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RESUMO – Dermatofitoses ou tinhas são micoses causadas por um grupo de fungos conhecidos como dermatófitos,
cujas espécies estão distribuídas nos gêneros Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton. O seu diagnóstico
laboratorial, assim como o de muitas outras micoses, baseia-se no exame microscópico direto do material clínico
bem como no isolamento do fungo em meios de cultura apropriados. Metodologias modernas baseadas na detec-
ção do DNA fúngico e que vem sendo aplicadas na identificação dos dermatófitos ainda não atingiram adequada
padronização e relação custo/benefício que justifiquem a sua utilização na rotina laboratorial.

PALAVRAS-CHAVE – Dermatofitoses, dermatófitos, colheita de material clínico, diagnóstico laboratorial.

SUMMARY – Dermatophytoses or ringworms are mycoses caused by fungi known as dermatophytes, which comprise
species that are distributed in the genus Epidermophyton, Microsporum and Trichophyton. The laboratory diagno-
sis of dermatophytoses, as in other mycoses, is based on direct microscopic examination of the clinical specimen
followed by the isolation of fungus in appropriate culture media. Modern methodologies, based in the detection of
the dermatophyte DNA, have not reached yet adequate standardization and cost/benefit balance to justify its use in
the laboratory routine.
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INTRODUÇÃO

Dermatofitoses ou tinhas são micoses causadas por
um grupo de fungos conhecidos como dermatófi-

tos. Suas espécies distribuem-se em três gêneros:
Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton. O gê-
nero Epidermopphyton apresenta uma única espé-
cie de importância: E. floccosum. O gênero Micros-
porum compreende espécies como Microsporum ca-
nis, M. gypseum, M. audouinii, M. cookei e M. na-
num. O gênero Trichophyton tem como espécies mais
importantes Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes,

TABELA I
Dermatofitoses humanas: principais manifestações clínicas e respectivas espécies de dermatófitos envolvidas*

Manifestações Principais dermatófitos
clínicas envolvidos

Tinea unguium T. rubrum; T. mantagrophytes var interdigitale;
E. floccosum

Tinea pedis T. mentagrophytes; T. rubrum; E. floccosum

Tinea corporis T. rubrum; T. mentagrophytes; E. floccosum;
M. canis; M. gypseum

Tinea cruris E. floccosum

T. rubrum; T. mentagrophytes

Manifestações Principais dermatófitos
clínicas envolvidos

Tinea capitis T. tonsurans; M. canis; T. violaceum
M. gypseum

Tinea favus T. schoenleinii; T.Tinea barbae; T. verrucosum;
T. mentagrophytes; T. violaceum

Tinea manuum T. rubrum; T. mentagrophytes; M. gypseum;
E. floccosum

Tinea imbricata T. concentricum

* Segundo Rippon (1988)30

T. tonsurans, T. schoenleinii, T. violaceum e T. verru-
cosum30. As manifestações clínicas decorrentes das
dermatofitoses resultam tanto da colonização e mul-
tiplicação dos dermatófitos na camada córnea da
pele, quanto pela conseqüente reação dos hospedei-
ros.

Tradicionalmente, as dermatofitoses são classifica-
das clinicamente de acordo com as localizações ana-
tômicas afetadas por estes fungos. A denominação de
cada tipo de dermatofitose é feita adicionando-se um
nome latino que designa o local do corpo afetado à
palavra tinea (Tabela I).
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Diagnóstico laboratorial das dermatofitoses

No diagnóstico laboratorial das dermatofitoses,
como em outras micoses, a colheita do material clíni-
co assim como a sua conservação e transporte devem
ser realizados de forma adequada já que influencia-
rão muito no resultado final do exame laborato-
rial6,8,17,30. É importante assegurar-se que o paciente
não esteja fazendo uso de medicação antifúngica no
momento da colheita. Caso isto ocorra, é necessário
que haja a suspensão do uso do mesmo por pelo me-
nos uma semana antes da colheita do material. É im-
portante também se levar em consideração a quanti-
dade de material a ser colhido. Deve-se procurar co-
lher uma quantidade de material que seja suficiente
para a realização de pelo menos dois exames labora-
toriais. Entretanto, em algumas situações, em razão
da pouca descamação observada na lesão, não é pos-
sível colher grande quantidade de material.

Quando da realização da colheita do material bio-
lógico deve-se respeitar a questão do crescimento
radial do fungo na lesão. Assim, deve-se evitar co-
lher material em áreas lesionadas mais antigas
como o centro das lesões na pele e a região distal
das unhas infectadas, pois o fungo geralmente apre-
senta-se em menor quantidade ou com pouca via-
bilidade nestes locais.

Os cabelos devem ser coletados junto com a raiz,
já que o fungo está presente próximo a estas áreas.
Já lesões de pele devem ser raspadas na região in-
termediária entre a parte lesionada e a parte sã, par-
tindo-se da região próxima ao centro em direção à
periferia da lesão. Quando não for possível eviden-
ciar esta diferenciação, deve raspar áreas represen-
tativas das lesões.

O teto de bolhas e vesículas pode ser cortado com
tesoura e coletado evitando-se, entretanto, o líqui-
do contido nas mesmas, pois geralmente apresenta
poucos elementos fúngicos. Já o material de lesões
supuradas deve ser colhido com “swab” em virtude
da dificuldade de se realizar raspagens neste tipo
de lesão.

As unhas devem ser preferencialmente raspadas
na sua área distrófica ou descorada até quase atingir
o leito ungueal. O material queratinizado que se acu-
mule embaixo da unha também deve ser coletado.
Como o material biológico colhido das lesões por der-
matofitoses geralmente compõe-se de material sóli-
do, o mesmo deve ser transportado em recipientes
secos como placas de Petri pequenas ou mesmo em
envelopes de papel resistentes. Caso não for possível
realizar o exame laboratorial logo após a coleta, o
mesmo pode ser mantido em ambiente seco e ao abri-
go da luz por pelo menos uma semana.

Exame microscópico direto
No exame microscópico direto o material colhido

deve ser tratado com clarificantes, como o hidróxido
de potássio (potassa) em uma concentração de 10-
30%, para que as estruturas fúngicas presentes pos-
sam ser adequadamente visualizadas ao microscópio.

Dimetilsulfóxide (DMSO) pode ser acrescentado em
proporção variável no sentido de acelerar o processo
de clarificação23. Também pode ser acrescentada gli-
cerina a 10% para evitar a dessecação rápida das lâmi-
nas17.O tempo de clarificação pode variar em função
do tipo de material clínico, de alguns minutos como
em raspados finos de pele, até muitas horas em se
tratado de fragmentos maiores de unha.

Vários autores têm utilizado o branco de calco-
flúor na solução de potassa6,7,11,25,26. Este reagente liga-
se à parede fúngica tornando os elementos fúngicos
fluorescentes sob luz ultravioleta, facilitando assim a
sua observação. Haldane & Robart (1990)12 compara-
ram a sensibilidade do uso de potassa com ou sem
calcoflúor no exame microscópico direto de raspados
de pele com o objetivo de avaliar a sua sensibilidade
e especificidade de cada método para o diagnóstico
de dermatofitoses e concluíram que o uso do calco-
flúor não aumentou a sensibilidade e especificidade
do exame microscópico direto. Além disso, a utiliza-
ção do calcoflúor exige que a amostra seja observada
em microscópio de fluorescência, aumentando assim,
os custos deste teste.

Os dermatófitos em geral apresentam morfologia
semelhante entre si ao exame microscópico direto30.
Em pele e unhas o aspecto mais observado é o da
presença de filamentos micelianos septados de tama-
nho variável e que podem estar ramificados. É possí-
vel observar a presença de artroconídeos nos quais
os filamentos micelianos separam-se fisicamente em
nível dos septos e posteriormente os mesmos arre-
dondam-se formando cadeias semelhantes a um co-
lar de contas. Entretanto, deve-se ter grande cuidado
na leitura microscópica, procurando-se esquadrinhar
todas as áreas da lâmina contendo o material clarifi-
cado, já que resultados falso-negativos são comuns
em amostras de material contendo poucos elementos
fúngicos30.

Nos cabelos os dermatófitos apresentam-se como
estruturas arredondadas (artroconídeos) e mais rara-
mente filamentos micelianos, podendo estar tanto lo-
calizadas fora do cabelo, sendo chamadas de parasi-
tismo por ectothrix, como dentro dos pelos, sendo cha-
mados de parasitismo por endothrix. Entre as espé-
cies cuja invasão ao cabelo produz o tipo ectothrix de
parasitismo, podemos citar o M. canis, M. gypseum e

TABELA II
Morfologia dos dermatófitos no material clínico

colhido nas lesões*

Origem do Morfologia do fungo ao exame
material clínico microscópico direto

Pele Hifas septadas, ramificadas ou não,
artroconídeos

Unha Hifas septadas, ramificadas ou não,
artroconídeos

Artroconídeos arredondados ao redor
do cabelo (Ectothrix)

Cabelos Artroconídeos arredondados dentro do
cabelo (Endothrix), hifas e bolhas de ar
no interior do cabelo**

* Segundo Rippon (1988)30; ** Em infecções por T. schoenlelinii
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T. mentagrophytes. Já aquelas associadas ao tipo en-
dothrix estão T. tonsurans e T. violaceum, entre ou-
tros30. Os resultados devem ser expressos de maneira
a se fazer uma descrição morfológica clara e concisa
das estruturas fúngicas observadas à microscopia. Na
Tabela 2 são descritas resumidamente as estruturas
fúngicas mais freqüentes em cada tipo de material
biológico.

Cultivo e identificação dos dermatófitos

O cultivo dos dermatófitos é realizado rotineiramen-
te em meio de ágar Sabouraud dextrosado contendo
inibidores bacterianos e fúngicos como cloranfenicol
e cicloheximide5,17,30. Este meio está disponível no
mercado brasileiro com nomes comerciais como
“Mycobiotic agar” (Difco), Mycosel (BBL) ou Ágar Sa-
bouraud Seletivo (Biobrás). Outro tipo de meio reco-
mendado para o cultivo rotineiro de dermatófitos é o
agar extrato de malte29. A temperatura ótima de cres-
cimento situa-se na faixa de 25 a 30°C. Nestas condi-
ções os dermatófitos crescem num período de uma a
três semanas.

Como procedimento alternativo de cultivo pode-se
utilizar o meio DTM (“Dermatophyte Test Medium”),
que mostra a reação alcalina que se segue ao cresci-
mento do dermatófito com mudança de cor para o ver-
melho, já que utiliza o vermelho de fenol como indica-
dor da reação33. Entretanto, a utilização deste meio
pode prejudicar a visualização de características im-
portantes como a presença de pigmentos, dificultando
ou inviabilizando a identificação da espécie do der-
matófito. Além disso, têm sido descritas reações falso-
negativas para dermatófitos do gênero Microsporum,
bem como reações falso-positivas para alguns fungos
anemófilos27.

Outros meios especializados podem ser utilizados
quando o material está fortemente contaminado com
bactérias ou leveduras. É o caso do meio CEA, que é
constituído por ácido casamínico, eritritol e albumi-
na9. Segundo os autores, ele pode ser útil para cultivo
de dermatófitos a partir de amostras provenientes de
pacientes com diabetes ou outras condições patológi-
cas debilitantes, em cujas lesões são encontradas fre-
qüentemente leveduras do gênero Candida, principal-
mente a espécie C. albicans e C. tropicalis.

Para a correta identificação da espécie do dermató-
fito, devem ser avaliadas as características macro e
micromorfológicas das colônias e, em alguns casos,
critérios fisiológicos e nutricionais5,17,30. O estudo da
morfologia inclui características macroscópicas como
coloração da superfície e do reverso da colônia, topo-
grafia, textura e velocidade de crescimento. Além dis-
so, fragmentos da colônia devem ser corados (geral-
mente com lactofenol azul de algodão) e examinados
ao microscópio para a presença de elementos caracte-
rísticos como modificações de hifas, macro e microco-
nídeos (Tabela III). Algumas vezes pode ser necessá-
ria a realização de repiques das colônias para meios
que favoreçam a formação de conídeos, como ágar-
batata ou lactrimel4,14. Ensaios adicionais incluem o

teste de urease28 e teste de perfuração de pelo “in vi-
tro”1 para diferenciação das espécies T. rubrum e
T. mentagrophytes e cultivo em grãos de arroz para di-
ferenciação de espécies de Microsporum31. Além dis-
so, algumas espécies de dermatófitos que são menos
freqüentes na rotina laboratorial, apresentam requeri-
mentos nutricionais especiais de maneira que, para o
seu isolamento, é necessário que os mesmos sejam
acrescentados ao meio de isolamento. Assim, o Tricho-
phyton equinum necessita de ácido nicotínico enquanto
que o T. verrucosum necessita de inositol e tiamina para
o seu crescimento31.

Identificação dos dermatófitos baseada
na detecção do seu DNA

Uma das áreas que tem sido objeto de interesse por
parte dos pesquisadores é o da composição genética
dos dermatófitos, como é demonstrado pelo grande
número de publicações recentes abordando este
tema2,3,10,13,15,16,18,22,24,32. Alguns destes estudos tiveram
por objetivo utilizar técnicas de biologia molecular na
detecção do DNA do dermatófito e por conseqüência
na sua identificação. Assim, Liu et al. (1997)19, por meio
da técnica de AP-PCR (Arbitrarily Primed Polymerase
Chain Reaction) conseguiram identificar e diferenciar
amostras de 16 espécies de dermatófitos. Posteriormen-
te, os mesmos autores aperfeiçoaram esta técnica e
conseguiram identificar corretamente a espécie de
dermatófito de 23 entre 25 amostras desconhecidas20.
Entretanto, nestes trabalhos, eles utilizaram DNA ex-
traído de culturas de dermatófitos e não do material
biológico das lesões como seria desejável.

A possibilidade de detectar diretamente DNA de
dermatófitos a partir de material clínico foi recente-
mente demonstrado por Turin et al. (2000)34. Eles apli-
caram um ensaio de PCR no qual foram amplificadas
regiões do DNA ribossomal e assim conseguiram
detectar DNA de várias espécies de fungos, incluin-
do-se entre elas dermatófitos, em 40 amostras clíni-
cas de origem humana e animal. Machouart-Dubach
et al. (2001)21 por sua vez compararam o ensaio de

TABELA III
Principais critérios utilizados para a identificação

de espécies de dermatófitos*

Tipos de critérios Parâmetros que podem ser observados

Macromorfológicos

Micromorfológicos

Fisiológicos

* Segundo Rippon (1988)30; Clayton & Midgley (1989)5; Lacaz et al. (1991)17

Velocidade de crescimento, textura,
topografia e cor do micélio e formação de
pigmento reverso nas colônias, nos meios
de cultura.

Presença de modificações de hifas como
gavinhas, candelabros fávicos, hifas em
“raquete” e clamidoconídeos no micélio.

Assimilação de uréia, estimulação de
crescimento em presença de vitaminas
(tiamina, ácido nicotínico), aminoácidos
(histidina) e álcoois (inositol); perfuração
de pelo “in vitro”.
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PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction
Fragment Lengthy Polymorphism), no qual fragmen-
tos de DNA do dermatófito, contidos material de le-
são, foram extraídos, amplificados e posteriormente di-
geridos com enzimas de restrição. As amostras identi-
ficadas desta forma apresentaram uma correspondên-
cia de 98,7% com o método padrão de cultivo das amos-
tras em ágar Sabouraud.

Apesar de todos estes avanços e da intensa pesqui-
sa que está sendo realizada neste campo, o diagnósti-
co baseado na detecção e identificação de DNA fúngi-
co ainda não pode ser considerado uma metodologia
recomendada para ser utilizada no dia a dia da rotina
de diagnóstico das dermatofitoses, tendo em vista a
inexistência até o momento de uma padronização para
os diferentes ensaios genéticos, o alto custo dos rea-
gentes utilizados, a infra-estrutura necessária para a
realização destes testes e o treinamento do pessoal de
laboratório.

CONCLUSÕES

O diagnóstico laboratorial das dermatofitoses ain-
da se baseia nos métodos tradicionais de exame mi-
croscópico direto do material clínico e no cultivo do
fungo em ágar Sabouraud ou meios similares, que con-
tenham inibidores. Para que se alcance a sensibilida-
de e especificidade esperadas nestes métodos, é ne-
cessário que o profissional envolvido na rotina mico-
lógica tome os devidos cuidados na colheita, conser-
vação e transporte do material clínico, já que influen-
ciarão muito no resultado final do exame. Novas me-
todologias que vem sendo desenvolvidas para serem
aplicadas na identificação dos dermatófitos a partir do
seu DNA contido no material clínico proveniente da
lesão, ainda não atingiram adequada padronização e
uma relação custo/benefício que justifiquem a sua uti-
lização na rotina laboratorial.
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RESUMO – O Cryptosporidium sp é um coccídio intestinal que vem apresentando grande destaque com o advento
da AIDS. Parasito encontrado em indivíduos imunodeficientes e imunocompetentes, causando diarréias crônicas,
muitas vezes, tomando proporções perigosas, do ponto de vista da Saúde. O estudo deste protozoário foi efetuado
no Laboratório de Parasitologia Clínica do DACT-UFRN, através da técnica de Ziehl-Neelsen modificado, em 285
amostras fecais de pacientes internados no Hospital Giselda Trigueiro, na cidade do Natal-RN, portadores do vírus
HIV e que se encontravam com diarréia no momento da coleta. Foram observados 36 (12,6%) amostras positivas e
249 (87,4%) com ausência do Cryptosporidium sp. Entre os casos positivos, 29 (10,2%) foram do sexo masculino e 7
(2,4%) do sexo feminino.

PALAVRAS-CHAVE – Cryptosporidium, AIDS, Ziehl-Neelsen modificado.

SUMMARY – The Cryptosporidium sp is an intestinal coccidio that is having a great projection since the AIDS’s
advent. This parasite is found in immunodeficient and immunocompetent people, and cause chronicle diarrhoea
that many times become dangerous for the health the protozoan’s research was done in the Laboratório de Parasito-
logia Clínica of the DACT-UFRN where it was identified in the changed Ziehl-Neelsen’s techinique in people con-
taminated with the HIV and who were with diarrhoea in the collect moment, in a whole of 285 faecal samples from
Hospital Giselda Trigueiro in Natal-RN. In the samples were examined 36 (12.6%) positive sample and 249 (87.4%)
without the Cryptosporidium sp. Among the positive sample 29 (10.2%) were of the masculine sex and 7 (2.4%)
feminine.

KEYWORDS – Cryptosporidium, AIDS, changed Ziehl-Neelsen.

INTRODUÇÃO

Com o aumento das descobertas científicas, cada vez
é maior o interesse da classe médica a respeito

de determinados assuntos, levando ao estudo especí-
fico de cada doença. Assim, cresce também o interes-
se em um tema que hoje está em bastante discussão, a
criptosporidiose, parasitose oportunista, que com o ad-
vento da AIDS e também de outros fatores que debili-
tam o paciente (uso de quimioterápicos), vem se des-
tacando em número de casos.

Esta doença, geralmente vem acompanhada de uma
diarréia aguda autolimitada em pacientes imunocom-
petentes, não passando de poucos dias a uma ou duas
semanas de sintomatologia acentuada, enquanto que,
nos pacientes que se encontram imunodebilitados,
como portadores de HIV e/ou em uso de quimioterá-
picos, é observado que esta diarréia aguda tende a se
cronificar, deixando de ser controlada pela própria res-
posta imunológica do paciente, passando a cursar de
forma grave durante a evolução da doença.

A primeira ocorrência descrita da criptosporidiose
humana ocorreu na América do Norte, sendo observa-
da através de biópsia intestinal em uma criança de três

anos de idade, apresentando enterocolite grave auto-
limitada. Em 1976, foi também constatada a presença
do parasita na mucosa intestinal de um fazendeiro, que
fazia uso de imunossupressor23. Porém, já em 1907,
Tyzzer tinha observado um pequeno coccídio nas glân-
dulas gástricas de camundongos, denominando-o de
Cryptosporidium muris, como também, em 1911, tinha
sido encontrado uma espécie menor, localizada no in-
testino delgado de camundongo, descrito como Cryp-
tosporidium parvum18.

O Cryptosporidium sp é um protozoário pertencen-
te ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse
Coccídia, ordem Eucoccídiida, subordem Eimeriina.
Nesta última, inclui os organismos freqüentemente
referidos como coccídios, dos quais, os patógenos hu-
manos mais comuns são: Isospora, Toxoplasma e Sar-
cocystis. A família Cryptosporidiae apresenta apenas
um gênero Cryptosporidium com onze espé-
cies11,23,25,26,28. Descrito como homogêneo, o Cryptospo-
ridium apresenta desenvolvimento na superfície da cé-
lula hospedeira ou no interior de sua borda em esco-
va, e não propriamente na célula (intracelular e extra-
citoplasmática). O parasita possui ciclo monoxênico,
com fases sexuada e assexuada, com desenvolvimen-
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to preferencial nas microvilosidades das células epite-
liais do trato gastrointestinal, ou mais raramente no
parênquima pulmonar, vesícula biliar, ductos pancreá-
ticos, esôfago e faringe do hospedeiro21. Apresenta
diferentes formas estruturais que podem ser encon-
tradas nos tecidos, fezes e meio ambiente. O oocisto
pode ser ingerido ou inalado, do meio ambiente, ali-
mentos ou água contaminada com fezes humanas ou
de animais, liberando os quatro esporozoítos do seu
interior nas primeiras porções do intestino delgado,
infectando novas células intestinais15,22.

A patogenia e o quadro clínico são influenciados
por vários fatores, como, idade, estado imunológico e
associação com outros patógenos. Porém, quando ins-
talados na mucosa intestinal, as alterações provoca-
das interferem nos processos digestivos, podendo re-
sultar na Síndrome da Má Absorção19,24. A diarréia é a
principal manifestação clínica da criptosporidiose, sen-
do caracterizada por evacuações coleriformes alterna-
das com períodos de constipação e de evacuações nor-
mais, porém outras manifestações podem aparecer
como, colite, apendicite aguda, dilatação do ducto he-
pático e pneumopatias. A criptosporidiose pode vir
associada a outros patógenos do trato digestivo, tais
como, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Shigue-
lla sp e Citomegalovírus16,27,29,32.

Em indivíduos imunocompetentes, a doença se ca-
racteriza por diarréia aquosa de um a trinta dias, ano-
rexia, dor abdominal, náusea, flatulência, febre e dor
de cabeça. O quadro clínico geralmente é benigno e
autolimitante, podendo evoluir de forma inaparente
ou com diarréia aquosa de grande volume. Em crian-
ças, os sintomas são mais severos e podem vir acom-
panhados de vômito e desidratação, sendo considera-
do um importante agente patogênico envolvido na
doença da diarréia infantil2,11,19,30. Em indivíduos imu-
nodeficientes, os sintomas são crônicos, caracteriza-
dos por vários meses de diarréia aquosa refratária à
medicação antimicrobiana, acentuada perda de peso,
desequilíbrio eletrolítico, má absorção, podendo levar
a morte, principalmente em pacientes portadores do
HIV. A diarréia é profusa, com restos alimentares e
grande perda de líquido, cerca de três litros por
dia1,6,18,31.

O diagnóstico dos Cryptosporidium era realizado
através de biopsia intestinal, com a demonstração his-
tológica do parasita ligado à borda em escova das cé-
lulas epiteliais. Hoje, a pesquisa pode ser realizada
nas fezes, através dos métodos de coloração e concen-
tração14.

O tratamento de Cryptosporidium sp mostrou-se
ineficaz aos medicamentos, sendo feito apenas o alí-
vio da sintomatologia, principalmente dos efeitos da
diarréia e desidratação, no entanto, a cura nos indiví-
duos imunocompetentes é geralmente espontânea.

Visando contribuir com a elucidação do diagnóstico
do paciente, juntamente com o médico, dando um lau-
do analítico representativo do que realmente o indiví-
duo apresenta, através de uma técnica específica, que
geralmente não é realizada rotineiramente dentro do
Laboratório de Análises Clínicas, houve a necessidade

de identificar um método com alta sensibilidade e fi-
nanceiramente viável para facilitar o seu emprego. Com
isso, o objetivo é implantar esta técnica no Laboratório
de Parasitologia Clínica do DATC-UFRN, devido ao
aumento do número de solicitações de Pesquisa de Cryp-
tosporidium sp, e com os resultados, realizar uma análi-
se criteriosa dos exames, observando variações frente
ao sexo, sintomatologia, estado imunológico, presença
de diarréia e outros fatores que possam ajudar no diag-
nóstico da doença, e com isso, a terapêutica clínica e
farmacológica empregada.

MATERIAIS E MÉTODOS

Materiais

Reagentes, materiais e equipamentos

Os reagentes, materiais e equipamentos utilizados
foram os encontrados no Laboratório de Parasitologia
Clínica do Departamento de Análises Clínicas e Toxi-
cológicas da Faculdade de Farmácia da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte.

Amostras

As amostras foram provenientes de pacientes in-
ternados no Hospital Giselda Trigueiro, que apresen-
tavam diarréia crônica ou aguda, imunodeprimidos,
portadores do vírus HIV, ambos os sexos e de todas as
idades.

Métodos

Coleta da amostra

A coleta das amostras foi realizada em frasco plás-
tico contendo solução de formalina à 10% na propor-
ção de 1:3 de fezes.

Método de concentração

Etapa importante, já que o número de parasitas em
amostras diarreicas geralmente é pequeno, e a técni-
ca de montagem da lâmina a fresco diretamente pode
não detectar os parasitas. Esta técnica detecta ovos,
larvas e cistos, mesmo em pequena quantidade nas
fezes, tornando a análise do material biológico mais
fidedigno.

