Patient’s clinical improvement was observed
in several cases.

KEYWORDS – Adhesion molecules, integrins, selectins, immunoglobulin superfamily.

INTRODUÇÃO

O processo inflamatório é caracterizado pelo acú-
mulo de leucócitos e outras células nos locais onde

ocorre injúria e infecção. Durante esse processo, leu-
cócitos e moléculas plasmáticas são atraídos para o sítio
de infecção ou tecido lesado. Os principais efeitos são
um aumento na permeabilidade vascular, permitindo
a exsudação de proteínas séricas, como anticorpos e
complemento, importantes para o controle da infec-
ção e uma maior migração de leucócitos através do
endotélio vascular e na direção do sítio de inflamação.
Quando a inflamação resulta da invasão de um mi-
crorganismo, a resposta inflamatória tem o propósito
de localizar, destruir e eliminar o organismo invasor.
Entretanto, na ausência de um microrganismo identi-
ficável, essa resposta pode persistir e ser tão prejudi-
cial ao hospedeiro quanto o próprio invasor (Crons-
tein e Weissmann 1993; Roitt 1996).

As moléculas de adesão desempenham importante
papel nos processos inflamatórios. São expressas no
endotélio vascular e nas células leucocitárias, e per-
mitem a passagem e conseqüente migração dos leu-
cócitos ao sítio de infecção (Figuras 1 e 2). Isto ocorre
em duas etapas: a primeira é a fixação das células cir-
culantes ao endotélio vascular, seguida da penetração
das mesmas através das células endoteliais. No segun-
do estágio, após atravessarem o endotélio, as células
migram em direção ao sítio inflamatório, sob a orien-
tação de estímulos quimiotáticos. Vários tipos de mo-
léculas de adesão estão envolvidos na resposta imu-
ne, sendo as mais importantes as moléculas de adesão
celular (CAMs), pertencentes à superfamília das imu-
noglobulinas, as integrinas e as selectinas. As CAMs
são expressas principalmente no endotélio vascular e
dividem-se em ICAM-1 (CAM-1 intercelular), ICAM-2,
VCAM (CAM-1 vascular) e MadCAM-1 (CAM-1 de
adesão mucosal). As integrinas são o maior grupo de
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moléculas de adesão, presentes em muitas células in-
clusive leucócitos. Dividem-se em 3 subfamílias prin-
cipais, dependendo da presença de cadeias β1, β2 e
β3. As β1-integrinas estão envolvidas na ligação de
células à matriz extracelular, as β2-integrinas unem
leucócitos ao endotélio e a outras células imunes e as
β3-integrinas estão envolvidas na interação de plaque-
tas e neutrófilos em sítios inflamatórios. Cada cadeia β
pode associar-se a uma das várias cadeias a, dando
origem a diferentes moléculas. As selectinas intera-
gem com moléculas de carboidrato presentes na su-
perfície de leucócitos e células endoteliais e incluem a
E-selectina, expressa no endotélio, a P-selectina, ex-
pressa no endotélio e plaquetas, e a L-selectina, ex-
pressa em alguns leucócitos (Kuby 1994; Sfikakis e
Tsokos, 1995; Roitt, 1996; Abbas et al 1997).

Certas doenças auto-imunes como a Artrite Reu-
matóide, o Lupus Eritematoso Sistêmico e a Escle-
rodermia, são patologias relacionadas a uma contí-
nua produção de auto-anticorpos contra antígenos
do próprio organismo, levando a uma prolongada
produção de imunocomplexos. Algumas drogas anti-
inflamatórias vêm sendo usadas em pacientes por-
tadores de doenças reumáticas a fim de reduzir ou
inibir a expressão de certas moléculas de adesão.

Além disso, sabe-se que a indústria farmacêutica está
desenvolvendo novas drogas anti-adesivas, entre
elas a produção de anticorpos monoclonais dirigi-
dos contra moléculas de adesão no endotélio, leucó-
citos e outros tipos de células (Cronstein e Weiss-
mann, 1993; Mojcik e Shevach, 1997; Scrofernecker
e Pohlmann, 1998).

O presente estudo tem como objetivo caracterizar a
função das moléculas de adesão bem como determi-
nar a participação dessas moléculas nas principas
doenças reumáticas, relatando possíveis tratamentos
para tais patologias.

As moléculas de adesão

Durante as reações inflamatórias, cada população
de células possui uma diferente via de migração:

• Os fagócitos, incluindo neutrófilos e monócitos, dei-
xam a medula óssea e migram para os tecidos peri-
féricos, especificamente aos sítios de infecção. Neu-
trófilos migram apenas nessa direção, mas os monó-
citos diferenciam-se em macrófagos e podem recir-
cular nos tecidos linfóides secundários para agirem
como células apresentadoras de antígenos (CAAs).

FIGURA 1
Interação do leucócito com o endotélio vascular através das moléculas de adesão

FIGURA 2
Passagem do leucócito através do endotélio. Fonte: Abbas, 1997
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• Os linfócitos migram do timo e medula óssea para
os tecidos linfóides secundários, como baço e linfo-
nodos. Após ativação pelo antígeno, células T ati-
vadas migram ao sítio de infecção, enquanto célu-
las B e células T de memória procuram outros teci-
dos linfóides.

• As células dendríticas são originalmente derivadas
das células tronco da medula óssea, as quais colo-
nizam vários órgãos e podem migrar para os linfo-
nodos locais para apresentar antígenos para linfó-
citos T CD4+ (Cronstein e Weissmann, 1993; Roitt,
1996; Sfikakis e Mavrikakis, 1999).

A migração dessas células a partir da corrente san-
güínea depende da expressão de moléculas de adesão
no endotélio vascular e nas próprias células, e de seus
receptores; o endotélio expressa moléculas de adesão
as quais são reconhecidas pelos seus receptores em
linfócitos ativados, ou fagócitos que direcionam o trá-
fico de células para as áreas de infecção. A migração
dos leucócitos é controlada pelas moléculas de adesão
tanto no endotélio como nos leucócitos, pela capaci-
dade migratória dos leucócitos e pela presença de
agentes quimiotáticos (Lachmann et al, 1993; Kuby,
1994; Roitt, 1996).

As moléculas de adesão intercelular são proteínas
de membrana ligantes que permitem a interação de
uma célula com outra. Normalmente estas moléculas
atravessam a membrana e estão ligadas ao citoesque-
leto da célula. Há duas maneiras pelas quais as célu-
las podem alterar o nível de expressão das moléculas
de adesão: muitas células contém depósitos de molé-
culas de adesão, as quais podem rapidamente deslo-
car-se para a superfície e, células endoteliais em sítios
de inflamação podem sintetizar novas moléculas, o que
geralmente leva várias horas (Kuby, 1994; Roitt, 1996).

Integrinas

Contém pelo menos 15 cadeias a e 8 cadeias β que
se combinam para formar heterodímeros, que consis-
tem de uma cadeia a ligada covalentemente a uma
cadeia β. Diferentes tipos de cadeias a podem associ-
ar-se a um certo tipo de cadeia β e várias (por ex. α4,
α6 e α5) podem associar-se a mais de um tipo de ca-
deia β, sendo portanto a cadeia β que determina a
subfamília das integrinas (Cronstein e Weissmann,
1993; Abbas et al, 1997; Mojcik e Shevach, 1997).

São expressas em diferentes tipos de leucócitos, o
que varia de acordo com o estado de diferenciação e
ativação da célula. Desse modo, timócitos expressam
α3β1 (ou VLA-3), α5β1 (VLA-5), α6β1 (VLA-6) e αLβ2
(LFA-1 ou CD11a/CD18). Células T maduras expres-
sam α4β1, α5β1, α6β1 e α<β2, mas apenas células T
ativadas expressam α1β1 (VLA-1), α2β1, ou α3β1. A
MAC-1 (CD11b/ CD18) foi primeiramente identifica-
da como marcador de células de origem mielóide e

mais tarde como mediador da adesão de leucócitos ao
endotélio e outras superfícies. A LFA-1 possui funções
importantes, entre elas a citotoxicidade de linfócitos T
citotóxicos e de células NK, apresentação de antíge-
nos e adesão de linfócitos ao endotélio. O ligante para
CD11a,b/CD18 no endotélio e outros tipos de células é a
molécula de adesão intercelular 1 (ICAM-1). Os ligantes
das integrinas podem ser proteínas de matriz celular ou
extracelular, e as integrinas podem ligar-se a mais de
um ligante. Sendo assim, α4β1 liga-se à fibronectina (FN)
e/ ou à VCAM-1, mas em sítios diferentes. Inversamen-
te, cada um ligante pode também unir-se por diferentes
sítios a mais de uma integrina, por exemplo FN liga-se à
α4β1, α5β1 e α4β7. A capacidade de adesão das integri-
nas depende de seu estado de ativação por antígenos e
mediadores inflamatórios; ligam-se a um ou mais ligan-
tes dependendo se estão totalmente, parcialmente ati-
vas ou inativas (Cronstein e Weissmann, 1993; Colvin,
1995; Mojcik e Shevach, 1997).

