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Atividade funcional das vias classica
e alternativa do complemento
em recem-nascidos: relacao com a idade
gestacional e crescimento intra-uterino

Functional activity of classical and alternative pathways in newborn infants:

association with gestacional age and intrauterine growth

lara J. Messias-Reason®; Valmir Mocelin'; Tamara Borgonovo?; Tania Resener! & Nelson Rosario?

RESUMO - O presente estudo avalia os niveis hemoliticos totais das vias classica (VC) e alternativa (VA) do com-
plemento no sangue de corddo umbilical de recém-nascidos (RN) e a sua associagdo com o grau de maturidade e
crescimento intra-uterino. CH50 e AP50 foram determinadas em 18 RN pré-termos (PT), 34 RN de termo pequenos
para idade gestacional (PIG) e 47 RN de termo adequados para idade gestacional (AIG). Como grupo controle
foram estudados 38 adultos saudaveis. A determinacao das unidades CH50 e AP50 foi realizada através de teste
hemolitico, utilizando-se hemadacias de carneiro sensibilizadas e eritrocitos de coelho, respectivamente. Os valores
médios de CH50 nos RN a termo AIG e PIG corresponderam a 57,4% e 58,4% dos valores dos adultos, respectiva-
mente. Para a VA, os valores obtidos para os RN-AIG e PIG corresponderam a 44,8% e 46,2% do valor médio dos
adultos respectivamente; enquanto que, para os RN-PT os valores médios da VC e VA corresponderam a 38,7% e
40,9% dos valores dos adultos normais. Nao foi observada relacdo entre a atividade hemolitica total da VA do
sistema complemento com relacdo as varidveis idade gestacional e crescimento intra-uterino. Na avaliacdo da
atividade hemolitica total da VC do sistema complemento, observou-se relagdo significativa apenas com a idade
gestacional (AIG x PT p=0.00006 e PIG x PT p=0.00008). Os resultados indicam que a idade gestacional, ao
contrario do crescimento intra-uterino, estd relacionada com a atividade hemolitica da VC nos RN. Considerando-
se o importante papel do complemento na resposta imune, o estado de hipoatividade do complemento nos RN
quando comparados com os adultos, poderia ser um fator adicional para uma maior suscetibilidade as infec¢oes
observadas nos RN.

PALAVRAS-CHAVE - Complemento, via alternativa, via classica, recém-nascidos

SUMMARY - The total haemolytic activity of the classic (CP) and alternative (AP) pathways of the complement was
evaluated in the cord blood of new-born infants (NB) and its association with the gestational age and intrauterine
growth was determined. Eighteen premature NB (P-NB), 34 small for gestational age (S-NB) and 47 appropriated for
gestacional age (A-NB) were studied As control, 38 healthy adults were included. The determination of CP50 and AP50
were carried out by haemolytic test, using sheep and rabbit erythrocytes, respectively. The values for the CP in the S-NB
and A-NB were 57.4% and 58.4% of the adult values, respectively. The infants A-NB and S-NB presented 44,8% and
46.2% of the adult value of the AP respectively. The average values of CP and AP in the P-NB were 38.7% and 40.9% of
the adults. While the total haemolytic activity of the AP was not associated with the gestacional age nor with the
intrauterine growth, a significant association of the CP with the gestacional age was observed (A-NB x P-NB p=0.00006
and S-NB x P-NB p=0.00008). These results indicate that the gestacional age was related to the haemolytic activity of
the CP in NB infants. Considering the important role of complement in the defense against infection, the complement
hypoactivity observed in NB may be an additional factor for the elevated infection susceptibility in these infants.