O método de concentração empregado foi o forma-
lina-éter, que baseia-se na homogeneização e filtra-
ção em gaze dupla do material coletado em 10ml de
solução de formalina a 10%, e centrifugação a 2500-
3000rpm por 5 a 7min. Em seguida, após decantar o
sobrenadante, é realizado uma agitação enérgica do
sedimento com éter, desengordurando o material fe-
cal, evitando resultados falsos positivos. Então, é rea-
lizada a centrifugação por 5min a 1500rpm. Após a
segunda centrifugação, decanta-se o sobrenadante,
desprende das paredes do tubo a gordura e realiza o
emprego do sedimento na lâmina4,5,12.
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a coloração laranja tomada pela safranina prejudica o
diagnóstico por ser a mesma cor tomada por gotículas
de gordura e artefatos de material fecal. Quanto à colo-
ração de fundo, o azul de metileno foi o corante de es-
colha, pois o verde de malaquita prejudica a visualiza-
ção por dar um aspecto pálido e manchado.

DISCUSSÃO

Esta parasitose adquiriu dimensões dramáticas com
o surgimento da AIDS, representando nos pacientes
aidéticos a principal causa de diarréia, com importan-
te morbi-mortalidade no Brasil e em países subdesen-
volvidos9, estando de acordo com os resultados encon-
trados, pois os pacientes eram aidéticos e apresenta-
vam diarréia no momento da coleta.

Em países desenvolvidos, como na Europa, esta
zoonose atinge cerca de 1-2% da população geral, nos
EUA de 0,6-4%, na Ásia, Austrália, África, América do
Sul e Central varia de 3-20% nos imunodeprimidos e
crianças. No Brasil, foi observado por Weikel e Cols.,
no Estado do Ceará, uma positividade de 8% em um
inquérito epidemiológico em 117 pacientes com diar-
réia aguda19. Segundo Elaine Guizelini e Vicente
Amato Neto, de uma análise de 807 pacientes com diar-
réia de intensidade variada, 10,4% dos casos apresen-
tavam a presença de oocistos de Cryptosporidium sp
na análise16. Isto mostra que os achados obtidos coin-
cidem com a realidade brasileira, considerada de fre-
qüência elevada frente à de outros países.

Portanto, foi realizada a identificação do Cryptos-
poridium sp em pacientes com diarréia e imunodepri-
midos, e com isto, a análise da incidência destes para-
sitas, constatando a presença de uma positividade con-
sideravelmente elevada e que coincide com alguns
resultados observados no Brasil. Portanto, é de suma
importância a identificação do Cryptosporidium sp e a
implantação da técnica de coloração de Ziehl-Neel-
sen modificada através de concentração pela formali-
na nos serviços de rotina laboratorial, uma vez que
atendeu prontamente às necessidades de identifica-
ção do parasita.

TABELA I
Cryptosporidium sp em pacientes com AIDS

Exames nº %

Positivos 36 12,6

Negativos 249 87,4

Total 285 100,0

TABELA II
Distribuição de Cryptosporidium sp em relação ao sexo

 Sexo
Exames Masc. Fem.

Total

Nº % Nº % Nº %

Positivos 29 10.2 7 2.4 36 12.6

Negativos 167 58.6 82 28.8 249 87.4

Total 196 68.8 89 31.2 285 100

Método de coloração
Etapa de identificação dos oocistos que tomaram a

coloração de acordo com a técnica de coloração utili-
zada, Ziehl-Neelsen modificada ou Azul de Metileno-
Safranina.

Técnica de coloração de Ziehl-Neelsen modificada

Baseia-se na fixação dos oocistos por 10 min em
metanol, aplicação da fucsina por 20 min, e descolora-
ção do esfregaço com álcool-ácido, já que os oocistos
são álcool-ácido resistente, para então colocar por 5
min o azul de metileno ou verde de malaquita, coran-
tes de fundo3,5,12.

Técnica de coloração de azul de metileno-safranina

Baseia-se na característica álcool-ácido resistente
dos oocistos, fixados inicialmente por 10 min com
metanol, para posterior coloração por 15 min com a
safranina, descoloração com álcool-ácido e coloração
de fundo por 5 min com o azul de metileno.

Esta técnica sofre mais interferências, pois os oo-
cistos se coram de laranja pela safranina, e são con-
fundidos com gotículas de gordura e/ou outros artefa-
tos possíveis presentes na amostra fecal, e que não são
eliminados nos procedimentos que antecedem a colo-
ração10,17,20.

Aspectos analisados

O aspecto microscópico do material biológico e o
questionamento junto aos pacientes quanto aos prin-
cipais sinais e sintomas foram importantes para auxi-
liar no diagnóstico laboratorial, identificando a neces-
sidade de uma nova coleta de material biológico7,8,13.
Os aspectos analisados:

• presença ou não de diarréia aguda, febre, vômi-
to, desidratação, leucócito nas fezes, e outras pa-
tologias associadas;

• número de evacuações diárias;
• tempo de duração das diarréias; e
• uso de medicamentos (antibióticos ou antipara-

sitários) que possam mascarar o diagnóstico.

RESULTADOS

Foram analisadas 285 amostras fecais diarreicas,
que ao serem submetidas às técnicas de concentração
e coloração, apresentaram 36 casos positivos, com a
presença de Cryptosporidium sp, perfazendo uma po-
sitividade bastante elevada de 12,6% em sua totalida-
de, se levarmos em consideração que se trata de uma
parasitose oportunista e de curso autolimitado
(Tabela I). Dos casos positivos, 29 (10,2%) eram do sexo
masculino e 7 (2,4%) do sexo feminino, dentro de um
contigente de 196 (68,8%) pacientes do sexo masculi-
no e 89 (31,2%) do sexo feminino (Tabela II).

Quanto à técnica de coloração, foi observado que a
Ziehl-Neelsen modificada foi a melhor técnica de colo-
ração para visualização dos Cryptosporidium sp, já que
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RESUMO – Devido à tendência das plaquetas em aderirem nas superfícies estranhas, além da facilidade destas em
aglutinarem e desintegrarem, contagem de plaquetas realizada por método manual apresenta certa dificuldade
operacional, estando assim sujeita a resultados errôneos. Presente estudo teve como finalidade verificar o efeito
dos materiais mais comumente utilizados na colheita e diluição das amostras sanguíneas, sobre plaquetometria.
Foram analisadas amostras de sangue de 18 indivíduos adultos, colhidas simultâneamente em recipientes de vidro
e de plástico contendo EDTA 10%. Diluição destas amostras foram realizadas em tubos de plástico e vidro com
oxalato de amônio 1% e a contagem realizada em câmara espelhada de Neubauer. Resultados apontaram que,
faixas plaquetárias obtidas de sangue submetido a diferentes tratamentos não apresentaram diferenças estatistica-
mente significativas, indicando por conseguinte que, tanto  vidro quanto plástico podem ser utilizados sem restri-
ções para realização desse exame.

PALAVRAS-CHAVE – Contagem de plaquetas, tubos de plástico, tubos de vidro.

SUMMARY – Because of the platelets tendency to adhere strange surfaces, besides their facility to agglutinate and
disintegrate, the manual platelets count presents some technical difficulties wich may lead to incorrect results. The
purpose of this study was to verify the effects of the more commonly used material in the collection and dilution of
blood samples over the platelets count. Blood samples simultaneously collected into glass and plastic tubes contai-
ning 10% EDTA (Ethylenediamine tetra-acetic acid) of 18 adult individuals were analysed. The dilution of these
samples were made in glass and plastic tubes with 1% ammonium oxalate and the counting was made in a polished
Neubauer chamber. The results showed that platelets ranges obtained from blood submitted to different treatments
didn¢t present significant statistical differences, wich indicates that both glass and plastic may be used without
restriction for the procedure of this exam.

KEYWORDS – Platelets count, plastic tubes, glass tubes.

INTRODUÇÃO

A contagem de plaquetas é empregada amplamen-
te na prática clínica, seja para avaliar o risco de

sangramento realizada como procedimento pré-cirúr-
gico, investigação dos distúrbios hemostáticos e, prin-
cipalmente, no acompanhamento dos pacientes com
trombocitopenia (Almeida,1984; Koepke,1998).

Plaquetas são derivadas dos megacariócitos, na
medula óssea e devem estar presentes no sangue pe-
riférico em número suficiente para exercer seu papel
efetivo na hemostasia primária e coagulação (Coelho
et al.,1981; Almeida,1984; Carvalho,1994; Hoff-
brand,1994; Lorenzi,1999). A interação das plaquetas
com estrutura lesada do endotélio vascular, proteínas
plasmáticas e células sanguíneas circulantes são fato-

res fundamentais para regulação da hemostasia e pa-
togênese da trombose (Rifkin, 1998).

A avaliação do parâmetro plaquetário é atualmen-
te realizada por método automatizado altamente re-
produtível, preciso e exato. Entretanto, laboratórios de
pequeno porte, os quais representam a maioria dos
laboratórios do Brasil, não dispõem de contador ele-
trônico apropriado, sendo sua contagem processada
pela técnica manual, em hemocitômetro. O processa-
mento por método manual apresenta certa dificulda-
de operacional, devido à tendência das plaquetas em
aderirem nas superfícies estranhas e também pela fa-
cilidade destas em se aglutinarem e desintegrarem
(Garvin,1961; Vallada, 1988; Carvalho, 1994), poden-
do desse modo ocasionar erro e imprecisão nos resul-
tados. Para minimizar esses inconvenientes, tem sido
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recomendado alguns cuidados técnicos tais como, uso
de anticoagulante apropriado (SBHH,1975; Moura,
1977), emprego do microscópio de contraste de fase
(Coelho et al., 1981; Vallada, 1988), tempo decorrente
entre punção venosa e análise (Lampasso,1968; Car-
valho,1994) e utilização do recipiente de plástico ou
de vidro siliconizado para colheita, armazenamento e
análise da amostra sanguínea(ODJJ, 1973; SBHH,
1975; Azevedo et al.,1977; Moura et al. 1977). No to-
cante ao tipo de material para armazenamento da
amostra biológica, Brandão et al. (1986) tem demons-
trado que sangue destinado para contagem plaquetá-
ria pode ser colhido em tubo de vidro comum sem preo-
cupação adicional da utilização do tubo de plástico ou
de vidro siliconizado.

Diante dessa controvérsia, resolvemos realizar um es-
tudo com intuito de avaliar os efeitos dos tubos de vidro
sem revestimentos de silicone e de plástico, sobre pla-
quetometria, utilizados na colheita e diluição das amos-
tras de sangue e, por conseguinte preconizar um proce-
dimento seguro e adequado na bancada de exames.

MATERIAIS E MÉTODOS

Foram analisadas 36 amostras de sangue obtidas
de 18 indivíduos aparentemente saudáveis, de ambos
os sexos, na faixa etária de 18 a 50 anos, provenientes
do Laboratório de Ensino e Pesquisa em Análises Clí-
nicas (LEPAC). De cada indivíduo foram coletados 10
ml de sangue com seringa de plástico, dos quais, 5 ml
transferidos em recipiente de plástico e outros 5 ml
em recipiente de vidro, contendo em ambos 0,05 ml
de EDTA 10%. Cada uma dessas amostras foram sub-
metidas à diluição de 1/20 em oxalato de amônio 1%
(Coelho et al., 1981) nos tubos de plástico e de vidro e,
em seguida, preenchidas em câmara espelhada de
Neubauer. Essas preparações foram colocadas em câ-
mara úmida por 20 minutos para sedimentação pla-
quetária e a contagem processada em microscópio óti-
co, com 400x de aumento, em 1 mm2 do retículo cen-
tral do hemocitômetro de Neubauer. Número resultante
desta contagem foi multiplicado por 200 (Coelho et al.,
1981), em seguida, checado pela extensão sanguínea
correspondente, corada segundo Leishman. Amostras
foram processadas no prazo de até 2 horas após pun-
ção venosa. Os dados foram analisados empregando-
se o t de Student com p < 0,05 (Costa Neto, 1997),
utilizando o software Statistica.

RESULTADOS

A Tabela I discrimina resultados da contagem pla-
quetária e seus respectivos valores médios obtidos de
36 amostras submetidas a diferentes tipos de tratamen-
tos. Análise dos resultados revela que, embora haja
visualmente, tendência à redução do número de pla-
quetas quando amostras são processadas em recipien-
tes de vidro, estatisticamente não foi observada dife-
rença significativa entre as médias auferidas das amos-
tras armazenadas e diluídas em materias de vidro e de
plástico (Tabela II).

DISCUSSÃO

Estudo de adesividade plaquetária em diferentes
superfícies, tais como de vidro comum, vidro siliconi-
zado e de plástico, tem sido relatado na literatura
(Lewis e Stoddart, 1971; Page e Mitchell, 1979; Bran-

TABELA I
Demonstrativo das faixas plaquetárias obtidas de acordo
com as condições em que o sangue foi colhido (RV e RP)

e diluído (TP e TV)

Plaquetas  (mm³) Plaquetas  (mm³)

Amostras RV RP

TP TV TP TV

1 193 000 172 000 220 000 214 000

2 213 000 202 000 244 000 225 000

3 167 000 154 000 146 000 148 000

4 262 000 255 000 251 000 246 000

5 189 000 170 000 165 000 176 000

6 231 000 233 000 226 000 234 000

7 214 400 207 600 226 000 238 200

8 208 000 203 000 200 000 220 000

9 142 200 134 400 170 000 176 800

10 265 000 279 000 355 000 308 000

11 211 000 193 000 197 400 199 600

12 173 400 160 000 175 200 181 600

13 196 000 184 600 190 000 184 000

14 264 400 303 000 302 000 275 200

15 188 000 162 200 174 200 179 200

16 220 400 208 200 232 000 227 000

17 142 000 151 600 174 000 169 000

18 186 600 198 000 190 800 187 200

Média 203 688,9 198 366,7 213 266,7 210 488,9

RV - Recipiente de vidro; RP - Recipiente de plástico; TP - Tubo de plástico;
TV - Tubo de vidro

TABELA II
Estudo comparativo entre valores médios das plaquetas

obtidos das amostras sanguíneas submetidas
a diferentes tratamentos, utilizando o Teste t de Student.

Nível de significância de 5% (p < 0,05).

Plaquetas (mm 3) Valor
Trat. 1 × Trat. 2

(Trat. 1) (Trat. 2) t p

RPTP × RVTP 213 266,7 203 688,9 0,6392 0,5269

RPTV × RVTV 210 488,9 198 366,7 0,846 0,4034

RVTP × RVTV 203 688,9 198 366,7 0,387 0,7008

RPTP × RPTV 213 266,7 210 488,9 0,1789 0,8591

RPTP - Recipiente de plástico, Tubo de plástico; RPTV - Recipiente de
plástico, Tubo de vidro; RVTP - Recipiente de vidro, Tubo de plástico;
RVTV - Recipiente de vidro, Tubo de vidro; Trat. - Tratamento
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dão et al., 1986). Apesar da demonstração previa, en-
fatizando importância do emprego sistemático de re-
cipientes de vidro siliconizado ou de plástico para ar-
mazenamento das amostras sanguíneas destinadas à
plaquetometria, o presente experimento demonstrou
que número de plaquetas obtido das amostras sanguí-
neas colhidas e diluídas em materiais de vidro, bem
como em plástico, não sofreu diferença estatisticamen-
te significativa (Tabela II). Da mesma forma, análise
realizada por Lewis e Stoddart (1971) bem como por
Brandão et al. (1986), também não mostraram diferen-
ça estatisticamente relevante entre diferentes tipos de
materiais, reforçando assim os dados obtidos neste tra-
balho.

Considerando o aumento expressivo da adesivida-
de plaquetária após cirurgia e infarto do miocárdio
(Page e Mitchell,1979), foram incluídas no presente
estudo, somente amostras provenientes de indivíduos
aparentemente saudáveis, sem história recente de ci-
rurgias e com faixa plaquetária situada nos limites de
referência, segundo Dacie e Lewis (1996), para assim
evitar possíveis variáveis.

Dados demonstrados neste trabalho sugerem que a
amostra sanguínea destinada à avaliação do número
de plaquetas pode ser processada sem restrição em
qualquer um dos recipientes estudados, ou seja, vidro
ou plástico, desde que seja executada conforme reco-
mendações técnicas. Padronização adequada bem
como controle da qualidade do método é fundamental
na eliminação dos interferentes e obtenção do valor
confiável de plaquetas. Estudos posteriores utilizando
outros tipos de amostragem, tais como, número anor-
mal de plaquetas ou indivíduos expostos a determina-
das condições patológicas, poderiam enriquecer as
informações acerca da adesividade plaquetária em
superfícies de diferentes materiais e seu efeito sobre
plaquetometria.
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RESUMO – A enzima fosforilase b-quinase catalisa a fosforilação da fosforilase (b), inativa, em fosforilase (a), ativa.
A sua deficiência provoca a glicogenose tipo IX. Neste trabalho é desenvolvido um método para a determinação da
atividade da fosforilase b-quinase em hemácias possibilitando o diagnóstico laboratorial desta doença de estoca-
gem de glicogênio.

PALAVRAS-CHAVE – Fosforilase b-quinase, hemácias, glicogenose tipo IX.

SUMMARY – The enzyme phosphorylase b-kinase catalyzes the phosphorylation of the phosphorylase (a), inactive
form, in phosphorylase (b), active form. This deficit is named glicogenose type IX. In this article a method is presen-
ted to the determination of the phosphorylase b-kinase activity in the erythrocytes. The technique makes possible the
laboratorial diagnostic of this glycogen storage disease.

KEYWORDS – Phosphorylase b-kinase, erythrocytes, glicogenose type IX.

INTRODUÇÃO

As Doenças de Estocagem de Glicogênio (DEG) ou
glicogenoses caracterizam-se por um excesso de

glicogênio nos tecidos e/ou por um polímero com es-
trutura anormal. Estas situações advém de defeitos ine-
rentes que afetam várias enzimas envolvidas na sínte-
se e na degradação do glicogênio. São descritos 1 caso
em cada 50.000 nascimentos (Howell & William,
1983). As glicogenoses são classificadas numerica-
mente (Cori,1958; Howell & William, 1983). São des-
critos doze diferentes tipos, resultantes de deficiên-
cias enzimáticas distintas. Clinicamente são reconhe-
cidos três grupos principais: as glicogenoses hepáti-
cas (Tipos 0, I, III, IV, VI, VIII, IX, X, XI), as glicoge-
noses musculares (Tipos V, VII) e as glicogenoses ge-
neralizadas (Tipo II).

Dentre as glicogenoses hepáticas, distingue-se a
glicogenose tipo IX, produzida pelo déficit em fosfori-
lase b-quinase (PK, E.C. 2.7.1.38). A PK é a enzima
que atua, na cascata de reações para a quebra do gli-
cogênio, transformando a fosforilase b, inativa, em fos-
forilase a, ativa (Figura 1). Esta deficiência é respon-
sável por 25% de todos os casos de DEG e ocorre em
uma frequência de 1 caso em 100.000 nascimentos
(Maichele et al., 1996). Ela foi descrita pela primeira
vez em uma criança que apresentava atividade dimi-
nuída de fosforilase, a qual se normalizava com o uso
de fosforilase quinase exógena (Hug et al., 1966). Nesta
deficiência os pacientes apresentam hepatomegalia be-
nigna e sinais clínicos pouco evidentes. Dentre eles
citam-se discreta fraqueza muscular, hipoglicemia de

jejum assintomática, retardo de crescimento na infân-
cia, com recuperação posterior (Calçado, 1996). Algu-
mas manifestações associadas são também citadas, tais
como sinais hemorrágicos e de desmineralização ós-
sea (Baussan, 1986). A hiperlipemia é freqüente, com
alteração nos níveis de colesterol e triglicérides, e, em
alguns pacientes, a única anormalidade bioquímica
citada foi uma elevação na atividade da aspartato ami-
notransferase (Maire et al., 1991). A ausência de anor-
malidades bioquímicas é relatada com freqüência nesta
deficiência, como também, a ausência de modificações
no estilo de vida do paciente (Schimke et al., 1973).

FIG. 1 - Sistema de ativação da fosforilase. (*Reação catalisada pela fosforilase b-quinase)
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Entretanto, alguns casos foram descritos com mani-
festações clínicas e bioquímicas pronunciadas, tais
como cetose e hiperlipemia acentuada (Tuchman et al.,
1986), problemas renais associados a uma acidose tu-
bular proximal (Nagai et al.,1988), deficiência de fator
XI, fator Hageman da coagulação sanguínea (Solder
et al., 1995), hipoglicemia recorrente (Ficicioglu et al.,
1996), elevação de aminotransferases com cirrose pro-
gressiva (Kagalwalla et al., 1995) e fibrose hepática
(Van Beurden et al., 1997).

Existem duas formas de transmissão desta deficiên-
cia, o que permite a sua classificação em sub-tipos
(Bashan et al., 1987): herança autossômica recessiva e
herança ligada ao sexo (X-linked). Na transmissão au-
tossômica recessiva são descritas deficiências enzimá-
ticas no fígado, no fígado e músculos, somente nos
músculos e no fígado e rins. A transmissão “X-linked”
é a forma mais comum de transmissão e a deficiência
enzimática ocorre somente no fígado. Apenas um pa-
ciente com deficiência enzimática cardíaca foi descri-
to (Servidei et al., 1988).

Estes tipos de transmissão são compatíveis com a
estrutura heteropolimérica da fosforilase b-quinase (Tai-
ra et al.,1982). Esta proteína multimérica é formada por
quatro subunidades, alfa, beta, gama e delta. As quatro
subunidades são codificadas por diferentes cromosso-
mos. Os genes que codificam para as subunidades alfa,
beta e gama estão localizados, respectivamente, nos
cromossomos X, 16 e 17 (Van Den Bergh & Berger, 1990).
A subunidade delta é uma calmodulina e confere, à
enzima, sensibilidade ao cálcio (Nadeau et al., 1997). A
heterogeneidade na apresentação da deficiência em
fosforilase b-quinase pode ser explicada pela comple-
xidade na estrutura da enzima e pela diversidade de
isoformas apresentadas pela mesma.

A atividade da fosforilase b-quinase foi determina-
da através da medida da atividade da fosforilase a, li-
berada após a ação da fosforilase b-quinase, de acordo
com a reação catalisada pela mesma:

Fosforilase b + ATP → Fosforilase b-quinase → Fosforilase a + ADP

Para uma correta determinação da atividade da fos-
forilase b-quinase é necessário que a fosforilase b, ad-
quirida do comércio e que atua como substrato da re-
ação enzimática esteja numa atividade de 7,5 unida-
des (Lederer et al., 1975). Em uma primeira etapa faz-
se a determinação da atividade desta enzima, após re-
constituição do liofilizado.

A determinação da atividade da fosforilase b-qui-
nase se processa em três tempos (Tabela I):

1) Ativação da fosforilase b em fosforilase a, em pH
6,8 e em presença de ATP e de magnésio, pela
ação da fosforilase b-quinase;

2) Determinação da atividade da fosforilase a for-
mada;

3) Dosagem do fósforo inorgânico liberado.
A reação colorimétrica corresponde a formação de

um complexo fosfomolibdico, de cor azul, após a adi-
ção de molibdato de amônio e sulfonato de aminonaf-
tol (Fiske & Subbarow, 1925). A leitura espectrofoto-
métrica é feita em 660nm.

MATERIAL E MÉTODOS

Material biológico
A determinação da atividade foi feita em sangue

total, colhido sob heparina.

Reagentes
a) Reagentes para a medida da atividade da fosfo-

rilase b do comércio:
a-1) Substrato de glicose 1-fosfato 24mmol/L pH

6,1: dissolver em 8mL de água destilada
150,5mg de glicose 1-fosfato de sódio (Boehrin-
ger Mannheim, 105.279), 21mg de NaF (Sig-
ma, S6521) e 57mg de glicogênio (Sigma,
G8876). Acertar o pH para 6,1, com algumas
gotas de HCl 1N. Completar para 10mL com
água destilada. Conservar a -20°C.

a-2) Solução estoque de fosforilase b: dissolver ex-
temporaneamente 11 mg de fosforilase b liofi-
lizada (Sigma, P6635) em 0,2mL de água des-
tilada fria. Homogeneizar bem no vortex. Guar-
dar no gelo até o momento de uso.

a-3) AMP 5 mmol/L: dissolver extemporaneamen-
te 12,5 mg de AMP dissódico (Sigma, A1877)
em 5mL de água destilada fria. Homogeneizar
bem no vortex. Guardar no gelo até o momen-
to de uso.

a-4) Ácido tricloroacético a 10% (p/v): pesar 10g
de ácido tricloroacético (Sigma, T6399) e di-
luir para 100mL com água destilada. Conser-
var a 4°C.

b) Reagentes para a medida da atividade da fosfo-
rilase b-quinase:

b-1) Tampão Tris-glicerofosfato de sódio 150mol/
L pH 6,8: dissolver em 80mL de água destila-
da 1,8g de Tampão Tris (Sigma, T1503) e 4,6g
de b-glicerofosfato de sódio (Sigma, G6251).
Ajustar o pH a 6,8 com HCl 1N. Completar o
volume para 100mL. Conservar a -20°C.

b-2) Acetato de magnésio 75mmol/L: dissolver ex-
temporaneamente 16mg de acetato de magné-
sio (Sigma, M9147) em 1mL de água destila-
da. Homogeneizar bem no vortex. Guardar no
gelo até o momento de uso.

b-3) ATP 90 mmol/L: dissolver extemporaneamen-
te 54,4mg de ATP dissódico (Sigma, A5394) em
1mL de água destilada. Homogeneizar bem no
vortex. Guardar no gelo até o momento de uso.

b-4) Solução de EDTA 5mmol/L e NaF 0,1mol/L:
dissolver em volume apropriado de água des-
tilada 186mg de EDTA dissódico (Grupo Quí-
mica, A-25) e 420mg de NaF. Homogeneizar.
Completar o volume para 100mL com água
destilada. Conservar a -20°C.

b-5) Solução estoque de fosforilase b: já prepara-
da no item a-2.

b-6) Ácido tricloroacético a 10% (p/v): pesar 10g
de ácido tricloroacético (Sigma, T6399) e di-
luir para 100mL com água destilada. Conser-
var a 4°C.
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c) Reagentes para a dosagem do fósforo (Fiske &
Subbarow, 1925):

c-1) Reagente molibdíco-sulfúrico (MOS): dissol-
ver 2,5g de Molibdato de amônio (Sigma,
A7302) e 4,2mL de ácido sulfúrico concentrado
em 100mL de água destilada. Homogeneizar.
Conservar a temperatura ambiente por um mês.

c-2) Reagente aminonaftolsulfônico (ANS): dissol-
ver 14,6 g de metabissulfito de sódio (Sigma,
S1516) e 0,5 g de sulfito de sódio (Sigma,
S0505) em 100mL de água destilada. Homo-
geneizar até dissolução. Adicionar 100mg de
ácido aminonaftol sulfônico (Sigma, A0505).
Agitar até dissolução completa. Conservar a
temperatura ambiente por um mês.

c-3) Padrão estoque de fósforo 50mmol/L: dissol-
ver 680,4mg de fosfato monopotássico anidro
(KH2PO4) em 100mL de ácido sulfúrico 0,5N.
Conservar a temperatura ambiente por três
meses.

c-4) Padrão de uso de fósforo 1mmol/L: diluir o pa-
drão estoque a 1:50, em água destilada. Pre-
parar no momento de uso.