Selectinas

São constituídas de cadeias polipeptídicas trans-
membrana, as quais possuem um domínio lecitina
amino-terminal dependente de cálcio, seguido de um
domínio relacionado ao fator de crescimento epider-
mal (EGF), uma série de 62 repetições de complemen-
tos regulatórios de aminoácidos, uma região transmem-
brana e uma cauda citoplasmática; ligam-se aos car-
boidratos presentes nas células. (Cronstein e Weiss-
mann, 1993; Lachmann et al, 1993 Roitt, 1996; Mojcik
e Shevach, 1997)

A E-selectina é produzida nas células endoteliais
vasculares, após estímulo com interleucina-1 (IL-1),
fator de necrose tumoral (TNF) e polissacarídeos. A
L-selectina é expressa em todos os leucócitos circu-
lantes, com exceção de alguns linfócitos de memória.
Os ligantes para a L-selectina incluem: GlyCAM-1
(molécula de adesão celular dependente de glicosila-
ção), uma glicoproteína associada às vênulas endote-
liais altas (VEA) de linfonodos periféricos; CD34, pro-
teína de membrana expressa em todo o endotélio vas-
cular e células-tronco hematopoiéticas e MadCAM-1.
A P-selectina é encontrada nas membranas das pla-
quetas e é armazenada nos corpúsculos de Weibel-
Palade das células endoteliais. É rapidamente mobili-
zada para a superfície da célula após estímulos simi-
lares aos da E-selectina (Cronstein e Weissmann, 1993;
Colvin, 1995; Kansas, 1996; Mojcik e Shevach, 1997).

Superfamília das Imunoglobulinas

Inclui proteínas de adesão tais como CD2, CD31,
LFA-3 (antígeno 3 associado a função de leucócito)
ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, VCAM-1, MadCAM-1 e
NCAM-1 (molécula de adesão celular neural), bem
como proteínas não adesivas incluindo Ig, receptor de
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células T (TCR), CD3, CD4, CD8 e as proteínas do MHC.
Todos os membros da superfamília possuem o domínio
Ig, expresso em um variável número de repetições
(Kuby, 1994; Colvin, 1995; Mojcik e Shevach, 1997).

A ICAM-1 é largamente distribuída em leucócitos,
células endoteliais, fibroblastos e células epiteliais.
ICAM-2 está presente em células endoteliais, linfócitos
e monócitos enquanto a ICAM-3 apenas em linfócitos.
VCAM-1 é expressa no endotélio ativado e a MadCAM-
1 é expressa nas VEA dos órgão linfóides de mucosa,
induzida por TNFa. Os ligantes para essas moléculas
podem ser homotípicos ou heterotípicos. Assim, NCAM-
1 liga-se a si mesmo, enquanto CD2 liga-se a LFA-3. As
moléculas da superfamília das imunoglobulinas podem
unir-se às moléculas das famílias das integrinas ou se-
lectinas (Cronstein e Weissmann, 1993; Colvin, 1995;
Abbas et al, 1997; Mojcik e Shevach, 1997).

As doenças reumáticas sistêmicas

As investigações relacionadas à fisiopatologia das
moléculas de adesão detém-se em caracterizar sua
expressão, identificar as interações adesivas essenciais
ao desenvolvimento ou progresso da autoimunidade,
e determinar se a expressão das moléculas influencia
na severidade da doença (Mc Murray, 1996).

Artrite Reumatóide (AR)

É uma doença sistêmica do tecido conjuntivo cujas
alterações predominantes ocorrem a nível das estru-
turas articulares, periarticulares e tendinosas. Mani-
festa-se através de inflamação que acomete principal-
mente a membrana sinovial (Moreira,1997).

Existem várias funções atribuídas às moléculas de
adesão na patogênese da AR: 1) atração celular infla-
matória, 2) migração transendotelial de células infla-
matórias para a sinóvia, 3) interações homo e heterotí-
picas em agregados perivasculares de células mono-
nucleares periféricas, 4) ativação de citocinas e regu-
lação positiva de integrinas, 5) ativação celular pela
apresentação de antígenos, 6) angiogênese, 7) libera-
ção das moléculas no soro e no líquido sinovial (Moj-
cik e Shevach, 1997).

São várias as interações adesivas que ocorrem: a
expressão endotelial de P-selectina e de E-selectina tem
sido detectada em membrana sinovial inflamada de
pacientes com AR. A ICAM-1 está aumentada no teci-
do sinovial nesses pacientes. As célula endoteliais ex-
pressam níveis elevados de P-selectina, E-selectina,
LFA-3 (principalmente em sítios de inflamação inten-
sa), β3, VCAM-1, e níveis variados de ICAM-1, ICAM-
2 e CD 31. Macrófagos de tecido sinovial expressam
níveis elevados de VCAM-1, ICAM-3, CD31, β1 ativa-
do e níveis variáveis de ICAM-1, enquanto células den-
dríticas em agregados linfóides apresentam altos níveis
de VCAM-1. Células sinoviais internas expressam al-
tos níveis de ICAM-1, VCAM-1, CD 31, e αMβ2, mas
não mostram elevação na expressão de L-selectina, P-
selectina, α5β1ou α6β1. No líquido sinovial, linfócitos
expressam níveis diminuídos de α2β1, L-selectina, e
ICAM-2, e níveis elevados de α1, α3, α4, α5, α6, αLβ2,
ICAM-1, CD2, LFA-3 e CD44. Em PMNs de líquido si-
novial, são encontrados baixos níveis de L-selectina e
CD44, e altos níveis de αMβ2 (Mc Murray, 1996; Moj-
cik e Shevach, 1997; Sfikakis e Mavrikakis, 1999).

Algumas quimiocinas podem aumentar a adesivi-
dade dos leucócitos, entre elas: proteína inibitória de
macrófagos 1α (MIP-1α), MIP-1β, proteína quimioa-
traente de monócitos-1 (MCP-1), RANTES (célula T
normal, expressa e secretada, regulada em ativação),
proteína interferon-induzível 10 e C10. MIP-1α e
MIP-1β estão significativamente elevados no líquido
sinovial e no soro de pacientes com artrite reumatói-
de. Entre as citocinas, são detectadas IL-1, IL-6, IL-8,
IL-10, TNFα, TGFβ e GM-CSF em cultura de células
sinoviais in vitro e no tecido sinovial de pacientes com
AR, são detectados TNFα, IL-1, IL-6 e TGFβ (Mc Mur-
ray, 1996; Mojcik e Shevach, 1997).

Lupus Eritematoso Sistêmico (LES)

É uma doença inflamatória caracterizada pela
formação de anticorpos anti-nucleares e deposi-

(a) Moléculas de adesão pertencentes à superfamília das imunoglobulinas,
com domínios Ig. (b) Moléculas de selectina, com um domínio lecitina
dependente de cálcio e repetições de complementos de aminoácidos. (c)
Integrinas, compostas de cadeias ααααα e βββββ. A cadeia ααααα possui 3 sítios que se
ligam a metais e a cadeia βββββ possui repetições ricas em cisteína. (Fonte:
Kuby, 1994)

FIGURA 3
Moléculas de adesão
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ção de complexos imunes. Manifesta-se predomi-
nantemente por lesões de pele do tipo inflamató-
rias, mucosites, serosites, vasculites e glomerulo-
nefrites. Em indivíduos predispostos, o estímulo
inicial pode ser dado por fatores ambientais asso-
ciados aos gens de suscetibilidade, causando as-
sim a doença. Sabe-se que ocorre uma falha no
sistema imune, causando uma resposta imune
anormal, envolvendo a ativação policlonal de
linfócitos B e participação de células T hiperati-
vas (Mc Murray, 1996; Mason e Isenberg, 1998).

Em pacientes com LES são detectados níveis ele-
vados de ICAM-1, ICAM-2 e E-selectina em células
endoteliais vasodérmicas e esse aumento está relacio-
nado à severidade da doença. A E-selectina encontra-
se em níveis elevados também no músculo esqueléti-
co de pacientes com LES. Músculos com infiltrado
perivascular apresentam grande expressão de
VCAM-1, comparados com pacientes sem infiltrado ou
com amostras controle. A LFA-1 tem maior expressão
em linfócitos de sangue periférico e LFA-1 e VLA-4
têm sido detectados em pacientes com vasculite. Mac-1
tem expressão aumentada em PMNs de pacientes com
LES e está correlacionada à atividade da doença. Ex-
perimentos com cobaias demonstraram que os níveis
de VCAM-1 elevam-se na glomerulonefrite decorren-
te do LES (Mc Murray, 1996; Nyberg et al 1997; Sfi-
kakis e Mavrikakis, 1999).