MÉTODOS

a) Preparação do material biológico

Logo após a coleta o sangue foi colocado no gelo,
até o momento de processamento. Para processar, cen-

trifugar o tubo de sangue coletado a 3000 rpm, duran-
te 5 minutos, a 5°C. Eliminar o soro e a primeira cama-
da de hemácias que contém glóbulos brancos. Adicio-
nar o mesmo volume de NaCl a 154mmol/L, frio. Cen-
trifugar a 3000rpm, durante 5 minutos, a 5°C. Elimi-
nar o sobrenadante e adicionar o mesmo volume de
NaCl a 154mmol/L, frio, homogeneizar e centrifugar
novamente a 3000 rpm, durante 5 minutos, a 5°C. La-
var as hemácias mais duas vezes, como indicado. O
sangue lavado pode ser conservado a -20°C, por no
máximo 48 horas. Antes da dosagem adicionar ao la-
vado de hemácias 2 volumes de água destilada fria e
homogeneizar bem no vortex, para lisar as hemácias.
Se a determinação da atividade for executada no mes-
mo dia da coleta, congelar e descongelar a amostra,
para facilitar a hemólise.

b) Dosagem de hemoglobina

Realizada em duplicata utilizando-se o aparelho au-
tomatizado Coulter-T890.

c) Medida da atividade da fosforilase b

• Diluir a solução estoque de fosforilase b (a-2) a
1:600 e a 1:1200

• Fazer as dosagens em duplicata
• Em tubos de 5mL distribuir:

Reagentes Branco G1P Reação

AMP 5 mmol/L (a-3) 50mL 50µL

Substrato glicose 1-fosfato (a-1) 150mL 150µL

Fosforilase b diluída (1:600 e 1:1200) - 50µL

Água destilada 50mL -

• Incubar 10 minutos a 30°C
• Parar a reação pela adição de ácido tricloroacéti-

co (a-4) a 10%, frio
• Adicionar 1,65mL de água destilada
• Centrifugar a 3000 rpm / 5 minutos / 20°C
• Fazer a dosagem do fósforo liberado na totalida-

de do sobrenadante

d) Dosagem do fósforo inorgânico

Reagentes Branco reativo Padrão de uso Branco Reação
(1 mmol/L)  uso de fósforo G1P

Sobrenadante - - total totalda 1ª reação

Padrão de uso - 0,25mL - -de fósforo (c-4)

Água destilada 2,15mL 1,90mL - -

MOS (c-1) 0,25mL 0,25mL 0,25mL 0,25mL

ANS (c-2) 0,1mL 0,1mL 0,1mL 0,1mL

• Homogeneizar
• Aguardar no escuro por 10 minutos
• Ler em 660nm contra o branco reativo.

TABELA I
Condições de incubação para a determinação da

atividade da fosforilase b-quinase eritrocitária

Ativação da fosforilase b

Hemolisado diluído a 1/3 0,05mL

Reagente de ativação 0,10mL

Temperatura de incubação 30°C

Duração da incubação 30 minutos

Fração do meio da reação 0,01mL

Mistura EDTA-NAF 0,20mL

Determinação da atividade da fosforilase a

Fração do meio da reação 0,05mL

Reagente para fosforilase a 0,2mL

Temperatura de incubação 30°C

Duração da incubação 30 minutos

Final da reação ácido tricloroacético: 0,25mL
Água destilada: 1,65mL

Centrifugação 3000 rpm/ 5 minutos

Dosagem do fósforo inorgânico liberado

Volume de reação 2,500ml

Alíquota do sobrenadante 2,150ml

Reagente molibdico sulfúrico 0,250ml

Reagente aminonaftolsulfônico 0,100ml

Temperatura da reação 25°C

Incubação na obscuridade 10 minutos

Leitura espectrofotométrica 660 nm
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e) Medida da atividade da fosforilase b-quinase

• Fazer as dosagens em duplicata
• Em tubos de 5mL pipetar:

Reagentes Branco Reação
Fosforilase b

Tampão Tris-glicerofosfato (b-1) 50mL 50mL

ATP 90mmol/L (b-3) 10mL 10mL

Acetato de Magnésio 75mol/L (b-2) 20mL 20mL

Fosforilase b (a-2) 20mL 20mL

Água destilada 50mL -

Hemolisado - 50mL

• Incubar a 30°C
• Após 30 minutos, pipetar 10mL da mistura e co-

locar em 200mL de solução de EDTA 5mmol/L e
NaF 0,1mol/L (b-4), fria.

• Medir a atividade da fosforilase a formada em
50mL desta mistura final.

f) Medida da atividade da fosforilase a formada

Reagentes Volume

Substrato de glicose 1-fosfato (a-1) 150mL

Água destilada 50mL

Mistura anterior (ítem e) 50mL

• Incubar a 30°C, durante 30 minutos
• Parar a reação pela adição de 0,25mL de ácido

tricloroacético a 10% (a-4), frio
• Adicionar 1,65mL de água destilada
• Centrifugar a 3000rpm/ 5 minutos/ 20°C
• Dosar o fósforo na totalidade do sobrenadante,

de acordo com o ítem d).

Cálculos

a) Medida da atividade da fosforilase b:

0,25 × (Abs. reação – Abs. branco) × Fator de diluiçãoAtividade (µmol/mL) = Abs. padrão × Volume de amostra

b) Cálculo da diluição da solução de fosforilase b
para se ter 7,5 Unidades nos 20mL utilisados na rea-
ção de ativação:

Atividade (µmol/min/mL) × 0,02Diluição = 7,5
c) Cálculo da atividade da fosforilase a:

0,25 × (Abs. reação – Abs. branco) × 100 × 63Atividade (µmol/min./g de Hemoglobina) =
  Abs. padrão × tempo(min.) × Hb(g/L) × Volume de amostra(mL)

d) Cálculo da atividade da fosforilase b-quinase:

Atividade (µmol/min/g de Hemoglobina)Atividade (U/g de Hemoglobina) =
Tempo de ativação

A atividade da fosforilase é obtida através da defi-
nição da atividade enzimática que corresponde à quan-
tidade da enzima que libera 1 micromol de fósforo por
minuto. Esta atividade é expressa em U/por grama de
hemoglobina.

RESULTADOS

Dosagem de hemoglobina

Os valores de hemoglobina encontrados nas várias
dosagens efetuadas nos hemolisados recém-prepara-
dos variaram de 4,8±1,5g/dL.

Determinação da atividade da fosforilase b do comércio

A Tabela II mostra a atividade da fosforilase b do
comércio, medida antes da determinação da atividade
da fosforilase b-quinase.

TABELA II
Atividade da fosforilase  b do comércio

Determinação Atividade Determinação Atividade(mmol/mL) (mmol/mL)

1 74,4 8 0,0

2 34,9 9 461,9

3 141,7 10 489

4 114,7 11 631

5 428,5 12 0,0

6 359,4 13 0,0

7 0,0 – –

Determinação da atividade da fosforilase b-quinase

A Tabela III mostra o resultado da atividade de 20
determinações realizadas.

TABELA III
Atividade da fosforilase b-quinase

Atividade Atividade
Determinação (U/g de Determinação (U/g de

hemoglobina) hemoglobina)

1 4,8 11 2,0

2 3,7 12 3,3

3 3,8 13 3,9

4 5,0 14 2,6

5 4,8 15 3,8

6 6,8 16 6,3

7 6,6 17 5,2

8 6,8 18 4,9

9 2,1 19 4,9

10 2,1 20 5,0

∑∑∑∑∑ = 88,4
Média = 4,4 U/g
de hemoglobina
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fosforilase b-quinase fosse de 7,5 Unidades (Lederer
et al., 1975). Para cada determinação a atividade des-
ta enzima foi avaliada. A enzima foi adquirida do co-
mércio (Sigma- P6635) e observou-se que ela é extre-
mamente instável, em termos de conservação. Pela Ta-
bela II apresentada observa-se a variação da ativida-
de da enzima em várias determinações. Este fato fez
com que, várias amostras fossem descartadas devido a
uma perda total de atividade. Isto pode ser explicado
pela conservação da enzima durante o transporte des-
de a sua compra, envio ao Brasil, tempo de espera no
aeroporto, etc. Ela deveria ter sido conservada em gelo
seco. Portanto, perdeu-se muitas amostras e experi-
mentos devido à ausência de atividade enzimática.
Este fato pode ter influenciado os resultados posterio-
res encontrados nos experimentos realizados.

A determinação da atividade da fosforilase b-qui-
nase foi realizada levando-se em consideração vários
fatores. O tampão de escolha foi o tampão Tris-b-gli-
cerofosfato em pH 6,8, indicado pela maioria dos au-
tores. Esta condição permite a manutenção do pH em
condições para a ação da enzima fosforilada. A con-
centração de b-glicerofosfato a 50mol/L inibe a forma
inativa e a defosforilação da forma ativa (Baussan,
1986). O complexo [ATP-Mg], que funciona como doa-
dor do grupo fosfato, deve estar presente em excesso
na solução. Portanto as concentrações utilizadas fo-
ram: de ATP, 6 mmol/L e de acetato de magnésio,
10 mmol/L. O tempo de incubação foi testado e de-
monstrou-se, pela Tabela IV, que a reação foi linear
até 30 minutos. Este tempo foi escolhido para as de-
terminações posteriores, porque obteve-se uma ativi-
dade mais elevada, com leituras espectrofotométrica
numa faixa de mais alta sensibilidade. A reação foi
paralisada pela adição de uma mistura reativa que
permitisse a determinação subseqüente da fosfo-
rilase a. Esta mistura reativa (EDTA-NaF) tem a van-
tagem de inibir a fosforilase quinase e a fosforilase fos-
fatase (Baussan, 1986). A determinação da atividadae
da fosforilase a foi feita de acordo com método descri-
to anteriormente, pela mesma equipe da Faculdade
de Farmácia da UFMG (Takahashi et al., 1999).

Os resultados encontrados para a determinação da
atividade da fosforilase b-quinase em todas as deter-
minações realizadas, como descrito na Tabela III, com
uma média de 4,4 U/g de hemoglobina, estão abaixo
daqueles citados na literatura, 8,0 a 18,0 U/g de he-
moglobina (Baussan, 1986) e 14,6 ± 4,6 U/g de hemo-
globina (Centre de Maladies Métaboliques, Hôpital
Debrousse). Isto pode ser explicado pelas diferentes
condições de trabalho experimental, levando-se em
consideração a atividade da fosforilase adiquirida.
Como explicado anteriormente, nos experimentos rea-
lizados a atividade da fosforilase b do comércio sem-
pre se manteve abaixo da ideal. A atividade desta en-
zima deveria estar em 7,5 unidades nas condições de
incubação para a determinação da fosforilase b-qui-
nase. Ela sempre esteve em atividade mais reduzida
do que esta, devido a ser uma enzima instável que
exige condições de conservação que, provavelmente
não foram obedecidas. Entretanto, encontrou-se uma

Determinação da atividade da fosforilase b-quinase
em vários tempos de incubação

Esta variável foi executada para se determinar a
linearidade do método, de acordo com o tempo de in-
cubação e está demonstrada na Tabela IV.

TABELA IV
Linearidade do método

Atividade (U/g de Atividade (U/g de

Experiência Tempo de hemoglobina) hemoglobina)
incubação Sem considerar Considerando o

tempo de incubação  tempo de incubação

10 minutos 67,6 6,76
Experiência 1 20 minutos 135,2 6,76

30 minutos 196,6 6,55

10 minutos 21,2 2,12
Experiência 2 20 minutos 42,8 2,14

30 minutos 58,9 1,96

Estabilidade da enzima no material biológico

A estabilidade da atividade enzimática nas hemá-
cias lavadas foi testada e observou-se uma perda da
atividade, após uma semana de conservação do mate-
rial a -20°C, como demonstrado na Tabela V.

TABELA V
Estabilidade da fosforilase  b-quinase no lavado

de hemácias conservado a -20°C

Dia Atividade (U/g de hemoglobina)

1 6,8

7 0,5

DISCUSSÃO

A determinação da atividade da fosforilase b-qui-
nase pelo método estudado exigiu várias etapas de
procedimento. Na primeira etapa padronizou-se a ob-
tenção do material biológico e o processamento do
mesmo. O sangue total foi colhido com heparina, já
que este anticoagulante natural não interfere na ativi-
dade enzimática (Baussan et al., 1981). O processa-
mento da lavagem de hemácias foi feito como descrito
na literatura (Baussan et al., 1981). A lise das hemácias
foi feita com água destilada e testada também a lise
através de ultra-som. Este último procedimento não
foi utilizado porque, em uma experiência executada
não foi obtida atividade enzimática; o ultra-som pode
ter alterado a estrutura primária da enzima e ocasio-
nado, portanto, a perda da atividade da mesma. O pro-
cessamento da amostra biológica foi executado de acor-
do com a descrição no ítem Material e Métodos. Como
demonstrado, na Tabela V, a enzima perde atividade
no material biológico conservado a -20°C, portanto to-
das as determinações foram executadas no dia da co-
leta do material biológico.

A metodologia estudada considerou que a ativida-
de da fosforilase b ideal para a medida da atividade da
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atividade mensurável da fosforilase b-quinase em to-
dos os experimentos realizados.

Não foi possível a obtenção de material biológico
de pacientes suspeitos de Glicogenose tipo IX, devi-
do, provavelmente, à raridade da doença.
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RESUMO –: Existem numerosos métodos para estudar o líquido sinovial. Com o objetivo de avaliar o perfil metodo-
lógico do exame do líquido sinovial no Estado de Santa Catarina, enviamos questionários para os laboratórios das
maiores cidades do Estado. Os que realizam essa análise em suas rotinas responderam aos questionários quanto
às análises citológicas, bioquímicas, microbiológicas, imunológicas. Observamos que nas análises citológicas,
bioquímicas e imunológicas há uma heterogeneidade nos protocolos, provavelmente, estas vem sendo adaptadas
de acordo com as condições  do serviço e do paciente atendido. Nas análises microbiológicas,  observou-se  uma
homogeneidade nesses protocolos.

PALAVRAS-CHAVE – Líquido sinovial.

SUMMARY – There are numerous methods that can be used to study the synovial liquid. With the objective of evalu-
ating the methodological profile of the synovial liquid examinations in the state of Santa Catarina, questionnaires
were sent to the laboratories in largest cities in the State. The laboratories  that perform this analysis in their routines
answered the questionnaire regarding the cytological, biochemical, microbiological and immunological analysis. It
was observed that in the cytological, biochemical and immunological analysis there was dissimilarity in protocols,
which was probably due to an adaptation of the analysis according to the service and the patient attend, while in the
microbiological analysis, na equivalency in protocols was observed.

KEYWORDS – Synovial liquid.

INTRODUÇÃO

A articulação é o encaixe de dois ossos, permitindo
com isso a realização de movimentos. É um local

extremamente sensível que fica protegido por um bolsa
chamada de cápsula sinovial. O espaço formado por essa
cápsula recebe o nome de cavidade articular. Essa ca-
vidade é preenchida com um líquido viscoso denomi-
nado de líquido sinovial4. Essas cápsulas, articulares
ou fibrosas, são formadas pela membrana sinovial ou
tecido sinovial, sendo este constituído de uma camada
íntima ou parte celular (sinovócitos) que é responsável
pela síntese do ácido hialurônico, fagocitose, pinocito-
se e fibrogênese; uma camada subíntima formada pelo
plexo vascular e linfático, que transfere os constituintes
do sangue para o líquido sinovial; além de uma cama-
da de tecido subsinovial rica em colágeno1.

O líquido sinovial é formado por um ultrafiltrado
plasmático acrescido de um mucopolissacarideo deno-
minado ácido hialurônico ou hialuronato1,3,7,9,11, de uma
pequena quantidade de proteínas (cerca de um terço
da concentração sangüínea)1,9, íons pequenos e molé-
culas como glicose, uréia, ácido úrico, entre outros, os
quais atravessam facilmente até o espaço articular, daí
as semelhanças constitucionais com o plasma1,3,9,11. O
fibrinogênio bem como outros fatores de coagulação

estão ausentes no líquido sinovial1. A presença do hia-
luronato diferencia o fluido sinovial dos outros fluidos
corporeos9, além de fornecer a viscosidade normal do
fluido sinovial1,9. Este fluido tem ainda como função:
lubrificar as articulações impedindo o desgaste das car-
tilagens pelo atrito constante; amortecer choques dimi-
nuindo o impacto sobre as articulações; nutrir as carti-
lagens e serve também como fluido de limpeza1. Em
situações normais é encontrado em quantidade inferior
a 3,5 ml na articulação do joelho, sendo esta uma das
principais articulações de escolha para realização da
aspiração da amostra, embora a coleta possa ser feita
em qualquer articulação. O procedimento de coleta é
chamado de artrocentese11. A amostra geralmente é
coletada em caso de derrames articulares, onde há um
aumento do volume de líquido sinovial nas articulações,
podendo atingir até 20ml9.

Em condições patológicas, doenças articulares (ar-
trites), as alterações devem-se à variações da permea-
bilidade a nível de membrana sinovial e capilares. Es-
sas variações podem ser decorrentes de alterações imu-
nológicas, mecânicas, químicas, bacteriológicas, pela
presença de células e cristais9. O exame do líquido si-
novial é um elemento de valor no diagnóstico das afec-
ções reumáticas7. Essas alterações produzem diferen-
tes graus de respostas inflamatórias9, sendo desta for-
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ma dividas em: grau I – não inflamatório; grau II –
inflamatório; grau III – séptico ou infeccioso; grau IV
– induzido por cristais; grau V – hemorrágico7, 11.

Os protocolos de rotina  da análise do líquido sino-
vial incluem cuidados que vão desde o acondiciona-
mento da amostra, aspectos físico-químicos, exames
citológicos, bioquímicos, microbiológicos e imunoló-
gicos, tendo também, como possibilidade para avalia-
ção, provas complementares, as quais possuem uma
variabilidade das técnicas entre os laboratórios1,3,6,7,8,9,11.
Observamos que nas análises citológicas, bioquími-
cas e imunológicas de amostras de líquido sinovial não
há uma homogeneidade nos protocolos entre os labo-
ratórios. Já com relação as análises microbiológicas o
que se observa é uma grande homogeneidade nos le-
vantamentos feitos sobre as rotinas dos laboratórios
no estado de Santa Catarina.

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi realizar um levanta-
mento, em relação ao perfil metodológico do exame
de líquido sinovial no Estado de Santa Catarina, quanto
ao acondicionamento da amostra biológica, às avalia-
ções físico-químicas, às análises citológicas, bioquí-
micas, microbiológicas, imunológicas e, quando reali-
zadas, as provas complementares.

MATERIAIS E MÉTODOS

Enviamos 77 questionários para os laboratórios de
análises clínicas das maiores cidades de cada região
do Estado de Santa Catarina (Sul, Norte, Centro-Oes-
te, Oeste, Vale do Itajaí e Capital). Os questionários
foram elaborados abrangendo as análises recomenda-
das para rotina de laboratórios, tais como :

• Físico-químicos - cor e aspecto.
• Citológicas - citologia global, citologia

diferencial, pesquisa de células LE.
• Bioquímicas - dosagem de glicose, pesquisa de

cristais.
• Microbiológicas - bacteroscopia e cultura.
• Imunológicas - pesquisa de fator reumatóide.

Além de aspectos relacionados ao acondicionamen-
to da amostra biológica, recomendado pela literaturas
especializadas.

Destes 77 questionários enviados, 13 laboratórios
que realizam exame de líquido sinovial em suas roti-
nas responderam aos questionários.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A avaliação da metodologia utilizada na análise do
líquido sinovial no Estado de Santa Catarina, foi rea-
lizada com base nas respostas dos 13 laboratórios que
participaram da pesquisa. A pesquisa considerou as
cinco regiões do Estado de Santa Catarina e capital.
Selecionamos a maior cidade de cada região de acor-
do com dados demográficos e enviamos correspondên-

cia para todos os laboratórios destas cidades. Das 77
correspondências enviadas 13 responderam ao ques-
tionário, ou seja, 16,9% dos laboratórios investigados.
Mesmo sendo uma proporção pequena, consideramos
representativa, tendo em vista que a rotina de líquido
sinovial é pequena em relação a outros exames reali-
zados em líquidos corpóreos como por exemplo o lí-
quido cefaloraquidiano (líquor).

Dos laboratórios que responderam ao questionário
pode-se analisar que há uma variação entre as formas
de acondicionamento da amostra biológica. O anticoa-
gulante utilizado para análises citológicas é a hepari-
na em 23,1% dos laboratórios; o ácido etileno-diami-
no-tetra-acético (EDTA) em 15,4%; não responderam
a pergunta 61,5% dos laboratórios. Quanto ao anticoa-
gulante utilizado para análises bioquímicas: a hepari-
na é utilizada por 15,4% dos laboratórios; utilizado
heparina ou separação natural em 7,7%; não respon-
deram 76,9%. Quanto ao anticoagulante utilizado para
pesquisa de cristais, a heparina é utilizada por 23,1%
dos laboratórios e 76,9% não responderam. Segundo a
literatura, para a realização da artrocentese, é reco-
mendada a coleta da amostra em três tubos diferentes
preferencialmente, onde a utilização de anticoagulan-
tes é recomendada apenas para as amostras que fo-
rem coletadas para a análise microbiológica e para a
avaliação microscópica da amostra, já a amostra que
seguir para as avaliações bioquímicas e imunológicas,
o recomendado é que não se utilize anticoagulante (o
líquido sinovial normal não coagula), pois a porção
celular pode interferir nas análises pela lise celu-
lar3,7,9,11. O anticoagulante de escolha, preferencialmen-
te deve ser os na forma líquida, como heparina sódica
e o EDTA líquido, já o EDTA em pó, a heparina lítio, o
oxalato de cálcio, devem ser evitados, pois eles podem
formar estruturas cristalinas que em algumas situa-
ções podem provocar confusão durante o exame pela
sua semelhança com o urato monossódico1,3,7,9,11, prin-
cipalmente em casos onde o volume da amostra é pe-
queno, devido ao excesso de anticoagulante9, também,
porque seus cristais são fagocitados pelos leucócitos1.

Com relação às avaliações físico-químicas pode-se
verificar que há uma ligeira variação entre os labora-
tórios que as realizam. O aspecto é caracterizado em
92,3%, não responderam 7,7% dos laboratórios. O as-
pecto do líquido sinovial é uma característica impor-
tante pois auxilia na classificação da amostra, dentro
dos diferentes graus de resposta inflamatória. O flui-
do normal é viscoso e transparente, semelhante a cla-
ra de ovo9. As alterações nesse fluido estão relaciona-
das com o número e o tipo de partículas presentes3, os
leucócitos são os principais responsáveis por essas al-
terações, embora quantidades maciças de cristais pos-
sam tornar o líquido leitoso e opaco sem a presença de
leucócitos3. Em amostras com aspecto opaco e brilhante
há sugestão da presença de um grande número de cris-
tais de colesterol podendo apresentar semelhanças com
o material purulento3. Alterações no aspecto são me-
nos freqüentes quando ocorre um aumento na concen-
tração de fibrina (observam-se “corpos de arroz” flu-
tuando), e partículas de metal ou plástico em pacien-
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tes com próteses articulares ou mesmo pedaços de car-
tilagem em pacientes com osteoartrites3. Se for obser-
vado ainda presença de pigmentos semelhantes a “pi-
menta moída” pode ser resultante da presença de frag-
mentos cartilaginosos pigmentados, que é um indício
de ocronose3. A cor é avaliada em 92,3% dos laborató-
rios e 7,7% não responderam, sendo este outro parâ-
metro importante na análise e classificação do líquido
sinovial. A coloração normal desse fluido biológico é
amarelo-pálido (decorrente da diapedese de alguns eri-
trócitos associados a casos onde houve um traumatis-
mo discreto3). A coloração do líquido sinovial vária com
o tipo de resposta inflamatória produzida, da seguinte
maneira: os distúrbios articulares do tipo não inflama-
tório geralmente não provocam alteração na cor3,9; os
inflamatório produzem uma coloração amarelo-pa-
lha3,9; os infecciosos tem sua coloração ligada ao cro-
mogênio produzido pelo organismo agressor e a res-
posta do indivíduo, podendo variar desde o amarelo,
marrom ou até mesmo verde3,9; já nos induzidos por
cristais a coloração geralmente é branco opaca e oca-
sionalmente verde9; nos hemorrágicos deve-se ter um
cuidado especial já que a coloração pode ser decor-
rente de um acidente de punção, sendo esse um risco
para a emissão de resultados falsos já que a coloração
pode estar associada ao acidente de punção e não a
processos hemorrágicos6. Em casos de acidente de
punção a coloração é desigual durante a artrocentese
mas, para se certificar de que não é um acidente de
punção, pode-se analisar a coloração do líquido após
centrifugação, se o sobrenadante tiver coloração ver-
melho escuro ou marrom escuro é uma boa evidência
de hemartrose patológica, se a coloração for amarelo-
claro é um possível indicativo de acidente de punção,
por ser esta a cor do líquido normal3,9. São realizados
também avaliação de pH em 7,7% dos laboratórios,
sendo que este varia de 7,3 à 7,8; a formação de coa-
gulo é avaliada em 7,7% dos laboratórios. O líquido
sinovial normal não coagula pela ausência de fibrino-
gênio e outros fatores de coagulação, porém em al-
guns casos especiais isso pode ocorrer como por exem-
plo: em processos inflamatórios, o que causam à exsu-
dação não seletiva de proteínas de maior peso mole-
cular, inclusive fibrinogênio1.

Quanto às análises citológicas, observou-se que a
citologia global é realizada através da contagem em
câmara de Neubauer por 46,1% dos estabelecimentos,
através da câmara de Fuchs-Rosenthal por 23,1% e
30,8% utilizam dois métodos diferentes, incluindo-se

FIG. 1 - Métodos utilizados para contagem de células no líquido sinovial
em Santa Catarina. *Incluido aqui a utilização de métodos automatizados
juntamente com métodos manuais.

aqui contagem automatizada de células, porém estas
estão em todos os casos associadas a contagens ma-
nuais (Figura 1). O líquido sinovial normal contém um
número pequeno de leucócitos e a presença de hemá-
cias é ausente9. A contagem de células deve ser reali-
zada logo após a coleta da amostra, já que há uma
perda celular (pela degeneração de leucócitos) 1 hora
após a coleta, sendo que os valores encontrados na
contagem são auxiliares na diferenciação dos vários
graus de resposta inflamatória, porém é inespecífica
para qualquer doença articular pela extensa sobrepo-
sição de resultados entre elas1,3,7,8,9,11,13.

Para proceder a contagem das células é importante
que a amostra seja homogeneizada para que o resul-
tado seja confiável, a contagem pode ser realizada em
um hematocitômetro padrão3,9,11. Deve ser realizada a
contagem de leucócitos e hemácias, sendo que esta
última não deve ser considerada em casos de acidente
de punção3,7. Os contadores celulares automatizados
podem ser utilizados mas, deve-se cuidar, pois a vis-
cosidade do líquido pode obstruir o aparelho3, ou pode-
se obter contagens falsamente elevadas pela presença
de partículas não-leucocitárias (cristais, células teci-
duais e glóbulos gordurosos)3,11. Em contagens leuco-
citárias acima de 50.000/ml deve-se proceder a dilui-
ção da amostra3,7,9,11, o diluente normal de leucócitos
(Turk) não pode ser utilizado, devido a presença de
ácido acético na sua composição, o ácido acético pre-
sente, forma um coagulo de mucina pela complexação
das proteínas com o ácido hialurônico, esse coagulo
seqüestra células provocando resultados falsamente di-
minuidos3,11. No lugar do Turk pode-se utilizar solu-
ção salina para promover a diluição3,7,9,11.

A adição à salina de uma solução de azul de meti-
leno pode facilitar a contagem, já que o azul de meti-
leno promove a coloração do núcleo dos leucócitos o
que auxilia na diferenciação entre os leucócitos e as
hemácias3,7,9. Há alguns casos em que o líquido sino-
vial encontra-se altamente viscoso, para impedir que
isso dificulte a contagem deve-se incubar a amostra
por 5 minutos com hialuronidase, para que esta pro-
mova a degradação do ácido hialurônico e com isso
diminua a viscosidade3,7,9,11. Já na citologia diferen-
cial, é utilizado como método de concentração celular
a centrifuga em 53,8%, através da câmara de Suta em
15,4%, através de citocentrífuga em 15,4%, são utiliza-
dos dois dos métodos de concentração celular acima
em 15,4% dos estabelecimentos que participaram da
pesquisa (Figura 2). A contagem de leucócitos é im-

FIG. 2 - Métodos utilizados para concentração celular no estado de Santa
Catarina.
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uma comparação dos seus valores com os valores séri-
cos3; por esse razão deve-se coletar amostras simultâ-
neas de sangue e líquido sinovial, de preferencia após
um jejum de 8 horas para permitir um equilíbrio entre
os dois3,7. São poucas as análises bioquímicas consi-
deradas clinicamente importantes11, a mais solicitada
é a glicose, pois quando seus valores são muito baixos
é um indício de distúrbios inflamatórios ou bacteria-
no11,13, esta diminuição nos níveis de glicose está as-
sociada ao seu uso por células em excesso presentes
nas articulações10.

São realizados também provas bioquímicas com-
plementares em alguns laboratórios que participa-
ram da pesquisa (Figura 5). Entre elas estão: a aná-
lise de proteínas em 46,1% dos laboratórios. As pro-
teínas no líquido sinovial são qualitativamente se-
melhantes a do plasma, com exceção do fibrinogê-
nio que é quase ausente, e quantitativamente, são
aproximadamente um terço da concentração de pro-
teínas plasmáticas1. Em artrites associadas a proces-
sos inflamatórios e ou hemorrágicos a uma perda na
permeabilidade relativa da membrana sinovial, fa-
zendo com que o padrão protéico do líquido sino-
vial se assemelhe ao do plasma1, porém a determina-
ção dos níveis de proteína no líquido sinovial não é
um parâmetro utilizado para a classificação desses
distúrbios3,11. Análise do ácido úrico em 23,1% dos
estabelecimentos. Os níveis de ácido úrico no líqui-
do sinovial geralmente são paralelos aos níveis plas-
máticos3. A dosagem de ácido úrico no líquido sino-
vial não possui um valor clínico para o diagnóstico
da gota1,3,5, mas pode ser utilizado como indicativo
de diagnóstico nos casos em que não puder ser de-
monstrada presença de cristais na amostra7, 11, já que
suas taxas estão quase sempre aumentadas em ca-
sos de gota5,10. O teste do coágulo de mucina em 7,7%
dos laboratórios. O teste do coágulo de mucina ava-
lia o grau de polimerização do ácido hialurônico com
proteínas, através da acidificação da amostra, utili-
zando ácido acético 2 à 5%1,3,6,7,8,9,11. Em um líquido
normal isso basta para formar um coágulo sólido cir-
cundado por líquido transparente11; em casos onde
o coágulo é regular ou fraco (se desagrega com faci-
lidade), reflete a diluição e despolimerização do áci-
do hialurônico, uma característica inespecífica de
várias artrites inflamatórias3,9. Análise de cloretos em
7,7% dos casos. Análise de colesterol (LDH) em 7,7%
dos laboratórios. Os lipídeos presentes no líquido
sinovial normal representam aproximadamente 30%
da taxa sérica, distribuída entre colesterol livre, co-

FIG. 3 - Métodos utilizados para coloração celular no estado de Santa
Catarina. *Coloração por Gram.

FIG. 4 - Método utilizado para dosagem de glicose no líquido sinovial em
Santa Catarina. *Utilizam o método da Hexoquinase.

portante na classificação do líquido sinovial como sen-
do de origem inflamatória, não inflamatória e infeccio-
sa, baseado na porcentagem diferencial de leucóci-
tos. As avaliações da morfologia das células devem ser
observadas em no máximo 1 hora após a artrocentese,
para evitar a degeneração e a distorção das células7,9.
Deve-se executar um método para a concentração ce-
lular, sem que ocorra deformação das mesmas9. A amos-
tra pode requerer uma preparação prévia com hialuro-
nidase em casos de amostras muito viscosas3, 9. As prin-
cipais células constituintes do líquido sinovial normal
são as mononucleares (monócitos, linfócitos, macrófa-
gos), células do tecido sinovial (sem valor diagnósti-
co3,7,9); os neutrófilos devem corresponder a menos de
25%3,11. Pode-se observar ainda outras células anormais
tais como células LE, ragócitos, além de neutrófilos com
vacúolos contendo bactérias e cristais9,11. A coloração
das células é feita através dos seguintes corantes: Leish-
man em 38,5% dos laboratórios; May-Grünwald Giem-
sa em 61,5%; Papanicolau em 7,7%; através da colo-
ração por Gram em 7,7%; são utilizados dois dos méto-
dos acima em 15,4% dos laboratórios (Figura 3). Quan-
to à coloração para a leitura diferencial, a utilização do
corante de Wright7,8,9,11 é a mais citada entre os autores;
sendo sugerido também a possibilidade da leitura dife-
rencial ser feita em esfregaços corados pelo Gram para
que se possa identificar a presença de bactérias no mes-
mo8, uma outra forma descrita pela literatura é a dife-
renciação ser feita associada a contagem em câmara,
utilizando o diluente azul de metileno9,11. A pesquisa
de células LE (lúpus eritematoso) é realizada por 76,9%
dos estabelecimentos; e 23,1% não responderam. As cé-
lulas LE são formadas no líquido sinovial em casos de
lúpus eritematoso sistêmico e em algumas artrites reu-
matóides1,7,8. Em alguns pacientes, é possível se detec-
tar a presença das células LE no líquido sinovial antes
mesmo que elas apareçam no sangue periférico1,7. Sua
pesquisa é demonstrada na mesma extensão corada para
a contagem diferencial de leucócitos8.

Nas avaliações bioquímicas do líquido sinovial, os
laboratórios foram questionados nas suas análises de
glicose, quanto a forma como é realizado esta prova.
Foi observado que nos laboratórios que realizam este
teste 76,9% deles o fazem através do método da oxida-
se; o método da hexoquinase é utilizado por 15,4% dos
laboratórios; 7,7% dos laboratórios não responderam
(Figura 4). Sendo o líquido sinovial um ultrafiltrado
do plasma os valores das análises bioquímicas são se-
melhantes aos séricos (a diferença soro/líquido sino-
vial é inferior a 10mg/dl1,3,8,11), daí a necessidade de
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lesterol esterlicado e fosfolipídeos; os triglicerideos
e ácidos graxos livres praticamente inexistem1. Em
condições anormais todos os lipídeos estão aumen-
tados, principalmente o colesterol livre que pode
ultrapassar o nível sérico, sendo as artropatias in-
flamatórias as patologias onde encontramos os maio-
res acúmulos de lipídeos no líquido sinovial1. Sua
origem, admitisse seja da síntese lipídica pela mem-
brana sinovial além do aumento da permeabilidade
capilar, sendo a síntese lipídica importante apenas
nos casos de artrite inflamatória crônica1.

Quanto a pesquisa de cristais através da micros-
copia, o que se constatou foi que ela realizada: atra-
vés de microscópios com luz polarizada em 38,5% dos
estabelecimentos; utilizando microscópio com luz co-
mum sem a utilização de corantes por 30,8%; são uti-
lizados dois dos métodos acima em 7,7% dos labora-
tórios, sendo os métodos utilizados a avaliação atra-
vés de microscópios com luz polarizada e microscó-
pio com luz comum com a utilização de corantes; e
23,1% deles não responderam (Figura 6). A pesquisa
de cristais é um dos mais importantes exames reali-
zados no líquido sinovial, consiste na identificação
microscópica de cristais, é utilizado no diagnóstico
da artrite11, sendo essa avaliação importante para o
diagnóstico diferencial de artrites decorrentes do de-
pósito de cristais3,7,8,10,11,13. O recomendado para a exe-
cução desse exame é que ele seja feito logo após a
colheita da amostra, pois as alterações na temperatu-
ra e no pH do líquido podem afetar a solubilidade
dos cristais provocando resultados errôneos11. Outro
cuidado que se deve tomar com relação a pesquisa
de cristais e quanto a assepsia da lâmina e da lamí-
nula que serão utilizadas, para se evitar a contami-
nação por corpos polarizantes, partículas de poeira
birrefringentes artificiais ou possíveis confusões cau-
sadas por partícula fibrosas estranhas que podem tam-
bém polarizar1, 8, 11. O líquido deve ser analisado sem

a utilização de corantes, com um microscópio sob luz
polarizada direta e compensada com uma placa com-
pensadora vermelha3,7,11,13, para melhor caracterizar
os cristais3,7,9,10,11. Os cristais observados com micros-
cópio sob luz polarizada aparecem brancos contra um
fundo preto7,11. Pode-se também utilizar um esfrega-
ço corado, pelo método de Wright, para observação
dos cristais em microscópio comum11.

Quanto as avaliações microbiológicas o que se en-
controu foi uma homogeneidade entre as rotinas nos
diferentes estabelecimentos prestadores desse serviço:
a bacterioscopia é realizada através do método de Gram
por 100% dos laboratórios; a cultura é realizada em
92,3% dos estabelecimentos e 7,7% não responderam
(Figura 7). A principal função das avaliações microbio-
lógicas na análise do líquido sinovial, é identificar os
organismos causadores de infecção nos casos de artrite
séptica11, podendo os agentes causadores serem; bac-
térias, fungos ou vírus1,7,11. Os cuidados com a coleta
devem ser tomados, para se evitara penetração de mi-
croorganismo pelo buraco deixado pela agulha duran-
te a punção, para se evitar resultados falso positivos para
presença de bactérias no líquido sinovial7. As artrites
sépticas deverão ser encaradas como graves e de ur-
gência terapêutica1,13. As pesquisas quando orientadas
pela clínica maximizam as chances de identificação de
agente infeccioso3,10, os agentes mais comuns de infec-
ção são a Neisseria gonorrhoeae e Staphylococcus au-
reus. A coloração pelo método de Gram, sempre deve
ser realizada na rotina do líquido sinovial, pois qual-
quer inflamação pode decorrer de uma infecção3,11, elas
vão indicar se a bactéria causadora da infecção são co-
cos Gram positivos ou microorganismos Gram negati-
vos auxiliando assim a escolha da antibioticoterápia
inícial13, até que se obtenha o resultado da cultura para
se ter certeza da identidade do agente causador da in-
fecção13. A coloração pelo método de Ziehl-Neelsen deve
ser utilizadas para bactérias álcool-ácido resistentes

FIG. 5 - Métodods utilizados para diversas dosagens bioquímicas no líquido
sinovial.

FIG. 6 - Métodos utilizados para pesquisa de cristais no líquido sinovial
em Santa Catarina. *Sem a utilização de corante.

FIG. 7 - Provas microbiológicas realizadas no líquido sinovial em Santa
Catarina. *Sendo realizada através da coloração por Gram.

FIG. 8 - Provas imunológicas realizadas no líquido sinovial no estado de
Santa Catarina. *Waaler Rose juntamente com a prova do látex.
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(suspeita de artrite tuberculosa)3. A cultura correspon-
de a segunda fase da identificação da bactéria1. Os meios
utilizados para o cultivo são os mais variados, sendo
que um meio de enriquecimento deve ser utilizado
(como o ágar chocolate)11, além dos meios específicos
quando necessário1,8,10. Recentemente tem sido utiliza-
do como método de auxilio diagnóstico da artrite sépti-
ca com culturas negativas, cromatografia gás-líquida;
além de técnicas como inoculação em cobaias; testes
sorológicos e imunofluorescência1,3,10. Em pacientes com
antibioticoterápia anterior diminuem as chances de
identificação do agente causador através da cultura8.

Já nas provas imunológicas o que se observou foi: a
pesquisa do fator reumatóide é feita através da prova do
látex em 7,7% dos laboratórios; através da prova do látex
e Waaler-Rose associadamente em 61,5%dos laboratórios;
através de métodos turbidimétricos em 7,7%; através do
fator antinuclear (FAN) em 15,4% dos estabelecimen-
tos (Figura 8). O fator reumatóide é um anticorpo (IgM)
dirigido contra uma imunoglobulina G (IgG) humana nor-
mal13, sendo uma patologia auto-imune como é o lúpus
eritematoso11. Ele é encontrado no líquido sinovial em
grande parte dos pacientes com artrite reumatóide, em
valores iguais ou inferiores aos séricos3. Entretanto, a sua
presença é inespecífica, pois pode apresentar títulos de
até 1:320 em pessoas normais com mais de 70 anos de
idade13. É medido habitualmente por testes de aglutina-
ção com a prova do látex e Waaler-Rose13. O FAN é ob-
servado em pacientes com lúpus eritematoso sistêmico e
alguns casos de artrite reumatóide, mas possuem uma
especificidade pequena3.

São realizados também com testes complementa-
res nos laboratórios que responderam a pesquisa, en-
tre eles estão: a pesquisa de ragócitos em 7,7% dos
laboratórios. Ragócitos são neutrófilos presentes no lí-
quido sinovial que apresentam inclusões citoplasmá-
ticas, granulares em forma de “grão de uva”, próxi-
mas a membrana celular, dando aos neutrófilos um
aspecto particular1,10. Tais inclusões são decorrentes
de material fagocitado e digerido, que são complexos
imunes, fibrina e partículas de ADN1. Não é um acha-
do específico, sendo que se encontrado em taxas aci-
ma de 10% dos leucócitos pode ser considerado um
indicativo de líquido sinovial inflamatório, e acima de
15-20% constituem elemento sugestivo para o diag-
nóstico de artrite reumatóide10.

No entanto, observamos que as técnicas recomen-
dadas pela literatura estão tendo proporções variadas

na rotina de líquido sinovial nos laboratórios de Santa
Catarina. Sendo que a adaptação das mesmas não vem
trazer danos a emissão dos resultados.

Finalmente, podemos considerar que na rotina do
exame de líquido sinovial não há um protocolo unifor-
me na maior parte das análises, dentro dos laboratóri-
os pesquisados, isso se deve provavelmente a uma
adaptação da rotina de acordo com as condições de
serviço de cada laboratório, por ser esse um exame que
possuí normalmente uma pequena rotina. Com exce-
ção das analises microbiológicas, que são um consen-
so entre todos os estabelecimentos pesquisados, todas
as outras análises divergem de um laboratório para o
outro. Este padrão de adaptação das metodologias dis-
poníveis, foram observadas também nos exames de lí-
quor e espermograma, mostrando ser uma caracterís-
tica peculiar da análise dos fluidos2,12.
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RESUMO – O objetivo desse trabalho foi avaliar a resistência de pseudomonas isoladas no complexo hospitalar da
Universidade Federal do Ceará, no período de 1º de Janeiro a 30 de Junho de 2000. As amostras de P. aeruginosa
foram isoladas em placas de ágar sangue, ágar cled, ágar MacConkey, caldo BHI. Das 1084 cepas de bactérias
isoladas, 110 (10,15 %) eram de Pseudomonas sp e dentro desse gênero a espécie predominante foi a P. aeruginosa
com 89,09%. A urina e o sangue foram as amostras com maior freqüência de isolamentos, com 26,4% e 22,7%,
respectivamente. Dos antimicrobianos usados no teste de susceptibilidade, que se mostraram resistentes as Pseu-
domonas, o Imipenem teve a menor freqüência, com 26,4%, e a nitrofurantoína teve maior freqüência, com 91,7 %.
A clínica médica II-B (com pacientes da Nefrologia, Urologia e Hemodiálise), foi o setor com maior freqüência de
resistência, com 14,6%, seguido da Clínica Cirúrgica, com 11,8%.

PALAVRAS-CHAVE – Pseudomonas, antimicrobianos, resistência.

SUMMARY – The objective of this study was evaluate the resistence of pseudomonas isolated in University Federal of
Ceará Hospital Complex, in January, 01 at June, 30 of 2000. The samples of Pseudomonas aeruginosa were isolated
in Petri dish of blood agar, CLED agar, MacConkey agar and BHI broth. Of the 1084 strains of the bacteria isolated,
110 (10.15%) were Pseudomonas sp and of this genus the specie Pseudomonas aeruginosa was predominant with
89.09%. The urine and blood were the samples with the more frequency of isolated: 26.4% and 22.7%, respectively.
From the antimicrobials used in susceptibility test, the Imipenem shows low resistance, with 26.4% and the nitro-
furantoin, the most resistent, with 91.7%. The medical clinic II-B (with Nefrology, Urology and Hemodialisis pa-
tients), presented the higher frequency, with 14.6%, following by the cirurgic clinical, with 11.8%.

KEYWORDS – Pseudomonas, antimicrobials, resistance.

INTRODUÇÃO

O gênero pseudomonas possui bactérias que apre-
sentam baixa exigência nutricional e é encontra-

do em todos locais, inclusive no ambiente hospitalar,
promovendo infecções primariamente oportunistas e
clinicamente importante por causa de sua resistência
intrínseca a muitos agentes antimicrobianos, poden-
do provocar até morte (Masuda et al., 1995 e Nakae et
al., 1999). As pseudomonas podem colonizar equipa-
mentos de terapia respiratória, desinfetantes, pias,
água destilada, catéteres venosos centrais, catéter uri-
nário e mesmo pacientes com poucos dias de interna-
ção (Trabulsi et al., 1999).

A importância das infecções por pseudomonas re-
side no fato das altas taxas de mortalidade por pneu-
monias. A mortalidade por P. aeruginosa continua aci-
ma de 60%, não sendo menor do que há 25 anos, ape-

sar do fato de hoje haver um número maior de antibió-
ticos mais potentes (Beltrame et al., 2000).

O uso de antibióticos induz à uma pressão seletiva
sobre as cepas bacterianas, favorecendo a preserva-
ção das cepas que adquiriram a resistência em rela-
ção às cepas sensíveis. A disseminação destes agentes
ocorre, particularmente quando as medidas básicas no
controle das infecções hospitalares não são respeita-
das (Padoveze et al., 2000). Considerando a alta resis-
tência das pseudomonas no ambiente hospitalar re-
solveu-se fazer um estudo destas cepas no Complexo
Hospitalar da Universidade Federal do Ceará.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram realizados 1084 culturas no Complexo hos-
pitalar da Universidade Federal do Ceará, constituído
pelo Hospital Universitário Walter Cantídio e Mater-
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nidade Escola Assis Chateaubriand, no período de 1°
de Janeiro à 30 de Junho de 2000, realizados pelo Se-
tor de Microbiologia do Departamento de Patologia da
Universidade Federal do Ceará.

As amostras coletadas para a realização das cultu-
ras para o isolamento da pseudomonas foram: sangue,
urina, lesão cutânea, escarro, secreções (traqueal, ocu-
lar, ouvido, abdominal e bolha), bile, ferida cirúrgica,
fragmento ósseo, lavado brônquico e lesão perinasal.

As amostras de pseudomonas foram isoladas em
placas de ágar-sangue, ágar cled, caldo de BHI e ágar-
MacConkey. A identificação das pseudomonas foi fei-
ta através do esquema de King-Weaver, que consiste
em observar: crescimento em ágar MacConkey, pro-
dução da citocromo-oxidase, motilidade e oxidação-
fermentação da glicose (OF) (Koneman et al., 1997).

Para o antibiograma foi utilizado o método de difu-
são em ágar Kirby e Bauer, fazendo-se leitura em 24
horas. Os discos de antibióticos utilizados para o Teste
de Susceptibilidade para as pseudomonas foram pa-
dronizados pelo laboratório, e foram os seguintes: cef-
tazidima, cefoperazona, cefotaxima, ceftriaxona, cefe-
pima, gentamicina, amicacina, netilmicina, tobrami-
cina, imipenem, meropenem, aztreonam, sulbactam,
norfloxacina, cloranfenicol, tetraciclina, sulfametoxa-
zol + trimetoprim, sulfonamidas e nitrofurantoína.

RESULTADOS

No período analisado, foram isolados um total de
1084 cepas de bactérias, sendo que destes, 110 (10,15%)
foram de pseudomonas (Figura 1). Dentro desse gê-
nero, a espécie isolada predominante foi a P. aerugi-
nosa, com 98 cepas (89,09% das pseudomonas).

A urina foi a amostra que apresentou maior freqüên-
cia de isolamento de cepas de pseudomonas, com 29
amostras (26,4%), de acordo com a Figura 2. Em se-
guida vieram o sangue com 25 amostras (22,7%); le-
são cutânea com 17 amostras (15,5%); escarro com 13
amostras (11,8%); ponta de catéter com 5 amostras
(4,5%); secreção ocular, secreção de ouvido e secreção
traqueal com 4 amostras (3,6%); fragmento ósseo e bile
com 2 amostras (1,8%); secreção abdominal, ferida ci-
rúrgica, lesão perinasal, lavado brônquico e secreção
de bolha com uma amostra (0,9%).

As 110 cepas isoladas positivamente para pseudo-
monas foram testadas com 20 antimicrobianos diferen-
tes. A Tabela I representa a freqüência com que esses
antimicrobianos foram utilizados nos testes de sensi-
bilidade (TSA) para as pseudomonas isoladas, e a pro-
porção de cepas sensíveis e resistentes a esses antimi-
crobianos. Na Figura 3, foi feito uma comparação das
cepas resistentes de pseudomonas aos diferentes anti-
microbianos.