No LES, E-selectina, LFA/ICAM-1 e VLA-4/VCAM-1
parecem ser as interações adesivas predominantes em
sítios inflamatórios. Estudos sugerem que TNFa, IFNg,
e IL-1 estimulam a expressão de ICAM-1 e VCAM-1,
particularmente no glomérulo (Mc Murray, 1996).

Esclerodermia ou Esclerose Sistêmica (ES)

É uma desordem multissistêmica do tecido conec-
tivo caracterizada pela diminuição da elasticidade da
pele e de outros tecidos, resultante de uma fibrose que
acomete progressivamente todos os órgãos, aparelhos
e sistemas. Existem duas formas clínicas, a esclerose
sistêmica limitada e a esclerose sistêmica difusa. O
primeiro sinal da doença é geralmente o fenômeno de
Raynaud, que ocorre em 90% dos pacientes, caracteri-
zado por um vasoespasmo induzido pelo frio e estres-
se, através de uma seqüência trifásica: palidez, ciano-
se e rubor. Embora a patogênese da esclerodermia não
esteja totalmente esclarecida, sabe-se que interações
entre células linfóides, células endoteliais e fibroblas-
tos são importantes para a patogênese da doença (Mo-
reira, 1997; Sato, 1999).

Pacientes portadores de esclerodermia possuem
expressão aumentada de VCAM-1 e ICAM-1 nas cé-
lulas endoteliais das lesões inflamatórias primárias de
pele. Níveis sorológicos de E-selectina e VCAM-1 so-
lúveis refletem a severidade da doença. Níveis aumen-
tados de ICAM-1 no soro estão relacionados com os

estágios iniciais da ES cutânea difusa (Denton et al,
1995; Sato, 1999).

Ihn et al demonstraram que níveis sorológicos ele-
vados de E-selectina e VCAM-1 em ES estão relacio-
nados com a presença e severidade da fibrose pulmo-
nar. Níveis de VCAM-1 também se relacionam com
alguns sinais inflamatórios sistêmicos como artrite/ar-
tralgia, VHS elevado e níveis de proteína C-reativa
elevados. Stratton et al mostraram que níveis de
E-selectina, VCAM-1, e ICAM-1 estavam elevados em
pacientes com crise renal decorrente da escleroder-
mia; por outro lado, níveis de E-selectina e VCAM-1
estavam normais em pacientes com ES limitada e hi-
pertensão pulmonar. Vaele et al comprovaram que pa-
cientes com fenômeno de Raynaud apresentam níveis
aumentados de I-CAM no soro e níveis de E-selectina
normais (Sato, 1999).

Os níveis sorológicos das moléculas de adesão re-
ferentes às doenças relatadas foram dosados pelo mé-
todo de ELISA (Denton et al, 1995; Lai et al, 1996;
Nyberg et al, 1997; Nasonov et al, 1999).

Aspectos terapêuticos

Muitas drogas usadas na terapia de doenças reu-
máticas atuam sobre as moléculas de adesão. A col-
chicina diminui a expressão de L-selectina e diminui
a função da E-selectina através dos microtúbulos. O
metotrexato, similarmente, diminui a expressão da
L-selectina e a função da E-selectina, bem como a ade-
são mediada por integrina. A Sulfasalazina diminui a
expressão de αMβ2 em monócitos e pode também au-
mentar os níveis de adenosina. O tiomalato diminui a
expressão de E-selectina e VCAM-1 nas células endo-
teliais sinoviais e diminui a produção de IL-8 e MCP-1.
Corticosteróides diminuem a expressão de E-selecti-
na e ICAM nas células endoteliais, fazem a regulação
negativa de CD2 e α<β2 no linfócito, diminuem a pro-
dução de IL-8 e MCP-1 e diminuem a regulação posi-
tiva de VCAM-1 e ICAM-1 no fibroblasto induzida por
IL-1, TNFα e INFγ. Por outro lado, a Ciclosporina A
diminui a expressão de ICAM-1 enquanto anti-infla-
matórios não esteróides inibem a adesão homo e hete-
rotípica de neutrófilos mediada por integrinas β2. A
Fucoidina mostrou ser eficiente na inibição do movi-
mento e adesão de leucócitos em ratos (Mc Murray,
1996; Mojcik e Shevach, 1997).

Várias terapias anti-moléculas de adesão vêm sen-
do testadas, sendo que a grande parte envolve o uso
de anticorpos monoclonais anti-CD18 (β2 integrina).
Experimentos feitos com coelhos comprovaram uma
diminuição no exsudato inflamatório da célula, uma
diminuição significativa no infiltrado celular subsino-
vial e na formação de folículos linfóides. Foi produzi-
da uma ICAM-1 IgG, uma proteína que se liga a α4β4;
apesar de não ter sido testada em doenças reumáticas,
promete ser eficiente (Mojcik e Shevach, 1997; Lock-
wood et al, 1999).

Alguns anticorpos monoclonais têm sido testados
em artrite reumatóide. Em testes clínicos, anticorpos
anti-citocina, como anti-TNFα, reduziram rapidamente



154 RBAC, vol. 33(3), 2001

a inflamação e produziram melhora sintomática, rela-
cionada com a dosagem e concentração plasmática do
anticorpo. Anti-CD4 foi testado e em dosagens suficien-
tes produziu melhora clínica. Pacientes em terapia com
anticorpos monoclonais anti-ICAM-1 obtiveram me-
lhora clínica a curto prazo. Em outros estudos, anti-
corpos monoclonais contra IL-1, IL-6 e IL-6R também
foram efetivos contra AR (Abe e Takeuchi, 1996; Choy,
1996; Mc Murray, 1996).

Recentemente demonstrou-se a eficiência da com-
binação de anti-TNFα/anti-CD4 no tratamento da ar-
trite reumatóide. Agentes TNFα biológicos como anti-
corpos monoclonais humanizados e receptor-TNFα
recombinante estão sendo lançados no mercado. Essa
terapia sozinha ou combinada ao metrotexato é muito
efetiva em pacientes portadores da doença. Luflona-
mida e metrotexato são drogas clinicamente eficazes
que interferem nos mecanismos envolvidos na infla-
mação e na destruição da integridade da junta sino-
vial, sendo portanto eficiente no tratamento da artrite
reumatóide. Estudos revelam que provavelmente dro-
gas anti-reumáticas tradicionais combinadas entre si
ou não e combinadas a ciclosporina, rapamicina ou
leflunomida serão em um futuro próximo a principal
terapia para a artrite reumatóide (Dinant e Dijkmans,
1999; Forre et al, 2000; Kraan et al, 2000; Marinova-
mutafchieva et al, 2000).

Em LES, estudos in vitro mostraram que a admi-
nistração de anticorpos monoclonais anti-ICAM-1 di-
minuiram a adesão celular e a apresentação de antí-
genos estimulada por citocinas. Anticorpos anti- LFA-3
e anti-ICAM-1, combinados ou não, preveniram injú-
ria glomerular em experimentos com ratos com glo-
merulonefrite. O anticorpo anti-LFA-1 inibiu a produ-
ção de auto-anticorpos, reduziu a proteinúria e pro-
longou discretamente a sobrevivência dos animais
(Mc Murray, 1996).

CONCLUSÕES

As investigações relacionadas a estrutura, função
e regulação das moléculas de adesão, têm se expandi-
do de uma maneira notável nos últimos tempos. Ape-
sar de muitos aspectos a esclarecer quanto a sua fun-
ção específica, pode-se afirmar que as moléculas de
adesão certamente participam de maneira essencial
nos processos que envolvem a resposta imune e que
essas proteínas estão diretamente ligadas a patogêne-
se de várias doenças reumáticas, destacando-se a ar-
trite reumatóide.

Considerando-se a participação das moléculas de
adesão na patogenia das doenças reumáticas e o nú-
mero significativo da população mundial que é aco-
metida por essas doenças, está claro que o estudo dos
mecanismos de ação pelos quais agem essas molécu-
las bem como a administração terapêutica adequada,
são de fundamental relevância.

As moléculas de adesão contribuem de forma sig-
nificativa para que haja um maior entendimento

quanto a fisiopatogenia das doenças autoimunes
reumáticas. Os avanços na área da biologia mole-
cular e da produção de anticorpos monoclonais cer-
tamente levarão a esclarecimentos fundamentais e
a identificação de novos alvos para a imunoterapia
específica.
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RESUMO – A pitiose é uma infecção endêmica em animais e considerada emergente em humanos que vivem em
zonas pantanosas das regiões tropicais, subtropicais e temperadas. O diagnóstico laboratorial fundamentado no
exame direto com KOH 10% e/ou histopatológico não evidencia características patognomônicas desta pseudo-
micose. Por outro lado, considerando-se que o isolamento e identificação cultural podem ser demoradas, o diag-
nóstico imunológico se impõe como recurso de grande valia. No presente estudo relatamos uma metodologia para
”ELISA-conta” aplicada a soros de coelhos imunizados com o antígeno de Pythium insidiosum. A metodologia
proposta permite quantificar os anticorpos em diferentes estágios da imunização.