Quanto a procedência das amostras, houve 16 ce-
pas isoladas (14,6%), provenientes da Clínica Médica
II-B (pacientes da Nefrologia, Urologia e Hemodiáli-
se); 13 cepas (11,8%) provenientes da Clínica Cirúrgi-
ca; 12 cepas (10,9%) provenientes da Maternidade
Escola, da Pediatria e da Hematologia; 11 cepas
(10,0%) provenientes da Dermatologia; 10 cepas (9,1%)
provenientes da Clínica Médica II-A (Gastroenterolo-
gia, Neurologia, Cardiologia e Pneumologia); 9 cepas
(8,2%) provenientes do Transplante Renal; 8 cepas
(7,3%) provenientes da UTI; 1 cepa (0,9%) provenien-
te do ambulatório de Pronto Atendimento e 7 cepas
(6,4%) sem procedência (Figura 4).

DISCUSSÃO

A freqüência de cepas de pseudomonas isoladas no
complexo hospitalar da Universidade Federal do Cea-
rá foi de 10,15%, o que condiz com o fato de que a
pseudomonas, por ser um microrganismo nosocomial
e oportunista, é comumente encontrado em infecções
hospitalares (Koneman et al., 1997). Deste total de iso-
lados 89,09 % era P. aeruginosa

TABELA I
Freqüência com que os antimicrobianos foram

utilizados nos testes de sensibilidade para
Pseudomonas isoladas e a proporção de cepas sensíveis

e resistentes a esses antimicrobianos no Complexo
Hospitalar da Universidade Federal do Ceará

Total Cepas Cepas
Antibióticos de cepas sensíveis resistentes

isoladas Nº % Nº %
Amicacina 95 57 60,0 38 40,0
Netilmicina 56 35 62,5 21 37,5
Gentamicina 89 56 62,9 33 37,1
Tobramicina 96 56 58,3 40 41,7
Ceftazidima 108 73 67,6 35 32,4
Cefoperazona 98 62 63,3 36 36,7
Cefotaxima 86 26 30,2 60 69,8
Ceftriaxona 96 40 41,7 56 58,3
Cefepima 55 32 58,2 23 41,8
Aztreonam 102 56 54,9 46 45,1
Imipenem 72 53 73,6 19 26,4
Meropenem 50 33 66,0 17 34,0
Sulbactam 27 03 11,1 24 88,9
Norfloxacina 27 13 48,1 14 51,8
Sulfametoprim 75 09 12,00 66 88,0
Cloranfenicol 58 10 17,2 48 82,8
Sulfonamidas 25 11 44,0 14 56,0
Tetraciclina 17 03 17,6 14 82,3
Nitrofurantoína 12 01 8,3 11 91,7

FIG. 1 - Freqüência de pseudomonas no Complexo Hospitalar da
Universidade Federal do Ceará
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Diferente de outros hospitais, a urina foi a amostra
que apresentou maior freqüência de isolamento de
cepas de pseudomonas, com 26,4%. Em seguida apa-
rece o sangue com 22,7% das amostras. Depois apare-
cem, lesão cutânea com 15,5%, escarro com 11,8%,
ponta de cateter com 4,5%, secreção ocular, secreção
de ouvido, secreção traqueal com 3,6%, fragmento ós-
seo, bile com 1,8%, secreção abdominal, ferida cirúr-
gica, lesão perinasal, lavado brônquico e secreção de
bolha com 0,9%. O mais comum isolamento é em pon-
ta de cateter, lesão cutânea e secreções de uma ma-
neira em geral (Murray et al., 2000).

Quanto à procedência das amostras, observamos
que a Clínica Médica IIB (com pacientes da Nefrolo-
gia, Urologia e Hemodiálise), foi o setor onde houve
maior isolamento de cepas de pseudomonas, com
14,6%. Em seguida aparecem a Clínica Cirúrgica com
11,8%, a Maternidade Escola, Pediatria e Hematolo-
gia com 10,9%, Dermatologia com 10,0%, Clínica Mé-
dica II-A (Gastroenterologia, Neurologia, Cardiologia
e Pneumologia) com 9,1%, Transplante Renal com 8,2%,
UTI com 7,3%, e o Ambulatório de Pronto Atendimen-
to com 0,9%. Em 6,4% as amostras não tinham proce-
dência. Em relação aos antimicrobianos, observamos
uma alta freqüência de cepas resistentes aos diferen-
tes antibióticos utilizados no teste de susceptibilidade
para pseudomonas, isso por causa da sua capacidade
de criar diversos mecanismos de resistência aos anti-
bióticos (Barriere & Jacobs 1996).

Somente as cefalosporinas de 3ª e 4ª geração, têm
ação contra as pseudomonas, porém sua utilização é
sempre controlada, pois induzem resistências às ß-lac-
tamases muito rapidamente. A Cefotaxima foi utiliza-
da em 86 cepas, sendo que 60 delas (69,8%) se mostra-
ram resistentes. Sabe-se que a Cefotaxima possui pe-
quena ação contra as pseudomonas. A Cefoperazona
tem potente ação sobre as pseudomonas, porém é sen-
sível a ação das ß-lactamases, foi utilizado em 98 ce-
pas, das quais 36 (36,7%) se mostraram resistentes. Isto
é um fato preocupante, pois geralmente a maioria das
cepas de pseudomonas são susceptíveis (Gilbert et al.,
2000) . A Ceftazidima, a mais potente das cefalospori-
nas e a mais estável frente as ß-lactamases, foi utiliza-
da em 108 cepas, das quais 35 (32,4%) se mostraram
resistentes. A Cefepima é a única cefalosporina de 4ª
geração utilizada nesse teste de susceptibilidade e
embora seja tão potente quanto a Ceftazidima, ela so-
fre ação das ß-lactamases, o que explica a sua alta fre-
qüência em cepas resistentes. Das 55 cepas em que
foram utilizada a Cefepima, 23 (41,8%) apresentaram-
se resistentes.

O Aztreonam, que possui resistência excepcional
frente as ß-lactamases, apresentou alta freqüência de
cepas resistentes de pseudomonas. Das 102 cepas em
que foram utilizados, 46 (45,1%) foram resistentes. Isso
pode ser explicado pelo fato das pseudomonas cria-
rem outros mecanismos de resistência.

O Imipenem e o Meropenem também são ß-lacta-
mases resistentes e apresentam boa ação contra as
pseudomonas resistentes as cefalosporinas de 3ª ge-
ração (Troillet et al., 1997). Observamos no nosso tra-

FIG. 2 - Espécimen clínico onde foram isoladas pseudomonas no Complexo
Hospitalar da Universidade Federal do Ceará

FIG. 3 - Freqüência da resistência das pseudomonas isoladas no Complexo
Hospitalar da Universidade Federal do Ceará

Cl. Médica II-B: Pacientes da Nefrologia, Urologia e Hemodiálise

Cl. Médica II-A: Pacientes da Pneumologia, Cardiologia,
Gastroenterologia e Neurologia

MEAC: Maternidade Escola Assis Chateaubriand

FIG. 4 - Procedência das amostras onde foram isoladas as cepas de
pseudomonas no Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceará
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balho que esses antibióticos carbapenêmicos, apresen-
taram menor freqüência em cepas resistentes de pseu-
domonas. O Imipenem foi utilizado em 72 cepas, sen-
do que 19 (26,4%) apresentaram resistentes, enquan-
to que o Meropenem, foi utilizado em 50 cepas, apre-
sentando 17 (34,0%) resistentes.

Finalmente esperamos que com este trabalho con-
sigamos sensibilizar os profissionais de saúde ao uso
indevido e indiscriminado de antibióticos. Gostaría-
mos também de alertar a população de um maneira
geral, quanto ao uso de antibióticos sem a realização
de uma cultura.

CONCLUSÕES

1. De todas as culturas realizadas no complexo hos-
pitalar da Universidade Federal do Ceará, 10,15% fo-
ram de pseudomonas.

2. A P. aeruginosa foi a mais isolada dentro do gê-
nero com 89,09%.

3. Foram isolados cepas de pseudomonas princi-
palmente das amostras de urina e de sangue.

4. A Clínica II-B, com pacientes da Nefrologia, Uro-
logia e Hemodiálise, foi o setor de maior procedência
das amostras onde se isolaram as cepas de pseudomo-
nas, seguido da clínica cirúrgica.

5. Os antimicrobianos mais potentes observados,
foram o Imipenem, norfloxacina, Ceftazidima e o Me-
ropenem.

6. Os antimicrobianos menos potentes, foram a ni-
trofurantoína, Sulbactam, Sulfametoprim, cloranfeni-
col e tetraciclinas.
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RESUMO – Após o coito, os espermatozóides (EZ) têm de atravessar o muco cervical (MC), antes de atingir o sítio
da fertilização. Este evento é uma etapa importante do processo de reprodução humana, pois o MC é uma espécie
de “filtro” que seleciona os gametas mais viáveis para a fertilização. Distúrbios nesta interação EZ-MC reduzem as
chances de concepção e sua investigação faz parte da avaliação básica de infertilidade conjugal. O objetivo do
presente trabalho é revisar este tema. São abordados conhecimentos atuais sobre a micro-estrutura do MC (produ-
ção, composição química, propriedades reológicas e físicas), os mecanismos da interação EZ-MC e os testes labo-
ratoriais usados nesta avaliação, com ênfase ao teste pós-coito (TPC).

PALAVRAS-CHAVE – Sêmen, espermatozóide, muco cervical, interação espermatozóide-muco cervical, teste pós-coito.

SUMMARY – After the coitus, the spermatozoa (EZ) have to pass through the cervical mucus (MC) to reach the site of
fertilization. This event is an important step of the process of human reproduction, because MC is a type of “filter”
that selects the viable gamete for the fertilization. Disturbances in this interaction EZ-MC reduces the conception
chances and its investigation is part of the basic evaluation of married infertility. The objective of the present work is
to review this theme. It is approached current knowledge on the microstructure of MC (production, chemical compo-
sition, rheological and physical properties), the mechanisms of the interaction EZ-MC and the laboratorial tests used
in this evaluation, with emphasis to the postcoital test (TPC).

KEYWORDS – Semen, spermatozoa, cervical mucus, sperm-cervical mucus interaction, postcoital test.

INTRODUÇÃO

A dificuldade de concepção é um problema que leva
muitos casais a procurar o laboratório, encami-

nhado por um especialista, para exames específicos
de investigação da infertilidade.

No homem, um procedimento convencional é a rea-
lização de um espermograma, um exame que é útil
para detectar distúrbios em quase todos os órgãos ge-
nitais masculinos. Sobre este exame, o autor fez vá-
rias considerações a respeito, em publicações prévias
neste periódico científico1,2,3.

Na mulher o problema é mais complexo, pois en-
volve vários procedimentos de investigação, que, in-
dividualmente, não têm a mesma abrangência do es-
permograma. O especialista então usa estes recursos
na tentativa de diagnóstico, os quais incluem a reali-
zação de alguns exames laboratoriais, com ênfase para
a determinação de níveis hormonais (estrogênios, FSH,
LH, progesterona, etc.).

 Em alguns casos, a investigação clínica e labora-
torial do casal não esclarece a causa da infertilidade.
Nestes casos, o especialista ainda tem a opção de usar
outros recursos de diagnóstico, citando-se, entre eles,

a avaliação da interação espermatozóide (EZ) - muco
cervical (MC). Como o sêmen é um material estranho
ao organismo da mulher, reações hostis à sua presen-
ça na vagina e no cérvix podem ocorrer após o coito,
reduzindo as chances de concepção.

O objetivo do presente trabalho é abordar este tema.
O autor revisa aspectos estruturais do MC, os meca-
nismos da interação EZ-MC e os testes laboratoriais
utilizados nesta avaliação.

Considerações preliminares

Após os coito, os milhões de espermatozóides que
são depositados no fórnice posterior da vagina, rapi-
damente buscam a penetração no MC, para escapar
da acidez vaginal, que é nociva à sua sobrevivência.
Esta penetração inicia-se logo após a ejaculação,4 com-
pletando-se entre 30 e 240 minutos depois.5 Entretan-
to, ressalta-se que, somente atravessam o orifício ex-
terno do cérvix os EZ que apresentam motilidade e
morfologia normais. EZ anormais e os demais elemen-
tos celulares presentes no ejaculado permanecem na
vagina e são posteriormente fagocitados e destruídos.

Uma vez presente no MC, cujas condições somen-
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te são favoráveis no período ovulatório, os EZ migram
em direção às criptas cervicais, reservatórios naturais
do cérvix que estocam e controlam o acesso dos game-
tas às partes superiores do trato genital feminino. O
MC atua então como um “filtro”, que seleciona os ga-
metas mais viáveis para a fertilização.

Obviamente, quando há uma penetração espermá-
tica pobre, seja por deficiência dos gametas, ou no
MC, reduz-se as chances de concepção na mesma
proporção de sua intensidade. Em razão desta rela-
ção direta EZ-MC, o fator cervical, como é conheci-
da esta interação, não é um procedimento isolado de
investigação de infertilidade feminina, tendo, portan-
to, uma relação direta com o exame do sêmen. Dis-
túrbios no fator cervical são relevantes para a repro-
dução humana e é importante a participação do la-
boratório na sua investigação.

Aspectos estruturais do endocérvix

O endocérvix é a porção terminal do útero e liga a
vagina à cavidade uterina. Anatomicamente este ca-
nal é cilíndrico e fusiforme, com 2,5 a 3mm de compri-
mento e ±7mm na sua parte mais larga. Possui um
epitélio cilíndrico (colunar), que expande-se em várias
direções, às vezes formando fendas, dando a falsa im-
pressão de estrutura glandular, embora não exista qual-
quer glândula neste epitélio. Por apresentar estas ca-
racterísticas peculiares, o epitélio do endocérvix e suas
fendas ficaram conhecidos como criptas cervicais6, que
são de 4 tipos, G, L, S e P7, cada qual produzindo seu
próprio muco, também denominados G, L, S, P. Pes-
quisadores divergem sobre o número de criptas pre-
sentes no endocérvix, variando de 100 (número mais
aceito), como proposto por Odeblad8, a 28.000, segun-
do Inzler9.

A estrutura do endocérvix foi amplamente investi-
gada em estudos feitos, principalmente, nas décadas
de 60 e 7010,11,12,13,14,15. Sua membrana mucosa basica-
mente compõe-se de 3 tipos de células:

• Células secretoras
Situam-se próximas à membrana basal e sua prin-

cipal característica é a presença de numerosas vesícu-
las contendo muco. São as células predominantes neste
epitélio e secretam diferentes tipos de muco.

• Células ciliadas
Apresentam microvilos e cílios, que carreiam o

muco produzido pelas células secretoras, para o lú-
men cervical. Estas células possuem batimento sin-
cronizado que direciona o muco em direção à vagina.

• Células de reserva
São células que transformam-se em células secre-

toras quando necessário. Sua estrutura difere das cé-
lulas secretora e das células ciliadas. Possui poucas
fibras musculares lisas e grande quantidade de tecido
conjuntivo.

Ressalta-se que as células do epitélio cervical re-
generam-se continuamente através de divisões mitó-
ticas e podem, desta forma, apresentarem-se em dife-
rentes estágios de desenvolvimento.

Aspectos estruturais do muco cervical

O MC é uma secreção heterogênea produzida con-
tinuamente pelo endocérvix e constituída ainda por
pequenas frações do fluido endometrial, tubal e foli-
cular. Sua produção é mediada por um mecanismo
neuro-endócrino, que envolve a participação de estro-
gênios e progesterona7, de terminações nervosas, de
corpúsculos sensoriais presentes no epitélio cervical e
de contrações musculares da mucosa6. Mecanismos
moleculares também estão envolvidos neste proces-
so16. As células cervicais produzem de 20 a 60 miligra-
mas de muco por dia, em mulheres com idade repro-
dutiva, quantidade que aumenta consideravelmente
na ovulação, atingindo cerca de 700 mg/dia6.

Inúmeros pesquisadores estudaram a micro-es-
trutura do MC, mas os conhecimentos atuais sobre
este fluido biológico baseiam-se, principalmente, nos
estudos de Odeblad7,8. Segundo aquele autor, o MC
compõe-se de uma rede de micélios, cuja estrutura
varia com a fase do ciclo menstrual. No período pré-
ovulatório sua distribuição é irregular, com poucos
espaços entre os interstícios, o que dificulta a pene-
tração espermática (muco tipo G). Por outro lado, no
período ovulatório há um considerável aumento de
água no espaço interticial, distendendo os micélios,
que distribuem-se então em paralelo, facilitando a
penetração espermática (muco tipo E). Este tipo de
muco é hoje classificado como muco tipo S, que se-
leciona e transporta os melhores espermatozóides e
em muco tipo P, que tem a função de potencializar o
movimento espermático. Ainda formam a estrutura
do MC o muco L, que elimina os EZ defeituosos e o
muco F, que é produzido por células fetais remanes-
centes (células F), presentes na mucosa uterina (cé-
lulas de reserva)7.

Outras características do muco cervical

Além da distribuição miceliar, o MC ainda tem
duas outras características importantes, que são suas
propriedades bacteriostáticas e bactericidas. O MC
é estéril em algumas mulheres, mas, na maioria, de-
tecta-se uma flora bacteriana escassa, composta prin-
cipalmente por bactérias aeróbicas e anaeróbicas17,18,
com predomínio de estafilococos coagulase negati-
va e de lactobacilos. Micoplasmas também podem
ser detectados19. Em condições normais há uma re-
sistência do MC à colonização bacteriana, princi-
palmente na fase lútea, na gravidez e durante o uso
de anticoncepcionais6. Porém, com a penetração es-
permática durante o período ovulatório, diferentes
bactérias são carreadas para o cérvix. Desta forma
são freqüentes as cervicites causadas por bactérias
residentes e por aquelas transmitidas sexualmente,
as quais prejudicam a interação EZ-MC20, princi-
palmente, porque algumas bactérias possuem pro-
priedades espermicidas19. Para evitar esta ação bac-
teriana, o MC possui mecanismos de defesa, dos
quais participam leucócitos e várias substân-
cias6,21,22,23. Este mecanismos evitam a ação bacteria-
na e protegem os EZ, durante sua passagem pelo
endocérvix.
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Composição química do muco cervical

Quatro componentes básicos formam a estrutura do
MC24,25,26:

Substâncias de baixo peso molecular solúveis no
MC - Incluem eletrólitos (Na, Cl, Ca, Mg, Zn, Cu, Fe),
carbohidratos, aminoácidos e lipídios. O cloreto de só-
dio é o principal componente e sua concentração re-
gula diversas propriedades deste fluido biológico, tais
como o pH, osmolaridade, elasticidade, viscosidade e
a cristalização. O conteúdo destas substâncias varia
com o ciclo menstrual e suas ações biológicas são mais
evidentes na ovulação.

Macromoléculas solúveis no MC - São proteínas
séricas (pré-albumina, albumina, α-1-globulina, beta-
globulina, gamaglobulina, α-1-antitripsina e haptoglo-
bulina), proteínas próprias do MC, enzimas (lisozima,
proteinase, fosfatase alcalina e α-amilase), peptídios,
polissacarídios, ativadores, inibidores, aglutininas e
complemento. Estas substâncias também têm função
biológicas distintas, mas, coletivamente contribuem
para manter o equilíbrio biológico do MC. Imunoglo-
bulinas (IgG, IgA, IgM) também integram este grupo
de substâncias e atuam na defesa imunológica local,
principalmente, contra antígenos espermáticos e do
plasma seminal27 e contra agentes infecciosos28, bem
como a tripsina e a quimiotripsina, enzimas proteolíti-
cas que atuam na fração mucóide, reduzindo a visco-
sidade do MC na ovulação.

Macromoléculas não solúveis no MC - Corres-
ponde à fração mucóide, que é uma longa cadeia poli-
peptídica ramificada em várias partes, em cujas rami-
ficações fixam-se galactose e n-acetilaminoglicosami-
na e na sua porção distal, ácido siálico e fucose29. Esta
composição glicoprotéica dá ao MC a característica
de micélios em forma de rede. Segundo Moghissi30,
estas glicoproteínas contém de 70 a 80% de carbo-
hidratos e de 20 a 25% de aminoácidos.

Água - Seu conteúdo é elevado, atingindo a 98% na
ovulação e 90% nas outras fases do ciclo31. Esta distri-
buição aumenta ou diminui o espaço entre os micélios
facilitando ou dificultando a migração espermática. Res-
salta-se que a água é tão importante para a interação
EZ-MC, que uma simples redução de 2 a 3% no seu
conteúdo compromete consideravelmente a penetração
espermática, principalmente, na fase ovulatória.

Propriedades reológicas do muco cervical

Por conter água e glicoproteinas em sua estrutura,
o MC é um hidrogel e, como tal, apresenta caracterís-
ticas biofísicas próprias, que são classicamente deno-
minadas de propriedades reológicas. Estas proprieda-
des resultam da distribuição miceliar formada a partir
do entrelaçamento das frações protéicas das glicopro-
teinas, induzido pelas cadeias de oligossacarídios,
mediante a ação hormonal.

Inúmeros trabalhos na literatura reportaram várias
propriedades reológicas do MC15,32,33,34,35,36, as quais são
resumidas a seguir:

Fluxo-elasticidade - O fluxo varia com a fase do
ciclo sendo mais intenso na ovulação. A elasticidade é

a propriedade do MC voltar à as forma original, quando
submetido a algum tipo de pressão externa.

Viscosidade - No início do ciclo é maior, devido ao
menor conteúdo em água. Com a hidratação diminui
progressivamente até a ovulação, para depois aumen-
tar novamente até o fim do ciclo.

Plasticidade - É a capacidade do MC em deformar-
se continuamente sem romper-se. Esta propriedade é
melhor observada na gravidez.

Filância (Spinbarkeit) - É a capacidade do MC
esticar-se formando um filamento único, que pode ser
medido em centímetros. As ramificações das cadeias
moleculares e forças intermoleculares entre elas são
responsáveis por este fenômeno. Durante a ovulação,
a filância do MC pode alcançar até 15 centímetros.

Arborização ou cristalização (Ferning) - É um fe-
nômeno típico do MC. Quando espalhado em uma lâ-
mina e secado a quente, o MC cristaliza-se formando
ramificações em forma de árvore. Este fenômeno foi
observado, inicialmente, por Papanicolaou37 e, poste-
riormente, melhor estudado por Rydberg38 e pelo bra-
sileiro Campos da Paz, que desenvolveu um método
para sua avaliação39. Este fenômeno também é mais
evidente no período ovulatório e, supõe-se ser resul-
tante do acúmulo de cristais e de agregados policris-
talinos de sais duplos de sódio e potássio40. Sua avalia-
ção (fern test) foi mito usada em décadas passadas,
para determinar o período ideal para a inseminação
intra-uterina.

Tack - Refere-se ao fato do MC ser pegajoso. Qual-
quer amostra de MC apresenta “tack”, mas este fenô-
meno é mais evidente na gravidez.

Além de suas propriedades reológicas, o MC tam-
bém apresenta outras características físicas, que tam-
bém influem na penetração e na migração espermáti-
ca no endocérvix:

Transparência - O MC é transparente na ovulação
e opaco nas demais fases do ciclo.

Densidade específica - Supõe-se que seja seme-
lhante àquela de uma solução de salina a 0,8%10.

pH - Os valores reportados na literatura são confli-
tantes. Há relatos de pH> 9,041, >8,542, entre 7,0 e
7,543, e entre 6,5 e 7,544. Valores £6,0 e³8,5 são consi-
derados críticos, pois comprometem a sobrevivência
dos espermatozóides45. Por outro lado, em um estudo
mais recente, Eggert-Kruse et al.46 examinaram uma
longa série de pacientes e encontraram um pH médio
de 7,0, com valores oscilando entre 5,4 e 8,2, abran-
gendo MC normal e patológico. Aqueles autores en-
contraram valores mais baixos em MC sem penetra-
ção espermática, com penetração espermática defi-
ciente, ou com imobilização espermática, concluindo
que, quanto mais baixo o pH (maior a acidez do MC),
mais evidentes são os efeitos deletérios sobre os es-
permatozóides. Esta característica também foi obser-
vada em outros estudos44,47,48. Com base nestas obser-
vações, praticamente chega-se a uma conclusão que o
pH ideal do MC para a migração espermática varia
entre 7,0 e 8,5.



34 RBAC, vol. 34(1), 2002

Considerações gerais sobre a interação
espermatozóide-muco cervical

Três fatores são básicos para a interação EZ-MC6:
1) A capacidade de migração dos espermatozóides

usando suas próprias forças (motilidade esper-
mática);

2) A distribuição dos micélios em paralelo durante
a ovulação;

3) A configuração anatômica das criptas cervicais.

Esta interação praticamente inicia-se na vagina,
logo após a deposição do sêmen, o qual constitui-se
de 3 frações:

1) A fração fluida, que contém poucos espermato-
zóides, sendo composta predominantemente por
secreção prostática;

2) A fração mista, que contém cerca de 3/4 dos ga-
metas, sendo formada por secreções das vesícu-
las seminais e das ampolas;

3) A fração gelatinosa, constituída por secreções das
vesículas seminais, com poucos espermatozóides
ativos. Nesta fração, os gametas ficam aprisio-
nados nas malhas do coágulo seminal, mas sua
liberação é rápida, mediante a ação de enzimas
proteolíticas de origem prostática.

Antes do coito, o pH vaginal varia entre 4,0 e 4,5,
mas, com mistura do sêmen com a secreção vaginal,
há um aumento para ±6,149 amenizando a acidez, que,
entretanto, ainda é nociva para os EZ. Os gametas
então tentam sair rapidamente deste ambiente migran-
do em direção ao orifício externo do cérvix (os game-
tas são depositados próximos, no fórnice posterior da
vagina), ajudados por nutriente do plasma seminal, que
estimulam a motilidade espermática e por contrações
da vagina e do útero, decorrentes do coito, que tam-
bém potencializam o movimento espermático50. Uma
fração do MC que atravessa o orifício externo do cér-
vix e atinge a porção posterior da vagina, entrando em
contato com o lago seminal, também ajuda na migra-
ção espermática, pois atrai os gametas para o canal
cervical e impede seu retorno para a vagina6.

A penetração espermática no MC desenvolve-se a
partir do 9º dia do ciclo menstrual atingindo o máximo
na ovulação (±14º dia). Logo após, há uma reversão neste
processo, com redução drástica e progressiva do número
de gametas no endocérvix51. Resume-se então, que a pre-
sença de EZ no MC limita-se então a um breve período
de 6 a 7 dias, durante o período ovulatório.

Dois aspectos são relevantes na interação EZ-MC.
Primeiro, a cinética do processo, que envolve a penetra-
ção, distribuição e armazenamento dos gametas. Segun-
do, sua mecânica, ou seja, a geração de forças propulso-
ras que ajudam na migração espermática. Devido à he-
terogeneidade do MC, os EZ migram entre os interstí-
cios, muito perto de suas macromoléculas, o que provo-
ca uma interação física e hidrodinâmica entre ambos52.
Há uma repulsão eletrostática entre cargas negativas da
membrana espermática e das glicoproteínas do MC po-
tencializando a migração espermática53. Deformações na
micro-estrutura do MC (propriedades macro-reológicas)

oriundas de pressões externas (coito) também ajudam
neste processo (estímulo passivo), bem como a flexibili-
dade dos micélios (propriedades micro-reológicas). Há
oscilações em forma de ondas, que empurram os game-
tas, os quais movem-se ao acaso, livremente, mas seguin-
do a distribuição em paralelo dos micélios, ainda assisti-
dos por modulações das macromoléculas, cujos canais
de baixa viscosidade e repletos de água contraem-se rit-
micamente, controlando o movimento espermático.

Mecanismos bioquímicos também são importantes
neste processo. Os EZ possuem reservas de glicogê-
nio, que são usadas no seu metabolismo e motilidade.
Entretanto, estas reservas são insuficientes e os ga-
metas ainda usam carboidratos extra-celulares (glico-
se, frutose, manose) e glicogênio, presentes no MC6.

O espaço médio entre os micélios varia entre 0,5 e
2 micra até o 10º dia do ciclo. Progressivamente au-
menta, chegando a 10 micra no 14º dia. Depois, este
diâmetro reduz novamente, até chegar aos níveis do
período pré-ovulatório. Dentro deste espaço, EZ com
cabeça oval migram mais facilmente. O mesmo não
ocorre com os EZ morfologicamente anormais (o me-
nor batimento tridimensional do flagelo dificulta sua
progressão54). Por este motivo, o MC apresenta maior
percentagem de espermatozóides ovais do que aquela
do “pool” vaginal.

Há muitas evidências na literatura, que o endocér-
vix é um sítio de estocagem de EZ, devido à configu-
ração das criptas cervicais. Somente EZ com boa mo-
bilidade e morfologicamente normais penetram nesta
estrutura e sua concentração mantém-se constante por
±48 horas55. Este fenômeno enriquece a população
espermática, apesar da drástica redução do número
de gametas em relação ao ejaculado. Ao mesmo tem-
po os gametas são continuamente liberados para o úte-
ro, evitando, desta forma, a agregação espermática.
Por causa destes mecanismos, EZ móveis são encon-
trados no MC de 2 a 8 dias após o coito6.

O MC também protege os gametas após sua entra-
da nos interstícios miceliares. Além de direcioná-los para
as criptas evitando a ação de leucócitos presentes no
lúmen cervical após o coito, o MC ainda controla o de-
senvolvimento da capacitação espermática, de modo a
evitar a reação acrossômica precoce56. Ressalta-se que
a capacitação praticamente inicia-se durante a passa-
gem dos EZ pelo cérvix, com a exclusão lenta e gradual
das substâncias aderidas à membrana espermática, so-
bretudo, os fatores decapacitantes57, mas este evento
somente se completa quando os gametas alcançam o
sítio de fertilização58 (maiores detalhes a respeito po-
dem ser consultados em artigos publicados anteriormen-
te por este59 e por outros autores)60,61,62.

Quando os EZ penetram no MC há um aumento de
leucócitos no endocérvix63, que concentram-se princi-
palmente na massa central (lúmen). Este evento tem
uma função biológica bem definida, pois promove a
remoção e destruição dos EZ que não alcançam as crip-
tas cervicais, os quais são fagocitados e destruídos,
além das bactérias que penetram no endocérvix após
o coito. Não se trata, portanto, de uma resposta infla-
matória. Leucócitos também aumentam no cérvix após
a ovulação, mas, para impedir o acesso dos gametas
às partes superiores do trato genital feminino.
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Métodos laboratoriais para avaliar a
interação muco cervical-sêmen

• Teste de penetração espermática de Kremer64

Este teste usa um tubo capilar calibrado, que é pre-
enchido com MC colhido durante a ovulação. Monta-
se o tubo sobre uma escala graduada em centímetros
e coloca-se uma de suas extremidades em um tubo de
ensaio pequeno cortado, que serve de reservatório para
o sêmen. Após adição do líquido seminal mantém-se
este dispositivo na estufa a 37°C durante 5 minutos.
Em contato com o MC, os EZ migram mais ou menos
em linha reta, trajetória que é avaliada por observa-
ção microscópica. O teste avalia:

1) A distância percorrida pelos EZ;
2) A densidade espermática em vários pontos do

capilar;
3) A velocidade de progressão;
4) A viabilidade espermática.

O teste é simples, rápido, mas pouco usado de roti-
na, mesmo em laboratórios especializados.

• Teste de penetração espermática de Mills & Katz
(Flat Capillary Tube Test)65

Este teste usa um dispositivo similar ao anterior e
mede a velocidade de migração dos gametas. Pesqui-
sadores do mesmo grupo desenvolveram uma versão
computadorizada do teste, de melhor sensibilidade66.
Apesar da validade de ambos, praticamente não são
usados de rotina.

• Teste de contato espermatozóide-muco cervical67

Este teste baseia-se no contato direto entre o sê-
men e o MC, após uma seleção de EZ. Avalia-se então
a mobilidade espermática, verificando se há uma tro-
ca de padrão, de progressivo para móveis sem progres-
são (“shaking phenomen”). Quando positivo indica que
há auto (EZ) ou iso-imunidade (MC), configurando
uma infertilidade de origem imunológica. Geralmen-
te usa-se este método quando o teste pós-coito (TPC)
(veja adiante) é pobre ou negativo, ou quando há uma
elevada incidência de aglutinação espermática no eja-
culado.

• Teste para investigação de hostilidade cervical68

Em alguns pacientes com TPC pobre ou negativo
recomenda-se fazer um teste cruzado, para verificar
se a falha na penetração espermática resulta de hosti-
lidade cervical (uma resistência natural do MC à pe-
netração espermática, mesmo no período ovulatório).
O teste usa sêmen e MC de doadores e do casal sob
investigação de infertilidade fazendo uma reação cru-
zada entre o sêmen do marido x MC da doadora e sê-
men do doador x MC da esposa. Quando há hostilida-
de cervical diminui a penetração dos gametas do doa-
dor no MC da esposa.

• Teste de penetração espermática de Miller & Kuzrok41

Neste teste coloca-se uma gota de MC e uma gota
de sêmen em lâmina e cobre-se cada gota com uma
lamínula encostando uma na outra. As características
do contato das amostras na interface determina os re-
sultados do teste. Quando as condições do MC são fa-

voráveis, os EZ penetram com facilidade no MC, de-
vido as diferenças de viscosidade e de tensão superfi-
cial entre os 2 fluidos Caso contrário, a penetração
espermática é pobre ou nula. O teste também pode ser
efetuado de forma semi-quantitativa69 contando os es-
permatozóides em campos microscópicos seqüenciais,
em determinado período de tempo (entre 5 e 15 minu-
tos), a partir da junção dos 2 fluidos. Existe uma boa
correlação entre este teste e aqueles que usam tubo
capilar, bem como com o TPC e com a qualidade do
sêmen.

• Teste pós-coito (TPC)
Este teste foi desenvolvido por J. Marion Sims em

186870 a partir de suas avaliações clínicas em mulhe-
res com problemas de esterilidade. Sims observou que
os EZ são encontrados no MC logo após o coito e que
mantém-se vivos e móveis por um longo período de
tempo. Sims também observou que esta característica
variava de paciente para paciente dependendo da pe-
netração espermática e servia como referência para
avaliar as chances de concepção. Aquele autor fez vá-
rios estudos a respeito, mas suas publicações passa-
ram desapercebidas até 1913, quando Max Hühner71

divulgou e popularizou o TPC. Até hoje, este teste é o
principal recurso para avaliar a interação EZ-MC

Vários fatores são importantes para a realização do
TPC e para a interpretação dos resultados, os quais
são considerados a seguir:

Indicação clínica - O TPC avalia a interação EZ-MC
em casais inférteis, para detectar distúrbios no endo-
cérvix (hostilidade, cervicites, etc) e alterações semi-
nais (oligo, terato, astenozoospermias), que reduzem
as chances de concepção6.

Período para a realização do teste - Efetua-se o
teste no período ovulatório entre o 13º e 14º dia do
ciclo menstrual normal. Em ciclos irregulares este pe-
ríodo deve ser previamente determinado usando tes-
tes específicos, tais como a curva de temperatura ba-
sal (“basal body temperature” ou “BBT”), ultrassono-
grafia, mudanças nas características do MC e a citolo-
gia vaginal72. Estes testes geralmente são efetuados
pelo especialista que encaminha a paciente ao labora-
tório.

Abstinência sexual - Não há um período bem defi-
nido, mas recomenda-se um intervalo de 2 a 4 dias.

Tempo entre o coito e a colheita de MC - Este é
um dos motivos de discussão do TPC. Como foi dito
anteriormente, EZ penetram no endocérvix um minu-
to após o coito e permanecem no MC por um período
de até 8 dias. Com base nestas características, alguns
especialistas recomendam um período de 6 a 12 horas
após o coito para a realização do teste.

Horário do coito - O coito pode ser efetuado pela
manhã, ou de véspera, à noite, dentro da rotina do ca-
sal. Ressalta-se que a relação programada deve ser
evitada para não inibir os cônjuges, o que prejudica o
exame.

Parâmetros avaliados no exame - A motilidade es-
permática é o principal parâmetro avaliado no exame.
Recomenda-se ainda a determinação da percentagem
de EZ ovais (morfologia), o exame físico (volume, fi-
lância, pH, consistência) e da celularidade do MC,
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principalmente a incidência de leucócitos, além da flo-
ra bacteriana presente.

Interpretação do exame - A presença de 10 ou mais
EZ móveis com progressão rápida, por campo micros-
cópico de grande aumento (x400) é considerada nor-
mal e exclui o fator cervical como causa de infertilida-
de. Quando o TPC é pobre (<10 EZ móveis), recomen-
da-se novo exame no ciclo seguinte, inclusive, com ava-
liação do pool vaginal (a amostra deve ser colhida logo
após o coito), para verificar se os espermatozóides es-
tão presentes no lago seminal.

Principais causas de TPC anormal6 - As causas
mais comuns são a hostilidade cervical (aumento de
viscosidade, da acidez, a presença de infecções e de
iso-anticorpos antiespermatozóides), anovulação, dis-
paurenia, anomalias anatômicas uterinas, tumores (pó-
lipo, leiomioma) e alterações seminais (oligo, terato e/
ou astenozoospermias).

Principais conflitos na interpretação dos resulta-
dos - Alguns estudos mostraram que o TPC apresenta
pobre reprodutibilidade73,74,75, a metodologia não é pa-
dronizada76, apesar das recomendações da OMS69, a
gravidez pode não ocorrer em pacientes com TPC nor-
mal77 e, em alguns casos, EZ são recuperados na cavi-
dade peritonial de pacientes com TPC pobre78. Recen-
tes evidências também indicam que a inseminação
intrauterina (uma das opções de tratamento para pa-
cientes com infertilidade no fator cervical) combinada
com o uso de gonadotrofinas (terapia usada a partir
dos anos 90) independe do TPC, quanto aos resulta-
dos obtidos79.

Outros testes

• Teste com muco cervical bovino
O MC bovino tem características bioquímicas, pro-

priedades reológicas e aspectos funcionais similares
ao MC humano. Por este motivo tem sido proposta a
sua utilização para pesquisar infertilidade no fator
cervical80, pois é possível obter uma grande quantida-
de de amostra para os testes. Os resultados encontra-
dos também são similares àqueles obtidos com o MC
humano.

• Teste com gel de acrilamida
Este material sintético também pode ser usado em

substituição ao MC humano, pois os resultados en-
contrados também são satisfatórios81. A grande vanta-
gem deste material é a sua fácil estocagem.

• Teste misto
Este teste usa simultaneamente o MC bovino e hu-

mano e também dá bons resultados73.
Outros testes também foram relatados na literatu-

ra, com resultados também considerados satisfatórios
para investigar a interação EZ-MC82,83,84,85, mas, prati-
camente não são usados de rotina, mesmo em labora-
tórios especializados.

CONCLUSÃO

A avaliação da interação EZ-MC é um procedimen-
to pouco usado na investigação básica de infertilidade
conjugal. Entretanto, dados da literatura mostram a

alta incidência de infertilidade no fator cervical. Pelo
fato do MC desempenhar diversas funções biológicas
importantes, a avaliação de suas características durante
o período ovulatório e de sua interação com os EZ po-
dem ajudar no diagnóstico etiológico de muitos casos
de infertilidade. O laboratório exerce um importante
papel nesta avaliação, pois há muitos testes disponí-
veis, como aqueles citados aqui, com especial referên-
cia para o TPC, um exame que pode ser efetuado na
rotina de qualquer laboratório. Informações sobre as
propriedades reológicas e a presença de cervicites,
detectadas durante a realização da maioria dos testes
também podem contribuir significativamente nesta
avaliação e ajudar a muitos casais a realizar seu dese-
jo de concepção.
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RESUMO – A Doença Celíaca (DC) consiste em uma enteropatia por sensibilidade ao glúten, resultante de uma
complexa interação entre fatores genéticos, imunológicos e ambientais, que conferem um amplo espectro de alte-
rações clínicas, histológicas e sorológicas nos pacientes. Os anticorpos anti-endomísio (EmA-IgA) representam
marcadores sensíveis e específicos para a DC, tendo-se identificado, recentemente, a transglutaminase tecidual
(tTG) como o principal auto-antígeno endomisial. O presente estudo teve por objetivo realizar uma correlação
sorológica entre o método de pesquisa dos anticorpos EmA-IgA (Imunofluorescência Indireta) e anti-tTG-IgA
(ELISA) em 148 amostras de soros, constituídas por 55 pacientes celíacos (10 em dieta isenta de glúten) e 93
controles (53 sadios, 18 com doença de Crohn e 22 com retocolite ulcerativa). Os resultados evidenciaram que
18,2% das amostras de pacientes celíacos (n=10) foram negativas pelos 2 métodos, caracterizando 100% de con-
cordância entre os mesmos. Nas demais amostras de pacientes celíacos, em uso de glúten (n=45), a concordância
nos resultados foi de 84,4%. Enquanto todas as amostras (n=45) apresentaram o EmA positivo, com títulos entre
1:2,5 a 1:80, os anticorpos anti-tTG mostraram positividade em 38 amostras (84,4%), com resultados entre 20 e 640
unidades. As 7 amostras discordantes (falso negativas para o anti-tTG) apresentavam EmA com títulos 1:2,5 (n=5)
e 1:5 (n=2). As amostras com títulos iguais ou superiores a 1:10 para o EmA também foram positivas para os
anticorpos anti-tTG. A sensibilidade e especificidade para o EmA foi de 100%, enquanto para o anti-tTG foi de
84,4% e 96,7%, respectivamente. O coeficiente de relação entre os 2 métodos sorológicos foi de r=0,8107 (correla-
ção de Pearson). Tais resultados mostraram uma significativa correlação entre os dois métodos, principalmente nos
casos em que se verificam altos níveis de anticorpos. Nas situações passíveis de baixos níveis de anticorpos, como
em crianças menores de 2 anos de idade, triagem de familiares ou populações e/ou monitoramento da dieta isenta
de glúten, a pesquisa sorológica exclusiva de anticorpos anti-transglutaminase pode incorrer em resultados errô-
neos, levando a uma conduta clínica inadequada.

PALAVRAS-CHAVE – Doença celíaca, anticorpos anti-endomísio, anticorpos antitransglutaminase.

SUMMARY – Celiac Disease (CD) is a gluten-sensitive enteropathy, that results from a complex interplay of genetic,
immunologic and environmental factors, which explains the wide spectrum of clinical, histological and serological
alterations in the patients. The anti-endomysial antibodies (IgA EmA) are sensitive and specific markers for CD, and
tissue transglutaminase (tTG) has been recently identified as the endomysial autoantigen. The aim of this study was
to correlate the assays used to evaluate IgA EmA (Indirect immunofluorescence) and IgA tTG serum antibodies
(ELISA) in 148 samples from 55 celiac patients (10 on gluten-free diet) and 93 controls (53 healthy individuals, 18
with Crohn’s disease, and 22 ulcerative colitis patients). Ten (18.2%) CD patients were negative to both assays,
showing 100% of agreement. In untreated CD patients (n=45), 84.4% agreement was found. All these samples (n=45)
were positive to IgA EmA, with titers from 1:2.5 to 1:80, and 38 (84.4%) were positive to IgA tTG antibody, from 20 to
640 units. The seven false-negative anti-tTG samples had IgA EmA titers of 1:2.5 (n=5) or 1:5 (n=2). All samples
with IgA EmA titers higher than 1:10 were also positive to IgA tTG. The sensitivity and specificity of the IgA tTG
assay were 84.4% and 96.7%, respectively, in contrast to 100% found when IgA EmA was tested. The correlation
found for both determination was highly significant (r=0.8107), particularly in high titers samples. On the other
hand, our results have shown that in patients presenting low antibody titers, such as children aged up to two years
old , patients’ first-degree relatives, population screenings or even during free-diet monitoring, care should be taken
when determining only IgA tTG antibody, as it may give false results, that could lead to an inadequate clinical
management.

KEYWORDS – Celiac disease, anti-endomysial antibodies, antitransglutaminase antibodies.

INTRODUÇÃO

A Doença Celíaca (DC) consiste em uma doença
gastrointestinal caracterizada por reação infla-

matória decorrente de uma intolerância permanente
ao glúten contido no trigo, centeio, cevada e aveia.

Atualmente, esta é considerada como produto de uma
complexa interação entre fatores genéticos, imunoló-
gicos e ambientais, que explicam a heterogeneidade
de manifestações clínicas presentes nos pacientes, va-
riando desde formas assintomáticas até quadros de má
absorção intestinal severa, caracterizada por diarréia
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crônica e deficiência do crescimento, principalmente
na infância (Houlston, 1996; Schuppan, 1998; Schu-
ppan, 2000).

A DC ocorre predominantemente em indivíduos
brancos e raramente afeta nativos africanos, japone-
ses ou chineses. A prevalência estimada na Europa
varia de 1:300 no oeste da Irlanda a 1:1000 e 1:2000
em outras regiões (Houston, 1996).

Crianças menores de dois anos de idade, com doen-
ça celíaca, apresentam também anorexia, vômito, dis-
tensão abdominal, perda muscular, hipotonia e irrita-
bilidade recorrentes. Em crianças mais velhas e ado-
lescentes os sintomas gastrointestinais podem ser me-
nos freqüentes, porém apresentam falhas no cresci-
mento, anemia por deficiência de ferro e puberdade
tardia, além de apresentarem, ocasionalmente, Diabe-
tes mellitus, artrite e úlceras aftosas (Ferguson, 1996;
Ferguson,1998). A mucosa intestinal em pacientes ce-
líacos não tratados apresenta alterações funcionais e
morfológicas, com cortes histológicos evidenciando
mucosa lisa, sem vilosidades, com alongamento e hi-
perplasia de criptas [Arato, 1992; Marsh, 1992; Kotze,
2001(a)].

O tratamento sob dieta livre de glúten resulta em
recuperação clínica e de mucosa, verificando-se reci-
diva das manifestações com o retorno do glúten na ali-
mentação [Ferguson, 1998; Kotze, 2001(a)].

O glúten consiste em uma fração protéica presente
em cereais como trigo, centeio, cevada e aveia, que
pode ser fracionado em prolaminas (solúveis em eta-
nol) e gluteninas (insolúveis em etanol). A porção tó-
xica para os pacientes celíacos é predominantemente
a de prolaminas, também denominadas de gliadina
(trigo), hordeína (cevada), secalina (centeio) e aveni-
na (aveia). O alto conteúdo em glutamina (>30%) e
prolina (15%) nestes cereais confere-lhes uma toxici-
dade que não se observa com as prolaminas do arroz e
milho, nas quais predominam os amino ácidos alani-
na e leucina (Schuppan, 2000).

Estudos com familiares de primeiro grau de pacien-
tes celíacos evidenciam a importante predisposição
familiar e genética de susceptibilidade à doença. A
prevalência de DC nestes familiares varia de 8 à 18%,
atingindo até 70% de concordância entre gêmeos mo-
nozigóticos (Schuppan,2000). Tal predisposição envol-
ve tanto gens HLA como não-HLA. A associação HLA-
primária é com a molécula HLA-DQ2 (alelos
DQA1*0501 e DQB1*0201), presente em 95% dos pa-
cientes, e com a molécula HLA-DQ8 (alelos
DQA1*0301 e DQB*0302), frequente na maioria dos
pacientes restantes (Houlston,1996; Molberg,2000).

Até a década de 80, o diagnóstico da DC baseava-
se apenas em critérios clínicos e histológicos, depen-
dendo, com freqüência, da realização de múltiplas
biópsias da mucosa do intestino delgado: uma antes
do tratamento, uma na fase da dieta isenta de glúten e
outra após o teste com reintrodução do glúten (Meu-
wisse, 1970). Estas dificuldades estimularam as inves-
tigações com o objetivo de estabelecer métodos soro-
lógicos que substituíssem tais biópsias ou pelo menos
reduzissem seu número.

Desta forma, embora as biópsias intestinais ainda
representem o “gold standard” para o diagnóstico de
DC, os rígidos critérios de diagnóstico mudaram
(Walker-Smith, 1990). Pacientes com sintomas leves
ou atípicos, bem como os familiares de primeiro grau
de pacientes celíacos, indivíduos com deficiência se-
letiva de IgA, pacientes com diabetes mellitus insuli-
no dependente, crianças com deficiência pondero-es-
tatural e os casos de DC latente ou silenciosa, atual-
mente contam com testes sorológicos de triagem bem
menos invasivos do que as biópsias intestinais (Vas-
quez, 1995; Challacombe, 1995; Troncone, 1996).

Os principais marcadores sorológicos descritos são
os anticorpos anti-gliadina (AGA), anti-reticulina
(ARA) e anti-endomísio (EmA). Os anticorpos anti-glia-
dina (AGA- IgA e AGA-IgG) são investigados usual-
mente pelo método imuno enzimático (ELISA). Os
anticorpos anti-reticulina (ARA-IgA) são detectados
através da reação de Imunofluorescência Indireta (IFI),
utilizando como substrato estômago, fígado e rim de
rato (Seah, 1973). Os anticorpos anti-endomísio
(EmA-IgA), caracterizados por Imunofluorescência
Indireta, têm como antígeno alvo a substância inter-
miofibrilar da musculatura lisa do esôfago de macaco,
sendo que este substrato foi substituído por cordão
umbilical humano, conforme descrito por Volta et al.,
1995. Os EmA têm mostrado alto grau de especificida-
de e sensibilidade nas várias fases da DC sendo consi-
derado, atualmente, um dos melhores testes de tria-
gem.

Recentemente foram descritos os anticorpos contra
transglutaminase tecidual (tTG-IgA), detectados pelo
método de ELISA, com sensibilidade e especificidade
superponíveis às do EmA-IgA (Dieterich, 1997). De
acordo com diferentes autores a transglutaminase pode
ser o principal, se não o único autoantígeno endomi-
sial alvo envolvido na fisiopatologia da DC, reconhe-
cendo as gliadinas ricas em glutamina como um de
seus poucos substratos (Schuppan, 1998; Dieterich,
1998; Miller, 1999; Schuppan, 2000; Molberg, 2000).

A tTG é uma enzima intracelular, localizada no ci-
tosol de diferentes tipos de células como fibroblastos,
leucócitos (Koop, 2000), células endoteliais de vasos
sanguíneos, células de músculo liso e de mucosas
(Molberg, 2000), que catalisa a formação de pontes
isopeptídicas entre resíduos de glutamina e lisina. É
liberada das células durante “stress” mecânico ou in-
júria e promove a ligação cruzada de certas proteínas
da matriz extracelular, estabilizando assim o tecido
conjuntivo.

A transglutaminase tem sido associada a várias
doenças, incluindo distúrbios neuronais, câncer, infec-
ção por HIV, doenças inflamatórias intestinais, diabe-
tes mellitus, cirrose hepática, catarata e várias doen-
ças autoimunes (Molberg, 2000).