PALAVRAS-CHAVE – Pitiose; Pythium insidiosum; Micoses.

SUMMARY – Pythiosi insidiosi is an endemic animal infection which is emerging in humans from tropical , subtro-
pical and temperate areas of the world. The diagnosis based on KOH mount and histologic features are not pathogno-
monic and culture and identification may be slowed. So, the immunologic techniques are important. Here, we report
a methodology for “ELISA-conta” applied to sera of rabbits immunized with Pythium insidiosum antigen. The pro-
posed methodology allowed to relate the antibodies levels to different immunization stage.

KEYWORDS – Pythium insidiosum; Pythiosi insidiosi; mycosis.

INTRODUÇÃO

A pitiose é uma pseudo-micose que atinge os teci-
dos cutâneos e subcutâneos de humanos e ani-

mais em regiões tropicais, sub-tropicais e temperadas.
Embora seja uma doença de maior prevalência entre
animais (equinos, cães e bovinos), tem sido diagnosti-
cada com aumentada frequência entre huma-
nos3,5,15,17,18,19,20.

A doença é causada por um microrganismo aquáti-
co, Pythium insidiosum, semelhante a um fungo mas
pertencente ao reino Stramenopila, filo Oomycota e
classe dos Oomycetes. Este agente prefere ambientes
pantanosos, úmidos e quentes onde produz zoósporos
biflagelados móveis, que são atraídos por quimiotaxia
aos tecidos lesionados de humanos ou animais1,11.

A infecção tem sido descrita em vários países do
mundo, sobretudo na Tailândia, América Central, Nova
Zelândia e Estados Unidos. No Brasil, a pitiose ainda
não foi descrita em humanos; todavia, em animais, o
número de casos é crescente8,9,13,14.

Clinicamente, a pitiose pode se apresentar nas for-
mas cutânea, e subcutânea afetando sobretudo a re-
gião periorbital , face e lábios. A forma ocular ocasio-
na úlceras de córneas, enquanto que a forma sistêmi-
ca envolve o sistema vascular, com mórbidas conse-
qüências. A forma sistêmica ou vascular tem sido ob-
servada, principalmente, na Tailândia entre pacientes
portadores de talassemia3,4,15.

O diagnóstico é baseado no exame direto e cultivo
do material proveniente das lesões. Pus, exsudato e ma-
terial biopsiado podem ser cultivados em ágar Sabou-
raud ou em ágar BHI. Após 24-48h a 28-37°C o desen-
volvimento de micélio branco ou sem cor, evidenciando
crescimento aéreo e submerso, é compatível com
Pythium insidiosum. Microscopicamente observam-se
hifas hialinas de 4-10µm de diâmetro, ramificadas e es-
parsamente septadas. A identificação requer a indução
da zoosporogênese, permitindo a visualização de zoos-
porângios e zoósporos. Para isto, fragmentos de grama
são distribuídos sobre a superfície de um meio sólido
contendo colônias do Pythium insidiosum. Após 24h de
incubação a 37°C os fragmentos vegetais são transferi-
dos para um meio de indução (solução rica em sais) e
,incubados a 37°C/3h, quando então, ocorrerá a forma-
ção dos zoosporângios10,12. O exame histopatológico
permite a visualização de hifas hialinas semelhantes as
observadas nas zigomicoses12,13.

O diagnóstico sorológico tem sido estudado atra-
vés da imunodifusão, fixação de complemento e en-
zimaimunoensaio6,7. O ELISA utilizando IgG ou IgM
anti-eqüino já foi empregado para diagnóstico nos
Estados Unidos e também empregado para diagnós-
tico em humanos20. Outras provas laboratoriais já uti-
lizadas incluem a imunofluorescência direta e imu-
noblot6,7.

O desenvolvimento de técnicas imunoenzimáticas
(ELISA) esbarra , com frequência, no elevado custo da
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aquisição de um espectrofotômetro especial para a lei-
tura de microplacas de titulação, onde o antígeno está
adsorvido na própria placa. Vários autores buscando
evitar tais custos, desenvolveram técnicas onde o an-
tígeno está adsorvido a outros suportes sólidos como
as pérolas de poliestireno. Silva J.E.(1992)16 desenvol-
veu o “ELISA-conta” para diagnóstico da neurocisti-
cercose, utilizando como suporte sólido alternativo,
contas ou miçangas adquiridas em lojas de bijuterias.

Somando-se as características de pseudo-micose
emergente entre humanos, com a importância econô-
mica da mesma nos rebanhos eqüinos, delineia-se a
necessidade de se dispor de uma técnica diagnóstica
de baixo custo, acessível e que permita a utilização
eventual, dadas as características epidemiológicas
desta infecção. Com base nestes pareceres, o presente
estudo objetivou avaliar o desempenho do “ELISA-
conta” na medida de anticorpos anti-Pythium insidio-
sum, obtidos de coelhos imunizados.

MATERIAL E MÉTODOS

1 – Antígeno10,11,12: a produção do antígeno utili-
zou uma amostra isolada no Rio Grande do Sul regis-
trada no Departamento de Medicina Veterinária Pre-
ventiva sob nº DMPV 118/98 e catalogada como CBS
101555. Este antígeno foi utilizado para imunização
dos coelhos e adsorção das contas. O Pythium insidio-
sum foi cultivado em caldo Sabouraud sob agitação de
150 rpm durante 5 dias a 37°C. Esta cultura foi inati-
vada com 0,02% de timerosal e, a seguir, filtrada em
papel de filtro nº 1. A massa miceliana foi ressuspen-
dida com tampão Tris com 1% de Triton 100,mantida
em repouso durante 1 hora e imediatamente macera-
da aproximadamente 1h num disruptor de células
manual. O macerado foi centrifugado a 7000 rpm/5 min
e o sobrenadante chamado antígeno macerado de
massa (AMM). A concentração de proteínas, determi-
nada pelo método de Lowry foi de 3,3mg/ml.

2 – Sensibilização das “contas” utilizadas como
suporte sólido16: contas de poliestireno, adquiridas em
lojas de armarinho foram sensibilizadas por adsorsão
física com antígeno macerado de massa (AMM) em
solução tamponada carbonato-bicarbonato (Na2CO3
0,02M; NaHCO3 0,03M em pH 9,6) na concentração
de 10 µg de proteínas por unidade de suporte. A incu-
bação para adsorção foi de 12h a temperatura ambien-
te e sob lenta agitação. Após a incubação, as contas
foram lavadas 3 vezes com tampão fosfato de sódio e
PBS pH 7,2, secas em estufa a 37°C por 10 min e pos-
teriormente armazenadas sob refrigeração a 4°C em
frascos hermeticamente fechados. Para a realização dos
testes utilizou-se uma conta por tubo.

3 – Produção de antissoros10,11,12: dez coelhos fo-
ram imunizados com antígeno AMM. Foram aplica-
das três doses do antígeno, respectivamente nos dias
zero, 14º e 28º. Os soros para os ensaios foram coleta-
dos nos dias zero, 21º e 35º. O sangue (1ml) era colhi-
do da veia marginal da orelha, coagulado, centrifuga-
do e o soro armazenado a –20°C. Obteve-se 30 amos-
tras de soro, provenientes de dez coelhos imunizados,

conforme acima descrito. O material coletado no dia
zero, serviu como controle negativo.

4 – Conjugado16: foram empregados anticorpos anti-
IgG de coelho, conjugados com “horseradish” peroxi-
dase (Difco) e diluído de acordo com as instruções do
fabricante.

5 – Solução cromogênica16: 1mg de orto-fenilenodi-
amina (OPD) era diluído em 10 ml de tampão citrato-
fosfato 0,15M (pH 5,0). No momento do uso, acrescen-
tava-se 100µl de peróxido de Hidrogênio 30 volumes.

6 – Técnica empregada16: inicialmente as “contas”
eram bloqueadas em solução de albumina (100 ml de
PBS com 50ml de Tween 20 e 0,2g de albumina bovi-
na) durante 1h/37°C. Após aspiração da solução de blo-
queio, com trompa de vácuo, acrescentava-se em cada
tubo, 0,2ml dos soros previamente diluídos a 1/10.000
no tampão diluidor de amostras. Realizava-se nova
incubação de 60 min/37°C. A seguir, aspirava-se e la-
vava-se 5 vezes com o tampão de lavagem (100 ml de
PBS + 50 µl e tween 20). Volumes de 0,2 ml do conju-
gado imunoenzimático IgG anti-coelho-peroxidase,
previamente diluído a 1/5000 no tampão diluidor, eram
acrescentados e incubados a 37°C/60 min. Após a re-
petição do processo de lavagem, foi iniciada a reação
enzimática pela adição de 0,2ml da solução cromogê-
nica. Depois de 15 min de incubação a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, a reação era interrompi-
da pela adição de 1,5 ml de H2SO4 1N. Finalmente,
volumes de aproximadamente 1,5 ml do produto cora-
do, eram transferidos para tubos de leitura em espec-
trofotômetro e realizada a leitura espectrofotométrica
a 490 nm, zerando-se com o branco da reação.

7 - Limiar de reatividade (cut offcut offcut offcut offcut off)2: este valor foi
estabelecido com base na média aritmética das densi-
dades óticas (D.O.) dos controles negativos acrescidos
de 2 desvios-padrão.

8 – Reprodutibilidade inter-ensaio2: foi determi-
nada pela repetição do ensaio em 5 ocasiões diferen-
tes, utilizando-se os mesmos soros e reagentes.

RESULTADOS

O protocolo empregado permitiu quantificar com
clareza a resposta imunológica através da técnica pro-
posta.

Os soros controle negativos evidenciaram densida-
des óticas variáveis de 0,068 a 0,150 com média arit-
mética de 0,1063 (Tabela I) o que corresponde a au-
sência de anticorpos anti-Pythium insidiosum, demons-
trando a especificidade da reação.

A avaliação dos soros obtidos após a 2ª imunização
permitiu verificar D.O. variáveis entre 0,253 e 0,628,
com média aritmética de 0,414 (Tabela I).

Após a terceira imunização, as D.O. variaram entre
0,345 e 0,859 com média de 0,599 (Tabela I).

A média aritmética das D.O. dos controles negati-
vos acrescida de 2 desvios-padrão, indicou que a
D.O. = 0,116 deve ser considerada como o limiar de
reatividade (cut-off). A reprodutibilidade do ensaio,
baseada em 5 repetições da técnica, permitiu estabe-
lecer os desvios-padrões demonstrados na Tabela II.
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TABELA I
Densidades óticas obtidos no “ELISA-conta”

a partir de soros de coelhos imunizados
e não imunizados com antígeno de Pythium insidiosum

Controles Soros do Soros do
Animais Negativos 21º dia 35° dia

(Dia zero) de imunização de imunização
1 0,101 0,341 0,697
2 0,095 0,440 0,757
3 0,068 0,253 0,345
4 0,123 0,324 0,473
5 0,103 0,572 0,644
6 0,150 0,628 0,859
7 0,076 0,475 0,781
8 0,142 0,298 0,531
9 0,097 0,371 0,451
10 0,108 0,438 0,454

Média 0,1063 0,414 0,5992
Desvio Padrão 0,0035 0,0485 0,1215

TABELA II
Reprodutibilidade do “ELISA-conta”
aplicado ao diagnóstico da pitiose

Avaliações Controle Soros do Soros do
Negativo 21º dia 35° dia

1ª 0,1063 0,414 0,5992
2ª 0,1182 0,3857 0,6087
3ª 0,0916 0,3905 0,6043
4ª 0,1059 0,4001 0,6046
5ª 0,1040 0,3881 0,6012

Médias 0,1083 0,3956 0,6035
Desvios-padrão 0,0101 0,0103 0,0032

DISCUSSÃO

O Laboratório de Pesquisas Micológicas (LAPEMI)
da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), no
Rio Grande do Sul, tem desenvolvido projetos em coo-
peração com a EMBRAPA (Corumbá-MS) objetivados
ao diagnóstico clínico, laboratorial e a avaliação de um
imunoterápico para tratamento da pitiose equina, de-
senvolvido na UFSM. O presente estudo demonstra
os resultados iniciais da utilização de um ensaio imu-
noenzimático (ELISA) para o diagnóstico da pitiose e
se constitui em parte de um projeto mais amplo.

Conforme já referido, a pitiose é mais frequente nos
eqüinos, todavia, os relatos na espécie humana são
crescentes e considerada por Kauffman como micose
emergente6,7. A ocorrência desta micose se sobressai
em regiões pantanosas e de clima quente, acometen-
do, sobretudo, o homem do meio rural17,18,19,20.

O diagnóstico da pitiose se baseia no exame ma-
croscópico e microscópico das lesões, embora, deva-
se ressaltar que podem apresentar problemas como
dificuldade no isolamento e na histopatologia pois, as
hifas cenocíticas são similares as observadas nas en-
tomoftoromicoses causadas pelo Conidiobolus corona-
tus ou Basiodiobolus ranarum. Estas limitações diag-
nósticas, aliadas a ineficácia dos tratamentos, buscam
no imunodiagnóstico, uma alternativa importante10,11,12.

A escolha do “ELISA-conta” para medida de anti-
corpos anti-Pythium insidiosum foi fundamentada na
fácil operacionalização técnica e no baixo custo, pois,

a mesma, pode ser realizada em laboratórios clínicos
de pequeno porte, uma vez que dispensa o espectro-
fotômetro leitor de microplacas16.

O estudo foi realizado com coelhos imunizados para
permitir a padronização da técnica. Posteriormente a
mesma será aplicada ao diagnóstico de eqüinos e hu-
manos evidenciando sinais de pitiose.

Os resultados obtidos permitiram diferenciar ani-
mais sadios dos animais imunizados, bem como quan-
tificar o aumento da curva de anticorpos. Os desvios-
padrões calculados e o teste de reprodutibilidade ates-
tam o bom desempenho da metodologia proposta. A
determinação da sensibilidade, especificidade, valo-
res preditivos e eficiência, só serão avaliados quando,
com base nesta metodologia forem realizados ensaios
com soros de pacientes, humanos ou animais, clinica-
mente doentes.
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RESUMO – A bacteriúria assintomática é comum em vários grupos da população e, na maioria das vezes, é benigna
e não representa um problema clínico. No entanto, em algumas situações, parece estar associada com o desenvol-
vimento de efeitos adversos, entre eles, infecções do trato urinário sintomáticas. São múltiplos os fatores predispo-
nentes da bacteriúria assintomática. O diagnóstico pode ajudar no acompanhamento dos casos e o programa de
tratamento deve ser avaliado para cada caso especificamente.

PALAVRAS-CHAVE – Infecções do trato urinário; bacteriúria assintomática.

SUMMARY – Asymptomatic bacteriuria is common in many population groups and, in most cases, it is benign and
does not present itself as a clinical problem. Nonetheless, in some cases it seems to be associated with the develop-
ment of adverse effects, such as symptomatic urinary tract infections. There are multiple factors that can lead to
asymptomatic bacteriuria. Its diagnostic can help monitoring the cases and the treatment program must be evaluat-
ed for each case specifically.

KEYWORDS – Urinary tract infections; asymptomatic bacteriuria.

INTRODUÇÃO

As Infecções do Trato Urinário (ITU) podem ser
definidas como invasão e multiplicação micro-

biana de qualquer tecido do trato urinário, desde a
uretra até os rins, bem como estruturas subjacentes
(Kunin, 1991). Elas podem ser classificadas em ure-
trites, cistites, prostatites e pielonefrites, dependen-
do da localização, e, de acordo com o tipo de infec-
ção, podem ser sintomáticas, assintomáticas, agu-
das, recorrentes, crônicas, complicadas e descom-
plicadas (Sherk et al, 2001). As infecções do trato
urinário sintomáticas são caracterizadas por diver-
sas síndromes, nas quais há uma resposta inflama-
tória à invasão microbiana, em regiões específicas
do trato urinário. Por outro lado, as infecções do tra-
to urinário silenciosas ou assintomáticas, conheci-
das como bacteriúrias significativas assintomáticas
ou simplesmente bacteriúrias assintomáticas, são ca-
racterizadas pela presença de bactérias na urina,
acompanhadas ou não por respostas imune e infla-
matória, com ausência de sinais e sintomas urinári-
os e sistêmicos. (Kunin, 1991; Silva, 1999).

O conceito de bacteriúria significativa para o di-
agnóstico de infecções do trato urinário foi desen-

volvido por Kass (1955) e Sanford et al (1956) e in-
dica o crescimento de 105 unidades formadoras de
colônias (ufc) por mililitro de urina coletada pela
captação limpa do meio da micção (método do jato
médio). Originalmente, este crescimento era consi-
derado altamente indicador de infecção, porém, a
modificação desse critério tem sido sugerida por al-
guns autores. A Sociedade Americana de Doenças
Infecciosas (Infectious Disease Society of America),
por exemplo, tem definido cistite como o crescimen-
to de 103 UFC/mL de bactérias em urina coletada
através do método do jato médio e na presença dos
sintomas mais comuns como disúria, urgência uri-
nária, freqüência, desconforto suprapúbico, hema-
túria e incontinência. Desta forma, a interpretação
adequada dos resultados de cultura de urina exige
comunicação entre o clínico e o laboratório (Kunin,
1991; Kunin et al, 1993; Faro & Fenner, 1998). Por
outro lado, o diagnóstico da bacteriúria assintomá-
tica parece ser mais complicado, pois é dificultado
pela ausência de sintomas clínicos (Nicolle, 2000).