Enzimas do lúmen intestinal digerem o glúten em
peptídeos que são expostos à transglutaminase da
mucosa. Esta modifica especificamente os peptídeos
do glúten através da desaminação de certos resíduos
de glutamina. O primeiro passo da reação é a ligação
de um resíduo específico de glutamina na porção ami-
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no-terminal do substrato ao sítio catalítico da tTG, o
qual é seguido por liberação de NH3 e formação de
um intermediário enzima-substrato. O segundo passo
é a reação entre o substrato (contendo resíduos de lisi-
na) e uma amina disponível (Molberg, 2000). A expo-
sição do peptídeo gliadina 134-153 à tTG promove a
formação de um peptídeo desaminado bem como de
um complexo do peptídeo ligado cruzadamente à tTG
(Schuppan, 2000). A tTG também pode cruzar resíduos
de glutamina a resíduos de lisina de outras proteínas,
incluindo ela própria, podendo resultar na formação
de complexos glúten-tTG.

Os peptídeos modificados ligam-se eficientemente
à molécula HLA-DQ2 expressas na membrana de cé-
lulas apresentadoras de antígenos intestinais. Os pep-
tídeos derivados da gliadina, de variantes da gliadina
desaminados pela tTG ou de complexos gliadina-tTG,
são então exibidos por células apresentadoras de antí-
genos (HLA-DQ2) para induzir a síntese de anticor-
pos IgA anti tTG. A mucosa intestinal de pacientes com
DC apresenta uma população de células T CD4+ que
reconhecem complexos de peptídeos de glúten desa-
minados e HLA-DQ2, para tornarem-se ativadas. As
células T CD4+ que reconhecem estes peptídeos atra-
vés de seus receptores de célula T complementar (TCR)
emitem resposta do tipo Th1 e/ou do tipo Th2 com se-
creção de citocinas. As citocinas da resposta Th1 (pri-
mariamente TNFa) induzem os fibroblastos intestinais
à liberação das metaloproteinases MMP-1 e MMP-3
que degradam o colágeno fibrilar (MMP-1), glicopro-
teínas da matriz extracelular e proteoglicanos
(MMP-3). Em adição, a MMP-3 pode superativar a
MMP-1. A resposta do tipo Th2 promove maturação e
expansão de plasmócitos que produzem anticorpos da
classe IgA contra gliadina, transglutaminase tecidual
e complexos gliadina-tTG, diretamente envolvidos na
patogênese da atrofia das vilosidades e hiperplasia das
criptas intestinais (Schuppan, 1998).

A transglutaminase tecidual é considerada, atual-
mente, o principal autoantígeno na DC, sendo os anti-
corpos anti-transglutaminase-IgA, quando em altos
títulos, intimamente associados ao diagnóstico da
mesma, embora baixos títulos não possam ser consi-
derados doença específicos [Lock, 1999(b)].

De acordo com Dieterich et al. (1998), a pesquisa
dos anti-tTG-IgA, por ELISA, tende a ser um impor-
tante recurso para “screening” populacional, por re-
presentar um ensaio quantitativo, independente da
variação inter observador, além de ser de fácil execu-
ção.

Nos últimos anos inúmeros estudos têm sido rea-
lizados comparando a pesquisa dos anticorpos anti-
endomísio (EmA-IgA), por Imunofluorescência Indi-
reta, com os anticorpos anti-transglutaminase (anti-
tTG-IgA), por ELISA [Lock, 1999(b); Sardy, 2000; Le-
vine, 2000]. Tais estudos têm evidenciado uma exce-
lente correlação entre os EmA-IgA e os anti-tTG-IgA
nos aspectos de sensibilidade, com melhores resulta-
dos para os EmA-IgA em termos de especificidade, se-
gundo relatos de diferentes autores (Miller, 1999; Koop,
2000; Reeves, 2000; Levine, 2000; Chan, 2001).

Considerando os aspectos acima expostos, aliados
à experiência do nosso grupo nos últimos anos com a
pesquisa do EmA-IgA [Utiyama, 1998; Kotze, 1999;
Kotze, 2001(b)], o presente estudo teve por objetivo
verificar, sorologicamente, a correlação entre os anti-
corpos anti-endomísio e anti-transglutaminase tecidual
em pacientes celíacos, buscando um maior entendi-
mento em termos de interpretação dos títulos do EmA-
IgA e das unidades dos anticorpos anti-tTG frente a
estes casos, assim como analisar a sensibilidade e es-
pecificidade dos dois métodos para as nossas condi-
ções laboratoriais.

MATERIAIS E MÉTODOS

Amostras
Foram analisadas amostras de soro de 148 indiví-

duos (71,2% do sexo feminino e 28,8% do sexo mascu-
lino, média de idade de 32,6 anos), constituída por 55
pacientes celíacos, (10 em dieta isenta de glúten) e 93
amostras controle, incluindo 53 indivíduos sadios, 18
com doença de Crohn e 22 com retocolite ulcerativa.
Foram coletados 10 ml de sangue de cada indivíduo e
após separação por centrifugação, as alíquotas de soro
foram preservadas em freezer -80ºC até o momento de
uso nas reações sorológicas.

METODOLOGIA

Pesquisa dos anticorpos anti-endomísio
por Imunofluorescência Indireta

Os anticorpos anti-endomísio foram investigados
por técnica de Imunofluorescência Indireta, utilizan-
do como substrato cortes criostáticos de cordão umbi-
lical humano, previamente fixados em acetona resfria-
da e clorofórmio, conforme descrito por Ladinser et al.
(1994). As amostras foram submetidas a diluições ini-
ciais de triagem em tampão fosfato salina (PBS) pH
7,2 e após a interação com o substrato, em lâminas,
foram lavadas e incubadas com conjugado fluorescen-
te anti-IgA humano F(ab´)2 (Kallestad-França) pre-
viamente titulado. As leituras foram realizadas em
microscópio de fluorescência Carl Zeiss, sendo consi-
deradas positivas as amostras que caracterizaram fluo-
rescência no tecido de endomísio (substância intermio-
fibrilar) que contorna as fibras de músculo liso nas
paredes dos vasos e artérias do cordão umbilical. Con-
troles positivos e negativos foram incluídos em cada
bateria dos testes.

Preparo do substrato para pesquisa
dos anticorpos anti-endomísio

O cordão umbilical humano para pesquisa dos an-
ticorpos anti-endomísio foi obtido no Centro Obstétri-
co do HC-UFPR, a partir de gestantes sadias e no
momento do parto. Após a excisão do cordão, um pe-
queno fragmento deste foi mergulhado em soro fisio-
lógico e transportado ao Laboratório de Imunopatolo-
gia, onde foi cortado transversalmente em pequenos
blocos. Estes foram mergulhados em OCT-Tissue Tek
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(Miles) e rapidamente congelados em nitrogênio lí-
quido. Os blocos com o cordão foram mantidos em free-
zer à temperatura de –80ºC. Foram, então, realizados
cortes de 3 µm de espessura em criostato, colocados
sob lâminas de vidro e mantidos em freezer à tempe-
ratura de –20°C até o momento de uso nas reações de
Imunofluorescência Indireta.

Pesquisa do anticorpos antitransglutaminase
tecidual (anti-tTG)

Foi realizada por método de ELISA, conforme des-
crito por Dieterich et al. (1997), utilizando Kit comer-
cial (Inova, CA). A reação ocorre basicamente com o
antígeno purificado de transglutaminase tecidual, ex-
traído de fígado de cobaia e fixado às escavações em
placa de poliestireno. Os soros controles (positivos e
negativos) e os soros diluídos dos pacientes foram adi-
cionados a cada escavação da placa, que após incuba-
ção (30 minutos à temperatura ambiente) possibilita
que os anticorpos anti-transglutaminase tecidual pre-
sentes liguem-se ao antígeno imobilizado. Após a la-
vagem da placa e subsequente descarte do material
não ligado, incubou-se as amostras em presença do
conjugado de anticorpo anti-IgA ligado à peroxidase.
As placas foram lavadas novamente e a atividade da
enzima remanescente foi medida pela adição de um
substrato cromogênico, que leva ao desenvolvimento
de cor com intensidade diretamente proporcional à
concentração de anticorpos anti-tTG presente nas
amostras em análise. A leitura da densidade ótica (DO)
foi realizada à 450 nm. O cálculo da concentração foi
realizado conforme orientação do fornecedor. As amos-
tras com resultados inferiores a 20 unidades foram
consideradas negativas, conforme critérios do Kit uti-
lizado.

Análise estatística

A correlação entre os títulos de EmA-IgA e as uni-
dades de anti-tTG-IgA foi realizada utilizando o mé-
todo de Pearson, do Programa “Statistica”. Os cálcu-
los de sensibilidade, especificidade e valores prediti-
vos positivo e negativo foram realizados de acordo com
as fórmulas convencionais.

RESULTADOS

Os resultados obtidos nas determinações dos anti-
corpos EmA-IgA e anti-tTG-IgA podem ser observa-
dos na Tabela I. Esta evidencia a faixa de variação dos
anticorpos anti-tTG-IgA, bem como a média destes,
para cada título obtido para o anticorpo EmA-IgA. Ve-
rifica-se que 18,2% das amostras de pacientes celíacos
(n=10) foram negativas para os dois métodos, carac-
terizando 100% de concordância entre os mesmos. Tais
amostras compreendiam pacientes em dieta isenta de
glúten.

Nas outras 45 amostras de soro de pacientes com
DC, em uso de glúten, a concordância nos resultados
foi em 84,4% das amostras (n=38, Tabela II). Enquan-

TABELA I
Resultados da Imunofluorescência Indireta

para os anticorpos anti-antiendomísio (EmA-IgA)
e do ELISA para os anticorpos

anti-transglutaminase tecidual (anti-tTG-IgA)

EmA-IgA Nº amostras anti-tTG-IgA**
(títulos)* (%) Média (variação)

Pacientes Celíacos (n=55)
Negativo 10 (18,2%) 6,87 (2-15)

1:2,5 8 (14,5%)  15,5 (8-31)
1:5 5 (9,1%)  56,6 (6-117)
1:10 6 (11%)  145,3 (36-390)
1:20 8 (14,5%)  397 (106-640)
1:40 9 (16,3%)  281,44 (74-640)
1:80 9 (16,3%)  452,44 (102-640)

Grupos controles (n=93)
Negativo 93 (100%) 6,5 (4-42)

* Foram consideradas positivas as amostras com títulos iguais ou superiores a
1:2,5.

** Foram consideradas positivas as amostras com resultados iguais ou
superiores a 20 unidades.

TABELA II
Porcentagem de concordância na pesquisa

dos anticorpos EmA-IgA e anti-tTG-IgA

Amostras (n=148)
% Positividade

% Concordância
EmA-IgA tTG-IgA

Celíacos (n=45) 45 (100%) 38 (84,4%) 84,4%com glúten

Celíacos (n=10) 0 (0%) 0 (0%) 100%sem glúten

Controles (n=53) 0 (0%) 3 (5,6%) 94,3%sadios

Controles
com doenças (n=40) 0 (0%) 0 (0%) 100%
gastrointestinais

to todas as amostras apresentaram o EmA-IgA positi-
vo (n=45), com títulos variando entre 1:2,5 a 1:80 (Ta-
bela I), os anticorpos anti-tTG-IgA foram positivos em
apenas 38 amostras (84,4%). Entre 15,6% (7/45) das
amostras de pacientes com resultados discordantes, 5
daquelas com anticorpo anti-tTG-IgA negativo, apre-
sentaram o anticorpo EmA-IgA com títulos 1:2,5 e 2
apresentaram o anticorpo EmA-IgA com título 1:5. To-
das as amostras que apresentaram títulos iguais ou su-
periores a 1:10 para os anticorpos EmA-IgA também
foram positivas para os anticorpos anti-tTG-IgA.

Nos soros do grupo controle sadio (n=53), três
amostras foram positivas para o anti-tTG-IgA e todas
foram negativas para o EmA-IgA, conferindo 94,3% de
concordância entre os dois métodos, enquanto nos con-
troles com doenças gastroenterológicas a concordân-
cia foi de 100%, com todas as amostras negativas pe-
los dois métodos.

Tais resultados conferiram sensibilidade e especifi-
cidade de 100% para o EmA-IgA, assim como para os
valores preditivos positivo e negativo. Para o anti-tTG-
IgA a sensibilidade foi 84,4%, a especificidade 96,7%,
o valor preditivo positivo 92,7% e o valor preditivo ne-
gativo 92,8%.

A Figura 1 permite observar a variação dos resulta-
dos dos anti-tTG-IgA nos diferentes títulos do anticor-
po EmA-IgA, nas amostras de pacientes celíacos, dei-
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xando evidente a ampla faixa de resultados (unida-
des) possíveis de se obter para os anticorpos anti-tTG-
IgA em cada título de EmA-IgA. O valor médio obtido
está evidenciado na Tabela I.

A Figura 2 caracteriza, através da análise estatísti-
ca pelo método de correlação de Pearson (Programa
“Statistica”), o coeficiente de relação obtido entre os
dois métodos empregados (r=0,8107).

FIG. 2 - Anticorpos anti-endomísio × anticorpos antitransglutaminase.
(Correlação: r = ,81077) Regression 95% confid.

FIG. 1 - Títulos de anticorpos anti-endomísio × unidades de anticorpos
antitransglutaminase tecidual.

tão apenas critérios clínicos e histológicos eram dis-
poníveis para o diagnóstico, a viabilização de méto-
dos não invasivos veio favorecer o diagnóstico preco-
ce dos pacientes, além de possibilitar amplos estudos
de triagem em populações e em familiares de celía-
cos. Formas latentes ou atípicas da DC passaram a ser
diagnosticadas mais facilmente, reduzindo o risco de
linfomas intestinais naqueles indivíduos que adotam
uma dieta isenta de glúten. Triagens de DC tornaram-
se freqüentes em pacientes com Diabetes mellitus in-
sulino dependente, doenças autoimunes da tireóide,
deficiência pondero-estatural, diarréias crônicas e de-
ficiência de IgA, entre outras patologias [Ferguson,
1996; Ferguson, 1998; Kotze, 2001(a)].

Apesar de ser considerada como “gold standard” no
diagnóstico da DC, nem sempre a biópsia intestinal iso-
ladamente consegue determinar com precisão este diag-
nóstico.

Embora os testes sorológicos iniciais, como o anti-
reticulina e anti-gliadina, não apresentassem sensibi-
lidade e especificidade ideais na DC, a padronização
dos anticorpos anti-endomísio, em 1983 (Chorzelski,
1983), veio trazer confiabilidade ao diagnóstico soro-
lógico, atingindo até 100% de especificidade e sensi-
bilidade, conforme relatos de diferentes autores (Vol-
ta, 1995; Lock, 1999(a); Miller, 1999; Gillett, 2000). A
descoberta em 1997, por Dieterich e colaboradores, de
que a tTG tecidual é o principal antígeno alvo do pro-
cesso autoimune na DC permitiu esclarecer os princi-
pais aspectos da fisiopatogenia da doença, além de
transformar a pesquisa dos anticorpos anti-tTG em um
grande avanço diagnóstico. O uso do método de ELI-
SA na investigação destes anticorpos tornou-o acessí-
vel aos diversos laboratórios, possibilitando estudos em
larga escala e isentos das dificuldades de estrutura la-
boratorial e de variações de leitura inter-observado-
res, frequentes no método de Imunofluorescência In-
direta (Palacios, 2000; Gillett, 2000).

Atualmente, diversos centros têm se voltado para
estudos comparativos entre a pesquisa dos anticorpos
EmA-IgA e anti-tTG-IgA, por Imunofluorescência In-
direta e ELISA, respectivamente, visando determinar
a relação entre os mesmos e, consequentemente, a
confiabilidade para diagnóstico e monitoramento da
doença (Levine, 2000; Palacios, 2000; Chan, 2001).

Os principais resultados obtidos no presente estu-
do estão representados nas Tabelas I e II. Verifica-se,
no grupo de amostras de pacientes em dieta isenta de
glúten, resultados negativos pelos dois métodos, ca-
racterizando 100 % de concordância entre ambos. Da-
dos semelhantes foram observados nos estudos de di-
versos autores (Dieterich, 1998; Palacios, 2000; Gil-
lett, 2000), que confirmam a tendência do anti-tTG-
IgA a desaparecer com a retirada do glúten alimentar,
embora alguns estudos ainda caracterizem positivida-
de para estes anticorpos, em baixos níveis e por um
período de tempo mais prolongado, nas amostras de
pacientes em dieta isenta de glúten (Miller,1999; Sar-
dy, 2000).

Nas amostras de pacientes celíacos em uso de glú-
ten (n=45) a concordância dos resultados para o EmA-

DISCUSSÃO

Os avanços nos métodos sorológicos para diagnós-
tico da doença celíaca nas últimas duas décadas trou-
xeram benefícios e segurança tanto para os pacientes
quanto para os médicos. Considerando-se que até en-
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IgA e anti-tTG-IgA foi de 84,4% (n=38). Sete pacien-
tes (15,6%) com manifestações clínicas compatíveis
com DC foram negativos para o anti-tTG-IgA e positi-
vos para o EmA-IgA, com títulos de reação de 1:2,5
(n=5) e 1:5 (n=2). Embora alguns estudos revelem
100% de concordância nas determinações pelos dois
métodos (Miller, 1999; Reeves, 2000), resultados simi-
lares ao nosso têm sido observados por outros autores,
tais como Palacios et al. (2000) e Sugai et al. (2000),
que obtiveram 84% e 87% de concordância, respecti-
vamente, ao testarem o anti-tTG-IgA e EmA-IgA em
soros de pacientes em uso de glúten.

No presente estudo, a sensibilidade e especificida-
de para os anticorpos EmA-IgA nos pacientes com con-
sumo de glúten foi de 100%, enquanto para o anti-tTG-
IgA foi de 84,4% e 96,7% respectivamente. Verifica-se
que tais valores variam de um centro para outro, pre-
valecendo para o EmA-IgA uma sensibilidade na fai-
xa de 89-100% e especificidade de 94-100%, enquanto
para o anti-tTG-IgA observa-se a variação de 83-100%
e 90-100%, respectivamente (Miller, 1999; Gillett, 2000;
Levine, 2000; Palacios, 2000; Chan, 2001).

Os estudos de Koop et al. (2000) caracterizaram 76%
de especificidade para o anti-tTG-IgA decorrente da
positividade, em baixos níveis, observada nos grupos
controles com doença inflamatória intestinal (15%),
doença crônica do fígado (36%) e Diabetes mellitus
(22%). Tais resultados não foram detectados no
EmA-IgA. De forma similar, Reeves et al. (2000) obtive-
ram resultado falso-positivo para DC pela pesquisa do
anti-tTG-IgA em pacientes com doença auto-imune sis-
têmica (25%), conferindo 61% de especificidade para o
método, apesar de obter 100% de concordância entre o
EmA-IgA e tTG-IgA nos pacientes com dieta contendo
glúten. Tais dados evidenciam que, embora o anti-tTG-
IgA em altos títulos só seja observado na DC e apresen-
te uma excelente correlação com o EmA-IgA, os títulos
baixos não podem ser considerados doença específica.

A Figura 1 é de grande aplicabilidade clínica e la-
boratorial. A padronização de novos métodos e os di-
versos estudos comparativos dificilmente evidenciam
a correspondência entre os títulos de um método (EmA)
com as unidades do outro (tTG). Na Figura 1 fica bem
evidente a concordância entre as amostras negativas
(100%), assim como destacam-se as 7 amostras positi-
vas para Imunofluorescência Indireta (1:2,5 e 1:5) e
negativas para o ELISA (tTG). No entanto, é possível
também observar a amplitude de resultados do anti-
tTG-IgA para cada título de EmA-IgA, principalmente
a partir do título 1:10. Embora na Tabela I ressalte-se o
valor médio obtido, é importante tanto a nível de labo-
ratório quanto para o clínico estarem cientes da gran-
de faixa de resultados de tTG-IgA (Unidades) possí-
veis de se obter diante de um mesmo título de EmA-
IgA. Assim como pode-se obter valores próximos ou
inferiores a 100 Unidades desde o título 1:10 até 1:80,
é possível chegar a valores superiores a 600 Unida-
des. Verifica-se, ainda, mais especificamente nos títu-
los 1:40 e 1:80 do EmA-IgA, que não há uma corres-
pondência na elevação de unidades de anti-tTG-IgA
de forma totalmente linear.

Todos os aspectos anteriormente expostos são bas-
tante compatíveis com o valor do coeficiente de rela-
ção obtido na análise dos dados deste estudo (Fig. 2;
r: 0,8107). Outros autores, como Dieterich et al., 1998
e Sugai et al., 2000, também evidenciaram uma corre-
lação positiva do anticorpo anti-tTG-IgA com os títu-
los de EmA-IgA (r=0,862 e r=0,902 respectivamente).
Sugai et al. ressalta que apesar de haver uma correla-
ção altamente significativa entre os títulos, ainda ocor-
re uma superposição incompleta com os EmA-IgA, atin-
gindo 13% de discordância nos casos de DC. Verifi-
cou-se tanto casos com anti-tTG-IgA negativos e EmA-
IgA positivos (n=2), como o inverso (n=8). Nos con-
troles isto não ocorreu. Estes também observam uma
larga variabilidade de resultados inter laboratórios,
possivelmente relacionado a fatores técnicos, e espe-
ram que os kits comerciais ainda tenham como meta o
firme propósito de eliminá-la, minimizando as discre-
pâncias e aumentando a acurácia dos testes.

Concluindo, é possível afirmar que a pesquisa dos
anticorpos anti-tTG-IgA certamente consiste em um
valioso avanço nos estudos de DC. Ao tornar o diag-
nóstico sorológico mais acessível a inúmeros labora-
tórios, além de favorecer os estudos populacionais e
de familiares, passou a representar um importante re-
curso na seleção de candidatos à biópsias intestinais.
Cabe a cada serviço, no entanto, adotar rígidos crité-
rios em termos de correlação clínico-laboratorial. Os
resultados do presente estudo evidenciaram que em
pacientes celíacos com altos níveis de anticorpos há
uma excelente correlação da pesquisa dos anticorpos
anti-tTG-IgA com o EmA-IgA, não se incorrendo em
risco de resultados falso-negativos. Entretanto, como
evidenciado por alguns autores, baixos níveis de anti-
tTG-IgA fazem superposição com outras doenças, es-
pecialmente as hepáticas (Koop, 2000; Reeves, 2000).
Torna-se, assim, inquestionável a maior confiabilida-
de do EmA-IgA nas situações passíveis de baixos ní-
veis de anticorpos, como no diagnóstico de crianças
menores de 2 anos de idade, triagem de familiares e/
ou monitoramento da dieta isenta de glúten.

No aspecto de custo do exame, a estrutura do labo-
ratório é que vai representar o diferencial e mostrar a
melhor opção metodológica. Para serviços que rotinei-
ramente realizam técnicas de ELISA e já dispõem dos
equipamentos necessários, certamente a pesquisa dos
anticorpos anti-tTG-IgA vai se adequar melhor. Para
laboratórios que dispõe de microscópio de fluorescên-
cia e criostato, sem dúvida a pesquisa do EmA-IgA
por Imunofluorescência Indireta representará a me-
lhor opção, com um custo bastante reduzido por exa-
me, principalmente se o laboratório não depender da
aquisição de lâminas de esôfago de macaco e tiver
condições de preparar o próprio substrato da reação,
com cortes criostáticos de cordão umbilical humano.
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RESUMO – A candidíase oral pode ser considerada a micose oportunista mais comum em pacientes portadores do
vírus HIV. A espécie de Candida encontrada com maior freqüência é a Candida albicans, mas outras espécies
como Candida tropicalis, Candida glabrata e Candida krusei, também têm sido isoladas. O objetivo deste trabalho
foi identificar as espécies de Candida isoladas da mucosa oral de pacientes portadores de SIDA, internados em um
hospital na cidade de Fortaleza, Ceará. Das amostras coletadas de 200 pacientes, 100 (50%) foram positivas para
Candida spp e destas, 52 (52%) para Candida albicans.

PALAVRAS-CHAVE – Candida albicans, micoses, SIDA

SUMMARY – Oral candidiasis can be related as the more common opportunistic mycosis described in Human immu-
nodeficiency virus positive patients. The specie that appears in major cases is Candida albicans, although some
other species are also documented, like: Candida tropicalis, Candida glabrata and Candida krusei. The aim of this
work was to identify Candida spp in the oral mucous membrane of AIDS patients at the hospital in Fortaleza, Ceará.
From the samples collected out of 200 patients, 100 (50%) were positive to Candida spp and within them, 52 (52%)
were Candida albicans.

KEYWORDS – Candida albicans, mycosis, AIDS.

INTRODUÇÃO

A candidíase constitui qualquer infecção causada
por fungos do gênero Candida e pode ser classifi-

cada como doença superficial ou profunda. O habitat
desses fungos é muito amplo: a Candida albicans, por
exemplo, pode ser isolada da boca, tubo digestivo, in-
testino, orofaringe, vagina e pele de indivíduos sadios,
causando infecções, principalmente, de origem endó-
gena. Aproximadamente 25% a 30% dos indivíduos são
portadores de C. albicans na cavidade oral, 50% no
trato gastrointestinal e cerca de 30% das mulheres tem
colonização vaginal em algum momento. Além da
C. albicans, também têm sido identificadas, nessas in-
fecções, as espécies: Candida tropicalis, Candida gla-
brata, Candida krusei e outras2,5,9.