Na maioria das situações, a bacteriúria assinto-
mática é benigna e não representa um problema clí-
nico, retratando apenas um achado laboratorial oca-
sional. Porém, em determinados grupos, pode oca-
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sionar resultados adversos (Hooton et al, 2000). As-
sim, o objetivo deste trabalho é abordar os princi-
pais aspectos da bacteriúria assintomática.

Desenvolvimento

Definição
A bacteriúria assintomática tem sido definida por

duas ou mais culturas de espécimes de urina suces-
sivos, coletados pela captação limpa do meio da mic-
ção, com crescimento do mesmo microrganismo
igual ou maior a 105 UFC/mL, na ausência de qual-
quer sintoma (Kunin, 1991; Silva, 1999; Nicolle,
2000; Uronews, 2001a).

Prevalência
A prevalência de bacteriúria assintomática em be-

bês não prematuros é inferior a 10% (Faro & Fenner,
1998). Durante a idade pré-escolar, a bacteriúria as-
sintomática acontece em aproximadamente 1% das me-
ninas e 0,03% dos meninos (Kemper & Avner, 1992).

Em mulheres jovens com idades entre 15 e 24 anos,
a prevalência da bacteriúria assintomática é 1 – 2% (Sil-
va, 1999; Stein & Funfstuck, 2000; Nicolle, 2000) e
aproximadamente 5% nas mulheres jovens sexual-
mente ativas (Nicolle, 2000), sugerindo que a ativi-
dade sexual possa ser um fator de risco para a multi-
plicação de microrganismos no trato urinário femini-
no. Observa-se também que cerca de 30% das mu-
lheres tem bacteriúria assintomática (normalmente
passageira) imediatamente após relações sexuais (Sil-
va, 1999). A prevalência da bacteriúria assintomática
também aumenta com a idade, ocorrendo em 3 – 8%
das mulheres pré-menopausadas (Faro & Fenner,
1998) e 5 – 10% em mulheres saudáveis acima dos 65
anos de idade (Silva, 1999). Entre as mulheres ido-
sas (acima dos 80 anos de idade) funcionalmente in-
válidas e internadas em instituições ou hospitais, a
prevalência de bacteriúria assintomática é excepcio-
nalmente alta (20 – 53%) (Silva, 1999; Stein & Funfs-
tuck, 2000; Nicolle, 2000). Nas mulheres grávidas, a
prevalência desta condição é de 2 – 10% (Stein & Fun-
fstuck, 2000), podendo ser maior na presença de ou-
tros fatores de risco, como condição sócio-econômica
baixa, Diabetes mellitus e anormalidades anatômicas
no trato urinário (Uronews, 2001a).

Em homens, a prevalência de bacteriúria assin-
tomática é baixa, porém, esta taxa aumenta para
6 – 13% nos homens idosos (com mais de 65 anos de
idade) ambulatoriais que moram na comunidade,
17 – 26% nos homens que moram em asilos e 30 – 34%
nos homens internados em hospitais (Stein & Fun-
fstuck, 2000; Uronews, 2001b).

São relatadas bacteriúrias assintomáticas em
50 – 100% dos pacientes com uso de cateter (Nicol-
le, 2000) e em 4 – 60% dos transplantados renais imu-
nossuprimidos (Stein & Funfstuck, 2000). A bacteriú-
ria assintomática também é elevada entre pacientes
com Diabetes mellitus, onde a prevalência é aproxi-
madamente três vezes maior em adultos do sexo fe-

minino (7,9 – 11,1%) (Faro & Fenner, 1998; Silva,
1999; Stein & Funfstuck, 2000; Ronald & Ludwig,
2001; Geerlings et al, 2001).

Bacteriúria assintomática associada
com resultados adversos

Em crianças, a bacteriúria assintomática na au-
sência de refluxo ou obstrução é benigna. O refluxo
é uma causa comum de dano renal durante os pri-
meiros 5 anos de vida e não é causado necessaria-
mente por infecção, mas a infecção pode aumentar
sua severidade. Bacteriúria assintomática em crian-
ças pode ser um marcador ou potencializador do re-
fluxo subjacente ou dano renal. Desta forma, crian-
ças jovens com bacteriúria assintomática devem ser
investigadas para infecções e anormalidades anatô-
micas (Faro & Fenner, 1998).

De acordo com estudos realizados em diferentes
populações de mulheres jovens, não gestantes, a bac-
teriúria assintomática não está associada a efeitos
adversos, como hipertensão, cicatrização renal ou fa-
lência renal (Silva, 1999; Nicolle, 2000). Porém, é
relatado que 30% das mulheres jovens não-grávidas
com bacteriúria assintomática progredirão para in-
fecção do trato urinário sintomática em um ano e
que a maioria das mulheres com triagem positiva
para bacteriúria assintomática teve infecção do tra-
to urinário previamente (Faro & Fenner, 1998).

Foi documentada morbidez significativa associa-
da à bacteriúria assintomática em mulheres grávi-
das. Aproximadamente 30 – 40% das mulheres grá-
vidas com bacteriúria assintomática (identificada no
primeiro trimestre e sem tratamento prévio com an-
timicrobianos) desenvolvem pielonefrite durante a
gravidez, na maioria das vezes, ao término do se-
gundo ou no início do terceiro trimestre (Boucher
et al, 1989; Silva, 1999; Stein & Funfstuck, 2000; Uro-
news, 2001a; Uronews, 2001c). Segundo Patterson
& Andriole (1997), a bacteriúria assintomática é o
principal fator de risco para o desenvolvimento de
infecção do trato urinário sintomático na gestação e
pode estar associada com efeitos adversos para a
saúde materna e fetal. Incidência aumentada de
partos prematuros, recém-nascidos com baixo peso,
anemia materna e hipertensão induzida pela gravi-
dez são efeitos que têm sido atribuídos à bacteriúria
assintomática, porém o tema é polêmico (Silva, 1999;
Stein & Funfstuck, 2000; Uronews, 2001a). O traba-
lho pioneiro de Edward Kass descreveu que 6% das
mulheres grávidas tiveram bacteriúria assintomáti-
ca associada com o aumento de prematuridade e
mortalidade perinatal comparadas com mulheres
com urinas estéreis (MacLean, 2001).

A bacteriúria (assintomática ou sintomática) é a
infecção bacteriana mais freqüentemente documen-
tada em pessoas idosas e a mais comum de todas as
infecções nosocomiais. Além disso, é a causa mais
freqüente de bacteremia e sépsis nos idosos (Uro-
news, 2001b). Alguns estudos informaram taxas de
mortalidade significativamente aumentadas em po-
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pulações de idosos com bacteriúria assintomática,
enquanto que outros estudos não confirmaram to-
talmente esta associação (Nicolle, 1994).

Tem sido divulgado que existe um risco de 2 a 4%
para o desenvolvimento de bacteriúria em pacien-
tes que são submetidos a um episódio isolado de ins-
trumentação do trato urinário. Por outro lado, quan-
do a cateterização é a longo-prazo (mais de 30 dias),
a bacteriúria acontece em quase todos os pacientes.
Períodos de bacteriúria, que geralmente é polimi-
crobiana, podem alternar com períodos de urina es-
téril, ou bacteriúrias podem se tornar crônicas; em
ambos os casos, as cepas infectantes freqüentemen-
te mudam (Stamm & Hooton, 1993).

As mulheres com o Diabetes mellitus tem bacte-
riúria assintomática mais freqüentemente que as mu-
lheres sem o Diabetes mellitus. Um estudo compa-
rativo realizado por Geerlings et al (2001) concluiu
que mulheres com o Diabetes mellitus tipo 2 e bac-
teriúria assintomática tiveram um risco aumentado
de desenvolver infecções do trato urinário sintomá-
tica quando comparados àquelas sem bacteriúria.
Além disso, demonstrou que a bacteriúria assinto-
mática está associada a uma tendência de declínio
mais rápido da função renal em mulheres com Dia-
betes mellitus tipo 1 durante o período do estudo
(18 meses), mas não pode concluir que bacteriúria
assintomática está associada com a progressão da
doença renal nestas mulheres.

Fatores de risco que predispõem
à bacteriúria assintomática

Como visto anteriormente, as mulheres e meni-
nas têm uma prevalência maior de bacteriúria as-
sintomática do que homens e meninos. Isto pode
ser justificado pelas diferenças anatômicas entre os
sexos e que são iguais àquelas que predispõem à
infecção do trato urinário sintomática, como uretra
muito mais curta nas mulheres e colonização bac-
teriana na área perineal e periuretral da vagina,
tornando mais fácil a ascensão das bactérias para a
bexiga (Mims et al, 1999; Uronews, 2001b). Um es-
tudo realizado por Hooton et al (2000) demonstra
que, para mulheres jovens, os fatores de riscos mais
importantes para o desenvolvimento da bacteriú-
ria assintomática são os mesmos que para infecção
do trato urinário sintomática, particularmente o uso
de diafragma com espermicidas e relações sexuais.
Os espermicidas provavelmente aumentam o risco
para infecção do trato urinário por alterar o ambien-
te vaginal e favorecer a colonização com uropató-
genos (Hooton et al, 1996) e as relações sexuais pre-
dispõem à infecção por facilitar o movimento dos
microorganismos até a uretra, promovendo o aces-
so dos mesmos à bexiga (Mims et al, 1999). Embo-
ra os casos de infecções do trato urinário adquiri-
das por homens em relações heterossexuais sejam
aparentemente raros, parece que homens ativos em
relações homossexuais correm mais riscos de bac-
teriúria (assintomática ou sintomática) causada por

microorganismos coliformes, contraídos durante o
coito anal (Uronews, 2001b). Ainda em relação à
predisposição para bacteriúria assintomática no
sexo masculino, os meninos não circuncisados apre-
sentam taxa significativamente mais elevada de
bacteriúria assintomática do que os circuncisados,
supostamente devido à colonização bacteriana do
prepúcio no primeiro grupo. Após a primeira in-
fância, o prepúcio retrai-se com mais facilidade,
proporcionando melhor higiene peniana (Mims
et al, 1999; Uronews, 2001b).

A idade é outro fator que, independemente do
sexo, faz com que haja maior prevalência de bacte-
riúria assintomática. Neste caso, a explicação pare-
ce estar relacionada ao estado de saúde e ao nível
de capacidade funcional, que pode variar conside-
ravelmente de um indivíduo para outro. Em geral, a
maior ocorrência de infecções em pessoas idosas é
atribuída aos seguintes fatores:

1) Maior exposição a patógenos secundários às
alterações no meio ambiente como, por exem-
plo, bactérias resistentes adquiridas em hos-
pitais;

2) Alterações na fisiologia do hospedeiro;
3) Resposta imune alterada (sistema imunológi-

co em declínio); e
4) Comorbidade (Uronews, 2001b).

Vários fatores podem colocar pacientes portado-
res de Diabetes mellitus em alto risco de bacteriú-
ria assintomática, entre eles estão as vaginites re-
correntes, a neuropatia diabética com disfunção ve-
sical neurogênica, o impedimento da função leu-
cocitária secundária à hiperglicemia, a microangi-
opatia diabética e a instrumentação do trato uriná-
rio (Faro & Fenner, 1998; Uronews, 2001b). Tradi-
cionalmente, o ensino mostra que bacteriúria as-
sintomática está associada com o controle de gli-
cose. No entanto, estudos mais recentes têm mos-
trado que a prevalência da bacteriúria assintomá-
tica não é significantemente influenciada pela du-
ração do diabetes ou pela qualidade do seu contro-
le (Faro & Fenner, 1998).

O cateterismo é um fator importante predisponen-
te da infecção do trato urinário assintomática e sin-
tomática (Mims et al, 1999). Fatores de risco signifi-
cantes para cateter associado com a bacteriúria as-
sintomática ou infecção do trato urinário sintomáti-
ca incluem o sexo feminino, a idade avançada, a fal-
ta de terapia antimicrobiana sistêmica e a duração
mais longa de cateterização (Saint & Lipsky, 1999).

Outros fatores que predispõem à bacteriúria as-
sintomática são gestação, hiperplasia prostática be-
nigna, cálculos renais, tumores, constrições de qual-
quer natureza e fatores que impedem ou dificultam o
esvaziamento completo da bexiga (Mims et al, 1999).

Vários fatores de virulência têm sido associados
com cepas de E. coli que causam infecções do trato
urinário sintomáticas, especialmente pielonefrite,
mas aqueles associados com cepas causadoras de



162 RBAC, vol. 33(3), 2001

bacteriúrias assintomáticas ainda permanecem obs-
curos. No estudo realizado por Hooton et al (2000),
foram testados hemolisina e papG, o gene que codi-
fica a adesina nas fímbrias P, pois estes dois fatores
têm sido normalmente mais prevalentes entre cepas
que causam infecções clínicas severas do trato uri-
nário. Neste estudo, as proporções de cepa de E. coli
que foram positivas para hemolisina e papG foram
praticamente idênticas entre mulheres com bacte-
riúria assintomática e àquelas com infecção do trato
urinário sintomáticas. Os dados da tipagem do RNA
ribossomal apontaram também que cepas idênticas
de E. coli podem causar tanto a bacteriúria assinto-
mática ou infecção do trato urinário sintomática num
mesmo indivíduo. Portanto, o desenvolvimento de
bacteriúria assintomática ou de infecção do trato
urinário pode não refletir somente o fator de viru-
lência do microrganismo, mas resultar de uma inte-
ração mais complexa entre a expressão fenotípica
de fatores de virulência e a variabilidade biológica
do hospedeiro (Nicolle, 2000).

Diagnóstico laboratorial

A cultura bacteriana quantitativa de urina é con-
siderada um procedimento padrão e obrigatório para
o diagnóstico de infecções do trato urinário, inclusi-
ve para bacteriúria assintomática (Woods,1999). A
cultura é realizada inoculando-se meios apropria-
dos com uma quantidade conhecida de urina, geral-
mente 0,01 mL ou 0,001 mL, com uma alça calibra-
da de plástico ou metal (Vallada, 1997).

A bacteriúria assintomática é freqüentemente um
processo dinâmico, isto é, pode surgir e desapare-
cer em qualquer pessoa, a qualquer momento, moti-
vo pelo qual, a aplicação de uma padronização mi-
crobiológica é necessária para o seu diagnóstico
(Faro & Fenner, 1998; Nicolle, 2000). Na maioria das
situações, uma única urocultura positiva para um
determinado uropatógeno (≥ 105 UFC/mL) é suficien-
te para caracterizar uma infecção do trato urinário.
Entretanto, para o diagnóstico da bacteriúria assinto-
mática, é recomendado que no mínimo 2 amos-
tras sucessivas de urina, assepticamente coletadas,

sejam avaliadas e que das mesmas seja isolado o
mesmo microrganismo com contagens elavadas
(≥ 105 UFC/mL) (Kunin, 1991; Silva, 1999; Nicolle,
2000; Uronews, 2001a). A necessidade de uma se-
gunda amostra de urina para o diagnóstico da bac-
teriúria assintomática é questionada por Geerlings
et al (2000). Estes pesquisadores reportam em seu
trabalho que a identificação molecular realizada por
eletroforese em gel de campo pulsado de 32 isola-
dos de E. coli, obtidos de duas culturas consecutivas
de urina de 16 pacientes diabéticos com bacteriúria
assintomática, demonstrou discrepância entre os iso-
lados de 7 pacientes, sugerindo que estes pacien-
tes, na verdade, não apresentavam bacteriúria as-
sintomática, mas haviam sido reinfectados por uma
cepa de E. coli diferente.

Os microorganismos isolados de pessoas com bac-
teriúria assintomática são geralmente semelhantes
àqueles isolados de infecções sintomáticas. A E. coli
foi o uropatógeno mais freqüentemente isolado na
maioria dos estudos de bacteriúria assintomática, no
entanto, outros microrganismos também foram en-
contrados, entre eles, as enterobactérias Klebsiella sp
e Proteus sp, não fermentadores da glicose como
Pseudomonas sp e os microorganismos Gram-posi-
tivos, como Staphylococcus saprophyticcus, espécies
de Enterococcus e estreptococos do grupo B (Uro-
news, 2001a).

Existem outros métodos mais rápidos para a ca-
racterização de bacteriúria significativa que podem
ser usados como exames de triagem para detecção
de bacteriúria assintomática, principalmente em al-
guns casos especiais, como nas gestantes. Os pro-
cedimentos de triagem de bacteriúria significativa
atualmente disponíveis para uso no laboratório de
microbiologia clínica são representados pelos se-
guintes métodos:

1) exames microscópicos – preparações a fresco
ou colorações;

2) testes químicos – detecção de enzimas bacte-
rianas (catalase, glicose oxidase, nitrato redu-
tase e tetrazólio redutase) e da leucócito este-
rase; e

QUADRO 1
Correlação entre bacterioscopia e contagens bacterianas em cultura

Método de preparação Correlação

sem centrifugação e sem coloração 1 ou mais germes por campo microscópico (400 X) indica usualmente
mais de 106 bactérias por mL

com centrifugação e sem coloração 1 ou mais germes por campo (400 X) indica títulos bacterianos iguais
ou maiores de 105 por mL

sem centrifugação e com coloração visualização de 1 ou mais germes por campo (1000 X) indica geralmente 105

ou mais germes por mL

com centrifugação e coloração presença de 1 ou mais germes por campo de 1000 aumentos indica,
como regra, títulos bacterianos de 104 ou mais por mL

Retirado de Vallada, E. P. Manual de Exames de Urina. 4ª ed. São Paulo: Atheneu, 1997. p.157.
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3) sistemas automatizados – fotometria, biolumi-
nescência e filtração colorimétrica (Cardoso
et al, 1996; Vallada, 1997; Woods, 1999). Os
resultados de triagem e cultura correlacionam-
se bem quando a contagem de microrganis-
mos for ≥ a 105 UFC/mL, mas eles se compa-
ram menos favoravelmente na presença de
contagens mais baixas (Woods, 1999).