Com o aparecimento da Síndrome da Imunodefi-
ciência Adquirida (SIDA), que tem como agente etio-
lógico o vírus HIV, observou-se a elevada incidência
de infecções causadas por patógenos oportunistas, mi-
croorganismos que causam doenças apenas quando
um ou mais dos sistemas de defesa do organismo es-

tão alterados. Na micologia, a ocorrência de micoses
oportunísticas causadas tanto por fungos oportunistas
como por fungos naturalmente patogênicos tem au-
mentado significativamente, e a candidíase apresen-
ta-se como a micose oportunista mais comum em pa-
cientes imunodeprimidos5.

As formas clínicas da candidíase podem ser: muco-
cutânea, cutânea e sistêmica. Na candidíase mucocu-
tânea os tecidos mais atingidos são os da mucosa oral
e vaginal; na cutânea as áreas intertriginosas úmidas
são envolvidas, como os espaços interdigitais das mãos
e dos pés, sulco submamário na mulher, axilas e pre-
gas inguinais; e na sistêmica, as Candida spp podem
atingir diversos órgãos, causando candidíase pulmo-
nar, endocardite, fungemia e nefrite2,3.

A candidíase oral pode se manifestar de quatro for-
mas: na forma pseudomembranosa, é caracterizada por
placas esbranquiçadas superficiais elevadas, seme-
lhantes a coágulos de leite, facilmente removíveis e
revelando uma base eritematosa; na forma eritemato-
sa (ou atrófica), caracteriza-se por placas atróficas,
vermelhas e planas; na forma hipertrófica, a superfí-
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cie inferior da língua ou do palato pode estar envolvi-
da e a mucosa bucal é caracterizada por uma placa
elevada não removível; a forma de queilite angular é
associada com lesões crostosas, fissuradas, vermelhas
(que podem ser ulceradas) no canto da boca. Esta in-
fecção pode propagar-se à faringe, à laringe, ao esôfa-
go e disseminar-se por via hematogênica5,10.

Frente ao que foi relatado, o objetivo desse estudo
foi identificar as Candida spp na mucosa oral de
pacientes HIV+ na cidade de Fortaleza/CE fornecen-
do, assim, importantes dados epidemiológicos da in-
fecção por Candida nesse grupo de pacientes.

MATERIAIS E MÉTODOS

No período de Janeiro a Dezembro de 2000, foram
coletadas amostras de secreção da cavidade bucal de
200 pacientes com SIDA, internados no Hospital São
José, na cidade de Fortaleza, Ceará para a identifica-
ção de Candida spp.

Coleta e processamento das amostras
As amostras de secreção da cavidade bucal dos pa-

cientes foram coletadas com swab estéril, semeadas
em ágar Sabouraud Dextrose e incubadas a 37ºC por
48 horas.

Identificação das culturas positivas
As culturas positivas para Candida spp foram iden-

tificadas pelas suas características macroscópicas, pro-
va do Tubo Germinativo, Zimograma e Auxanograma3.

RESULTADOS

Foram positivas para Candida spp 100 (50%) amos-
tras das 200 amostras coletadas (Figura 1). Das 100 amos-
tras negativas, 80 (80%) foram coletadas de pacientes que
estavam em tratamento com antifúngicos (Figura 2). Das
100 amostras positivas, 52 (52%) eram C. albicans, 30
(30%) C. tropicalis, 6 (6%) C. stellatoidea, 6 (6%) C. krusei
e 6 (6%) C. guillermondii (Figura 3).

DISCUSSÃO

A presença de afecções bucais em pacientes HIV
positivos deve ser considerado como um sinal de aler-
ta de progressão da imunodeficiência, por isso o exa-
me da cavidade oral de todo paciente infectado pelo
HIV é de suma importância7.

A candidíase destaca-se como sendo freqüentemen-
te a primeira infecção oportunista que surge nesses
pacientes e, apesar da Candida albicans ser a princi-
pal espécie envolvida nessas infecções, outras espé-
cies de Candida estão se destacando cada vez mais
como agentes etiológicos1,7. A importância das candi-
diases de mucosa em pacientes com SIDA está na re-
corrência, o que caracteriza uma morbidade signifi-
cante. O estado imunológico desses pacientes pode
ainda ser piorado devido à má nutrição, decorrente da
dificuldade de alimentação provocada por uma candi-
díase orofaríngea8.

No nosso trabalho, o resultado positivo para candi-
díase foi encontrado em 50% das amostras pesquisa-
das, sendo que 80 (80%) dos 100 pacientes com amos-
tras negativas estavam em uso de antifúngicos, fator
importante na inibição do crescimento dessas levedu-
ras. A Candida albicans foi a principal espécie encon-
trada, identificada em 52% das amostras positivas, dado
este que condiz com os estudos realizados em pacien-
tes com SIDA no Brasil. Segundo Oliveira (1993), a
freqüência de Candida albicans isoladas de pacientes
imunocomprometidos foi de 66,6%, na cidade de Na-
tal - RN, o nosso resultado foi parecido com os pacien-
tes de Natal.

O estudo epidemiológico da candidíase oral reali-
zado por Maffei (1996) em São Paulo, mostra uma fre-
qüência de 48% em indivíduos portadores do vírus HIV
e 93% em indivíduos com imunodeficiência progressi-
va e SIDA, no nosso trabalho verificamos a frequência
de 52% em indivíduos portadores e em indivíduos com
os sintomas da síndrome, os resultados estão compatí-
veis, já que nós não dividimos como Maffei (1996).

FIG. 2 - Freqüência de pacientes em uso de
antifúngicos nas amostras negativas.

FIG. 1 - Freqüência de amostras positivas e
negativas.

FIG. 3 - Distribuição das espécies de candida encontradas
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Silva (1999) na cidade de Goiânia observou uma
freqüência de 52 cepas de Candida albicans em 59 le-
veduras isoladas da mucosa bucal de 86 pacientes com
AIDS. Neste mesmo trabalho, apenas 7 (11,9%) leve-
duras pertenciam a outras espécies não albicans, des-
tas, 4 eram Candida tropicalis e 3 Candida krusei. No
nosso trabalho, observamos que 52 eram C. albicans,
30 Candida tropicalis, 6 Candida stellatoidea, 6 Can-
dida krusei e 6 Candida guillermondii. Os dados fo-
ram compatíveis, levando em consideração que estu-
damos 200 amostras e Silva (1999) 86.

Pesquisas desta natureza estão sendo realizadas em
todo o mundo, podendo trazer diagnóstico benéfico aos
pacientes imunocomprometidos, com o isolamento de
fungos que podem causar infecções no futuro.

CONCLUSÕES

• A ocorrência de espécies de Candida na mucosa
oral de pacientes portadores de SIDA internados
no Hospital São José, Fortaleza/CE foi de 50%.

• 80% dos pacientes com amostras negativas para
Candida spp estavam em tratamento com anti-
fúngicos.

• A ocorrência de Candida albicans foi predomi-
nante, representando 52% (52/100) das amostras
positivas.

• A ocorrência de outras espécies de Candida foi:
30% (30/100) Candida tropicalis, 6% (6/100) Can-
dida stellatoidea, 6% (6/100) Candida krusei e 6%
(6/100) Candida guillermondii.
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RESUMO – A Toxoplasmose, zoonose de felídeos, causada pelo Toxoplasma gondii é uma infecção de alta prevalên-
cia sorológica que atinge grande parte da população de nossa cidade. No período de agosto de 1997 a junho de
1999, foi realizada análise do perfil sorológico de 601 pacientes, incluindo crianças, jovens e adultos, dispensando
atenção especial às pacientes grávidas. Os testes sorológicos foram realizados no Laboratório Celso Matos. A
metodologia utilizada para detecção de anticorpos foi o ensaio imunoenzimático (ELISA). Os resultados mostram
índice crescente de positividade de acordo com a idade, sendo mais evidente em indivíduos adultos. 68,3% das
pacientes grávidas apresentaram IgG antitoxoplasma. O índice de anticorpos na população santarena pode está
relacionada à localização geográfica, níveis de higiene e hábitos alimentares que têm claramente um papel impor-
tante na prevalência da doença.

PALAVRAS-CHAVE – Toxoplasmose, imunodiagnóstico, anticorpos.

SUMMARY – The toxoplasmosis, a zoonose of felines, the group of cats, caused by Toxoplasma gondii is an infection
with great sorological prevalence, which infect part of the population in our city. In the period from August/97 to
June/99 were attended 601 patients, including children, youngs and adults, specially the pregnants. The sorological
tests were done at the Celso Matos Laboratory. The enzymeimmunoassay (ELISA) was the method used to detect the
antibodies. The index of positive cases varied according to the age. The positive cases were more evidents in adult
people. In the group of pregnants, 68.3% were immune, because they demonstrate to have IgG antitoxoplasma. The
index of prevalence in the santarena population could be the according with the citation, attended the geographical
localization, alimentation habits, mainly meals and hygiene levels.

KEYWORDS – Toxoplasmosis, immunodiagnosis, antibodies.

INTRODUÇÃO

A toxoplasmose, zoonose de felídeos causada pelo
Toxoplasma gondii, está universalmente dissemi-

nada, infectando aves e mamíferos e, notadamente o
ser humano, com níveis de prevalência revelada por
anticorpos séricos. Esta prevalência é crescente com
os grupos etários, atingindo valores variáveis para di-
ferentes populações, de 30, 50 ou mesmo 90% em in-
divíduos adultos. (Camargo, 1996).

O contágio se dá, predominantemente, pela inges-
tão de oocistos eliminados pelas fezes de gatos ou de
outros felídeos, que podem permanecer viáveis no solo
por longo período e ocorre ainda pelo consumo de
alimentos de origem animal, especialmente de car-
nes mal cozidas contendo cistos (bradizoítos) do pa-
rasito.

Apesar do índice de infecção ser bastante alto no
homem, a doença causada pelo parasito é relativa-

mente rara. Sua importância médica deve-se, entre-
tanto, a dois fatores: a infecção congênita e a infec-
ção em pacientes imunodeprimidos. (Lainson, 1997).

Este trabalho tem como objetivo investigar a pre-
valência de toxoplasmose em pacientes atendidos pelo
Serviço de Imunologia do Laboratório Celso Matos,
verificando a incidência de diferentes Classes de anti-
corpos (IgG e IgM), estabelecendo o grau de evolução
da infecção em relação à presença destes anticorpos.

MATERIAL E MÉTODOS

O município de Santarém, onde o estudo foi reali-
zado, situa-se no Oeste do Estado do Pará, ocupando
uma área de 24.154 km2, com uma população estima-
da de 242.165 habitantes. (IBGE, 1996)

O estudoé referente ao período de agosto de 1997
a junho de 1999, no qual foi realizado análise do perfil
sorológico de 601 pacientes atendidos no Laboratório
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Celso Matos para toxoplasmose. O método utilizado
para determinação do perfil sorológico dos pacientes
através da detecção de anticorpos das classes IgG e
IgM foi o ensaio imunoenzimático (ELISA) e, para
verificar possíveis relações com a presença de anticor-
pos antitoxoplasma, coletou-se informações de idade,
sexo, gravidez dos pacientes atendidos.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

O aparecimento de anticorpos para toxoplasmose,
assinalando a soroconversão dos testes sorológicos de
negatividade para positividade, traduz a resposta
imunológica humoral à infecção recém adquirida
(Camargo, 1996). As curvas de ascenção e queda de
títulos dos diferentes anticorpos na toxoplasmose obe-
decem, a ritmos diversos. Assim, a presença de IgM
é interpretada como sinal de infecção aguda ou mar-
ca de contágio recente e, quando anticorpos da clas-
se IgG encontram-se em níveis elevados ou decres-
centes com a IgM não reagente, indica final de fase
aguda, e níveis estáveis de IgG são assumidos como
infecção passada, conferindo imunidade (Tedes-
co,1999).

Em Santarém, os resultados mostram que de um
total de 601 pacientes, 434 (72,2%) apresentam anti-
corpos antitoxoplasma, sendo 366 (60,9%) da classe
IgG, 35 (5,8%) da classe IgM e 33 (5,5%) IgG e IgM
simultaneamente (Figura 1).

Estes resultados mostram concordância com a re-
visão na literatura escrita no período de 1962 a 1977,
por Fraiha (1983), sobre vários levantamentos soroló-
gicos na Região Amazônica. Em geral, a prevalência
de anticorpos contra o Toxoplasma é semelhante àquela
encontrada em outras partes do mundo, com índice de
positividade variando entre 20 e 83%, e com a maioria
dos autores registrando percentuais acima de 55%,
segundo Laison, 1997.

Em relação à faixa etária, a maior prevalência ocor-
reu em pacientes com idade acima de 18 anos (65,6%).
(Tabela I). Entre as 41 pacientes grávidas atendidas
pelo Serviço 34 (82,9%) apresentaram-se positivas,
sendo 28 (68,3%) com anticorpos da classe IgG, 3 (7,3%)
IgM e também 3 (7,3%) com IgG e IgM simultanea-
mente. (Tabela II).

FIG. 1 - Ocorrência de anticorpos antitoxoplasma em 601 pacientes
atendidos no Laboratório Celso Matos, Santarém-PA, 1997-1999.
Fonte: Serviço de Imunologia – Laboratório Celso Matos

TABELA I
Índice de positividade de toxoplasmose

por faixa etária em 601 pacientes atendidos
no Laboratório Celso Matos -
Santarém-Pará, 1997-1999.

Índice
Faixa etária

(%)
0 a 9 anos 10 a 18 anos acima de 18 anos Total

Positivo 37,4 65,3 65,6 62.2

Negativo 62,9 34,7 34.3 37,8

Fonte: Serviço de Imunologia - Laboratório Celso Matos.

TABELA II
Perfil sorológico de 317 mulheres em idade fértil

atendidas no Laboratório Celso Matos -
Santarém-Pará, 1997-1999.

Anticorpos antitoxoplasma
Mulheres

IgG IgM IgG + IgM Total (%)

Grávidas 28 03 03 34 82.9
(41)

Não Grávidas 167 19 13 205 74,2
(276)

Fonte: Serviço de Imunologia - Laboratório Celso Matos.

CONCLUSÃO

Foi constatado índice crescente de positividade com
o aumento da idade e alto índice de prevalência de
anticorpos séricos para toxoplasmose (72,2%). Entre
as grávidas esse índice chega a 82,9%; esta incidência
pode estar relacionada à localizacão geográfica pois,
segundo Lainson, a infecção por Toxoplasma tem uma
prevalência mais alta nas regiões tropicais ou subtro-
picais de clima úmido, que favorece a sobrevivência
dos oocistos no meio ambiente. Os vários níveis de
higiene e os hábitos alimentares tem claramente um
papel importante na prevalência da toxoplasmose. As
medidas preventivas devem concentrar-se visando
controlar os mecanismos de transmissão.
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RESUMO – No presente trabalho foi avaliada a ocorrência de anemia ferropriva e parasitoses intestinais, em 987
indivíduos do povoado de Matinha dos Pretos – Feira de Santana – Bahia, no período de maio/99 a outubro/00, com
o objetivo de tratar pessoas infestadas e/ou anêmicas e introduzir, na população, medidas profiláticas no combate
às infestações parasitárias. Foram examinadas 987 amostras de sangue e 937 amostras de fezes pelos Laboratórios
de Análises Clínicas e Parasitologia Humana da UEFS, respectivamente. A análise dos dados obtidos foi feita
usando-se como parâmetros idade, sexo e percentual de positividade parasitária e sua relação com a presença de
anemia. Foram identificados 129 indivíduos com níveis de hemoglobina abaixo do normal e 642 indivíduos infes-
tados por parasitas intestinais. Os parasitos mais freqüentemente observados foram Ancylostomatidae (39,3%),
Entamoeba histolytica (17%) e Ascaris lumbricoides (16,2%). As mulheres com mais de 12 anos apresentaram índi-
ces de anemia mais elevados do que os homens. O trabalho desenvolvido possibilitou a detecção e o tratamento de
diversas parasitoses associadas, ou não, à anemia e a orientação profilática oferecida contribuiu para a melhoria
da qualidade de vida do povoado estudado.

PALAVRAS-CHAVE – Parasitoses intestinais; anemia ferropriva.

SUMMARY – The occurrence of Ferropriva Anaemia and intestinal parasitosis in 987 people from Matinha dos Pretos,
Feira de Santana, Bahia, Brazil was evaluated during May/1999 to October/2000. This work aimed at treating infest-
ed and/or anaemic people and introducing, prophylactic measures to fight by parasitary infestations. 987 blood
samples and 937 fecal samples were examined by the Human Parasitology and Clinical Analysis Laboratories at
UEFS, respectively. Age, gender and parasitary percentage, as well as their relation to the presence of anaemia were
used as standards for analysis. 129 people were identified as having levels of hemoglobin lower than normal and
642 people were found by intestinal parasites. The kind of parasites most commonly found were Ancylostomatidae
(39.3%), Entamoeba histolytica (17%) and Ascaris lumbricoides (16.2%). Women over 12 years old showed levels of
anaemia higher than men. This work enabled to find the treatment of many parasitosis associated or not to anaemia
and the development of measures to improve the quality of living to these people.

KEYWORDS – Intestinal parasitosis, ferroprive anaemia.

INTRODUÇÃO

Parasitismo é a associação entre seres vivos em que
existe unilateralidade de benefícios, sendo um dos

associados prejudicados pela associação (Neves, 1998).
Nas parasitoses intestinais humanas, um dos prejuí-
zos decorrentes desta associação é a anemia.

A presença dos parasitos no hospedeiro desencadeia
ações: espoliativa, tóxica, mecânica, traumática, irritató-
ria, enzimática e anóxica. No caso da ação espoliativa, o
parasito absorve nutrientes ou até mesmo o sangue da

mucosa intestinal do hospedeiro (para obtenção de Fer-
ro e O²), levando o indivíduo a um quadro anêmico.

Anemia é caracterizada, de acordo com a Organi-
zação Mundial de Saúde, como uma diminuição nos
níveis de hemoglobina, abaixo do nível mínimo esti-
pulado por este órgão.

A distribuição das parasitoses está estreitamente
relacionada às condições ambientais favoráveis à sua
disseminação, tais como: ausência de saneamento bá-
sico, deficiência de hábitos de higiene pessoal e ali-
mentar, entre outros.
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O presente trabalho teve como objetivo verificar a in-
cidência de anemia e parasitoses intestinais na popula-
ção da Matinha dos Pretos – Feira de Santana/Bahia. Os
habitantes deste povoado vivem em condições extrema-
mente precárias, onde a falta de saneamento básico, de
condições mínimas de moradia e higiene propiciam o
aparecimento de doenças parasitárias.

MATERIAIS E MÉTODOS

Espaço geográfico

Matinha dos Pretos é um povoado do Município de
Feira de Santana, distando deste 14km, localizado no
Distrito de Maria Quitéria (São José), formado por 1303
indivíduos (Lopes, 2000, comunicação pessoal). Sua
população vive em condições extremamente precárias,
constituindo-se a agricultura de pequeno porte em sua
principal fonte de renda.

A origem do povoado, segundo moradores antigos,
remonta ao século XIX e foi estabelecida a partir de
escravos fugitivos da Fazenda Candeal que lá encon-
traram refúgio na mata cerrada, o que deu origem ao
nome Matinha dos Pretos.

Método de análise

O trabalho foi conduzido no período de maio/1999
a outubro/2000 atendendo 987 cidadãos do povoado
de Matinha dos Pretos.

As coletas foram realizadas com consentimento in-
formado da população; as amostras de sangue foram

FIG. 1 - Percentual de anêmicos em 987 indivíduos do Povoado de Matinha
dos Pretos - Feira de Santana – BA

coletadas em tubos contendo EDTA, devidamente
acondicionadas e transportadas para o Laboratório de
Análises Clínicas da Universidade Estadual de Feira
de Santana, onde foi realizado o Eritrograma para pes-
quisa de anemia.

O material fecal foi coletado por cada indivíduo em
recipientes apropriados, sem uso de conservantes;
acondicionado e transportado para o Laboratório de
Parasitologia Humana da Universidade Estadual de
Feira de Santana, onde foram realizados os exames
parasitológicos, com o emprego do método de Hoff-
man, Pons & Janer (Sedimentação espontânea).

RESULTADOS

Os 987 indivíduos foram atendidos na Associação
Comunitária de Matinha dos Pretos (ACOMA) para a
coleta de sangue e/ou fezes.

Das 937 amostras de fezes examinadas, 642 (68,5%)
apresentaram parasitoses intestinais (Tabela I), e das
987 amostras de sangue, 129 (13,07%) apresentaram
anemia (Figura 1).

Os parasitas mais observados foram: Ancylostoma-
tidae (47,04%), Entamoeba histolytica (16,9%) e Asca-
ris lumbricoides (18,06%), (Tabela II).

Em 58,9% dos indivíduos anêmicos foi detectada a
presença de helmintos e/ou protozoários associados
(Figura 2).

As mulheres com mais de 12 anos apresentaram
índices de anemias mais elevados que os homens (Ta-
bela III).

TABELA I
Percentual de positividade para

parasitas intestinais em 937 indivíduos
do povoado de Matinha dos Pretos –

Feira de Santana - BA

Total de indivíduos

Infectados Negativos
Analisados

Nº % N %

937 642 68,5 295 31,5

TABELA II
Incidência de helmintos e protozoários

em 642 indivíduos
do povoado da Matinha dos Pretos –

Feira de Santana - BA

Incidência
Helmintos e protozoários

Nº %

Entamoeba coli 358 55,76

Ancylostomatidae 302 47,04

Entamoeba histolytica  109 16,9

Ascaris lumbricoides 116 18,06

Trichuris trichiura 78 12,15

Endolimax nana 47 7,32

Giardia lamblia 40 6,23

Iodoamoeba butschilii 51 7,94

Schistossoma mansoni 21 3,27

Enterobius vermicularis 21  3,27

Hymenolepis nana 03 0,47

Hymenolepis diminuta 01 0,15
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DISCUSSÃO

Os resultados dos exames parasitológicos revela-
ram um alto índice de parasitoses, decorrentes das
precárias condições de saneamento básico e educação
sanitária vigente no povoado estudado.

O índice de indivíduos anêmicos que não apresen-
taram parasitoses procede, uma vez que a anemia pode
ser causada por outros fatores como as condições nu-
tricionais do hospedeiro ou outras doenças de base.

TABELA III
Distribuição de casos de anemias por sexo e idade
em indivíduos do povoado da Matinha dos Pretos –

Feira de Santana - BA

Sexo/Idade Nº %

Masculino até 6 anos 26 20,1

Masculino de 6 a 12 anos 16 12,4

Masculino acima de 12 anos 23 17,8

Feminino até 6 anos 12 9,3

Feminino de 6 a 12 anos 04 3,1

Feminino acima de 12 anos 48 37,2

Total 129 100

O índice mais elevado para Ancylostomatidae deve-
se à sua forma de transmissão, uma vez que a maioria
dos indivíduos trabalha na lavoura; além da falta de
cuidados higiênicos.

A presença de anemia associada a parasitas, su-
postamente, deve-se à ação espoliativa do parasita,
levando o indivíduo à subnutrição e depauperamento
físico (A. lumbricoides), ação hematofágica (Ancylos-
tomatidae), ou à ulceração de mucosas (E. histolytica),
podendo originar pequenas, mas constantes, perdas
sangüíneas.

A diferença de percentual observada entre os sexos
em relação à ocorrência de anemia pode ser decorren-
te de diversas causas ainda não avaliadas, entre elas
uma maior susceptibilidade aos parasitas e/ou maior
exposição, ou ainda ao fluxo sangüíneo perdido men-
salmente pela menstruação.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem à Pró-Reitoria de Extensão/
UEFS pelo apoio e concessão de bolsas e aos funcio-
nários e estagiários dos Laboratórios de Parasitologia
Humana e Análises Clínicas da UEFS, pelo apoio na
realização deste estudo.

REFERÊNCIAS

1. Failace, R.  Hemograma: manual de interpretação. 3ª ed, Porto Alegre - RS,
Editora Artes Médicas, p.198. 1995.

2. Leavell, B. S.  Hematologia clinica. 4ª ed, Rio de Janeiro - RJ, Editora Inte-
ramericana. p.496; il. 1979.

3. Lorenzi, T. F.  Manual de hematologia: propedêutica e clínica. 2ª ed, Rio de
Janeiro – RJ, Editora Medsi, p.641. 1999.

4. Neves, D. P. et al.  Parasitologia humana. 10ª ed, São Paulo - SP, Editora
Atheneu, p. 428, 2000.

5. Pessoa, S. B.; Martins, A. V.  Parasitologia médica. 11ª ed, Rio de Janeiro –
RJ, Editora Guanabara Koogan, p. 872. 1988.

6. Rapaport, S.  Hematologia: introdução. 2ª ed, São Paulo - SP, p.50; il. 1990.
7. Rey, L.  Bases da parasitologia médica. 3ª ed, Rio de Janeiro - RJ, Editora

Guanabara Koogan, p.349. 1992.
8. Sitientibus.  Estudos das parasitoses intestinais na comunidade carente

dos bairros periféricos do município de Feira de Santana (BA), 1993-1997.
Feira de Santana - BA, n.20, p.55-67, jan./jul. 1999.

9. Veronessi, R. D.  Doenças infecciosas e parasitárias. 8ª ed; Rio de Janeiro
– RJ, Editora Guanabara Koogan, 1096. p. il. 1991.

Endereço para correspondência:
Jésua Maria Leite Bringel
Rua Edmundo Pereira Leite, 267 - Centro - 44380-000 - Cruz das Almas - BA

FIG. 2 - Percentual de indivíduos anêmicos e parasitados no povoado
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