Os exames microscópicos de urina para a detec-
ção de bacteriúria significativa podem ser realiza-
dos na prática bacteriológica por quatro procedimen-
tos básicos:

1) exame a fresco da urina não centrifugada,
visualizado em objetiva de 40 X;

2) observação do sedimento urinário a fresco com
objetiva de 40 X;

3) exame com objetiva de imersão (100 X) do es-
fregaço de urina não centrifugada, corado pela
técnica de Gram; e

4) esfregaço corado pelo Gram da urina centri-
fugada, examinado com objetiva de imersão
(Cardoso et al, 1996). A correlação entre bac-
terioscopia e contagens bacterianas em cultu-
ra pode ser vista no Quadro 1.

O exame microscópico de uma gota de urina não
centrifugada, corada pelo Gram, é considerado o mé-
todo de triagem de mais fácil execução, mais barato
e, provavelmente, o mais sensível e fidedigno para
identificar espécimes de urina contendo mais de
105 UFC/mL (Washington et al , 1981; Woods, 1999).
Cardoso et al (1996), com o objetivo de simplificar a
detecção da bacteriúria significativa, comparou os
resultados dos exames microscópicos de uma alça-
da (10mL) e de uma gota (50mL) de urina não cen-
trifugada, corada pelo Gram, e demonstrou equiva-
lência dos dois métodos nos índices de eficácia (sen-
sibilidade 98,78% e especificidade 99,62%) para a
detecção de bacteriúria significativa. Concluiu, tam-
bém, que a técnica da alça (10mL) pode ser utiliza-
da como uma alternativa à clássica técnica da gota
(50mL) apresentando como vantagem maior rapidez
e simplicidade de execução. Como critério para o
exame microscópico positivo recomendou a leitura
de 10 campos microscópicos e a presença de pelo
menos dois microorganismos por campo microscó-
pico de imersão examinado.

Testes químicos comercialmente disponíveis em ti-
ras que combinam nitrato redutase (uma enzima pre-
sente na maioria dos bacilos Gram-negativos que cau-
sam infecção urinária) e esterase leucocitária (uma
enzima produzida por neutrófilos) são rápidos, bara-
tos e simples de aplicar, mas suas sensibilidades são
demasiado baixas para uso como triagem isolada para
infecção do trato urinário (Woods, 1999). Tincello &
Richmond (1998), relatam em seu trabalho que tiras
reagentes de urina, que detectam sangue, proteína,
esterase leucocitária e nitrato redutase, não são sufi-
cientemente sensíveis para serem usadas em triagens

para bacteriúria assintomática em mulheres grávidas,
evidenciando uma sensibilidade de apenas 33% quan-
do todos os quatros testes foram usados em combina-
ção. De acordo com os autores, a cultura de urina deve
permanecer como exame de escolha para investigar
bacteriúria assintomática.

Outra questão que pode ser considerada nas tri-
agens de bacteriúria é a capacidade de detectar a
piúria (Woods, 1999). O método mais comumente uti-
lizado para diagnosticar piúria é o exame microscó-
pico do sedimento centrifugado da urina, que per-
mite um relatório preliminar rápido (Kunin, 1991).
Apesar de a infecção do trato urinário ser, sem som-
bra de dúvidas, a causa mais comum de piúria, ou-
tras condições importantes devem ser consideradas,
como trauma geniturinário, neoplasias, pedras e
corpos estranhos, glomerulonefrites, contaminação
vaginal e antibioticoterapia concomitante (Kunin,
1991; Mims et al, 1999). Dogunro (1991) evidencia
em estudos que, embora exista uma associação po-
sitiva entre piúria e bacteriúria, a ausência de célu-
las brancas em amostras de urina não exclui a bac-
teriúria, bem como a presença de piúria não seja ne-
cessariamente indicativa de bacteriúria significati-
va. Em relação a bacteriúria assintomática, Kunin
(1991) relata que metade dos indivíduos nesta con-
dição não apresenta piúria significante.

Tratamento
Não são muitos os dados disponíveis sobre as po-

tenciais complicações surgidas de bacteriúria assin-
tomática, como o desenvolvimento de infecção sinto-
mática e dano renal, e os benefícios alcançados pelo
tratamento da mesma não são evidentes. Assim, o tra-
tamento de mulheres não-grávidas, mulheres não-
idosas, homens ou mulheres idosos e crianças em ida-
de escolar não é incentivado, quando as vias uriná-
rias nestes forem normais, pois as complicações são
raras e parecem não justificar o uso rotineiro de agen-
tes antimicrobianos como tratamento para prevenção
de bacteriúria assintomática (Zhanel et al, 1990;
Stamm & Hooton, 1993; Silva, 1999). Em mulheres
não-grávidas, estudos chegaram a relatar que episó-
dios de reinfecção sintomática ocorreram com mais
freqüência nas mulheres tratadas. Isto sugere um
impacto negativo de terapia de antimicrobianos em
processos de bacteriúria assintomática (Silva, 1999).

No entanto, para reduzir o risco notadamente au-
mentado para desenvolvimento de pielonefrite agu-
da e os riscos de prematuridade e baixo peso nos
recém-natos, todas as mulheres grávidas com bac-
teriúria assintomática microbiologicamente docu-
mentada deveriam ser tratadas (Stamm & Hooton,
1993; Patterson & Andriole, 1997; Silva, 1999). A du-
ração da terapia, selecionada com base na suscepti-
bilidade, não é totalmente estabelecida, mas geral-
mente são recomendados três a sete dias de trata-
mento. Uroculturas pós-tratamento devem ser feitas
para confirmar a cura (Patterson & Andriole, 1997;
Silva, 1999).
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O tratamento também tem indicação antes de in-
tervenções urológicas, após transplantes renais, em
neonatos, crianças pré-escolares e em pacientes com
trato urinário anormal com bacteriúria assintomáti-
ca (Zhanel et al, 1990; Stein & Funfstuck, 2000).
Complicações pós-operatórias, inclusive bacteremia,
são reduzidas reconhecendo e tratando bacteriúria
assintomática antes de cirurgias urológicas (Stamm
& Hooton, 1993).

Aparentemente, o tratamento de bacteriúria as-
sintomática tem pequeno benefício em pacientes
com cateteres, principalmente enquanto o cateter
permanece in situ, pois o tratamento nestas circuns-
tâncias promoverá, na maioria dos casos, o apareci-
mento de microrganismos resistentes (Stamm &
Hooton, 1993; Silva, 1999). Um estudo sugeriu que
mulheres com bacteriúria assintomática após cate-
terização devam ser tratadas, porém, são necessári-
os estudos adicionais para confirmar esta conduta
(Stamm & Hooton, 1993).

O tratamento sucedido de uma infecção urinária
depende, entre muitos outros fatores, da eficácia das
drogas antimicrobianas. Esta eficácia está limitada
pela resistência bacteriana aumentada que vem sen-
do demonstrada por vários microrganismos. Uma ex-
periência clássica disso é a resistência de E. coli à
sulfonamidas, ampicilinas e trimetoprima-sulfame-
toxazol (Nicolle, 2000). Portanto, as recomendações
de tratamento antimicrobiano para bacteriúria as-
sintomática devem ser avaliadas para cada tipo de
situação especificamente e não serem necessaria-
mente aceitas como padrões de prática, já que o tra-
tamento é normalmente controverso devido a falta
de dados publicados descrevendo o curso natural de
bacteriúria assintomática em várias populações de
pacientes (Zhanel et al, 1990).

CONSIDERAÇÕES FINAIS

A prevalência da bacteriúria assintomática reve-
lou-se elevada em determinadas situações. Em al-
guns grupos observou-se uma relação entre a bac-
teriúria assintomática e o risco aumentado para o
desenvolvimento de infecção do trato urinário sin-
tomática e, em outros, uma associação com deter-
minados efeitos adversos, como partos prematuros
na gravidez e bacteremia em idosos. Assim, a bacte-
riúria assintomática deve ser considerada como um
achado anormal podendo ser interpretada, entretan-
to, apenas no contexto em que for encontrada.

A necessidade de tratamento da bacteriúria as-
sintomática não é um consenso entre os pesquisa-
dores. No entanto, a maioria concorda que gestan-
tes, pelo risco elevado de desenvolvimento de infec-
ção urinária sintomática e complicações no parto,
deverão ser tratadas.

A importância do estudo da bacteriúria assinto-
mática pode estar no entendimento dos fatores que
levam a ela, pois isto poderá ser útil na pesquisa de
tratamentos alternativos das infecções sintomáticas,

como vacinação, colonização com microrganismos
avirulentos e interferência seletiva das proteínas
bacterianas de adesão.
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