KEYWORDS — Complement activity, alternative pathway, classical pathway, newborn infants.
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INTRODUGAO

O sistema complemento representa um dos princi-
pais mecanismos efetores da resposta imunolégi-
ca e inflamatoéria, constituido de aproximadamente 35
proteinas plasmaticas ou associadas as membranas
celulares que, uma vez ativadas, modulam reacoes hu-

morais e celulares. Dentre as proteinas plasmaticas,
encontram-se as que participam da reacao sequencial
das vias de ativacdo do complemento (C1 a C9, B, D,
MBL e MASP) e as proteinas reguladoras da ativacdo
na fase fluida como o inibidor de C1(C1-INH) e de
C3a e C5a (C3a/C5alINA) e a proteina S. As proteinas
associadas as membranas celulares tém a funcéo tan-

Recebido em 14/02/2002
Aprovado em 25/02/2002
"Laboratério de Imunopatologia, Hospital de Clinicas — UFPR; 2Departamento de Pediatria -UFPR

RBAC, vol. 34(2): 63-66, 2002

63



to de regular ou inibir a ativacao do complemento a
nivel de membrana como de receptores para proteinas
e fragmentos do complemento gerados durante a sua
ativacao, sendo fundamentais para a opsonizacao de
microrganismos e de complexos imunes. A ativacao
do complemento pode ocorrer através de trés vias dis-
tintas: a via classica, a via alternativa e, a recentemente
descrita, via das lectinas’. Esta ativacdo é necessdria
para que a expressdo biolégica do complemento se efe-
tive e, constitui-se num importante mecanismo de
manutencao da homeostase do organismo, conferindo
protecdo contra bactérias, parasitas e virus, além de
promover a solubilizacéo e eliminacao de complexos
imunes circulantes?.

O figado é a fonte priméria de producdo da maioria
dos componentes do complemento e de suas proteinas
reguladoras. A expressdo de C3 no figado fetal pode
ser detectada aproximadamente nas quatro semanas
de gestacao, no entanto, a sintese de C4 muda drasti-
camente durante a vida fetal, mas é relativamente cons-
tante apos o nascimento. Outros tipos de células, in-
cluindo mondcitos, sintetizam e secretam componen-
tes especificos e provavelmente controlam suas con-
centracoes nos locais de inflamagéao tecidual®®. A defi-
ciéncia hereditdria ou adquirida de certos componen-
tes do complemento pode levar a falhas na resposta
imunolodgica, influenciando tanto a opsonizacéao e fa-
gocitose de microrganismos como a solubilizacdao de
complexos imunes circulantes®. Portanto, a avaliacao
de componentes do complemento constitui-se num
importante pardmetro de competéncia imunolégica e
pode ser determinada através de testes funcionais da
atividade hemolitica do complemento total.

Nos recém-nascidos, os mecanismos de defesa es-
pecificos e inespecificos ndo sdo bem conhecidos. A
resposta celular e humoral, bem como os niveis dos
componentes do complemento sdo significativamente
menores do que no adulto®. A deficiéncia de alguns
componentes do complemento nos recém-nascidos esté
relacionada a ocorréncia de defeitos na resposta de
células fagociticas a estimulos quimiotaticos e na sua
capacidade de fagocitose, de opsonizacao e poder bac-
tericida®®.

A integridade da cascata do complemento tem um
importante papel na defesa dos recém-nascidos con-
tra agressoes causadas por microrganismos, pelo fato
do complemento ser um dos principais mecanismos
de defesa natural dos recém-nascidos. Assim sendo, a
determinacdo funcional da atividade hemolitica total
das diferentes vias do complemento em recém-nasci-
dos pode fornecer informacoes importantes na avalia-
¢do de sua competéncia imunolodgica.

Uma vez que os dados referentes ao complemento
em recém-nascidos sdo escassos para a nossa popula-
cdo, no presente trabalho determinou-se a atividade
hemolitica total das vias cldssica e alternativa do com-
plemento em trés grupos de recém-nascidos: adequa-
dos para a Idade Gestacional (AIG), Pequenos para a
Idade Gestacional (PIG) e Pré-termos (PT), com o ob-
jetivo de se obter dados referenciais para populacgoes
com as mesmas caracteristicas e tentar estabelecer
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possivel correlacdo com a idade gestacional e o grau
de crescimento uterino.

Foi também proposito do presente estudo, compa-
rar a acurdcia dos valores obtidos na dosagem da ati-
vidade funcional da via classica, através de teste he-
molitico radial em gel de agarose, com os valores obti-
dos por técnica padrao de sistema hemolitico em tubo.

PACIENTES E METODOS

Amostra: Constituiu-se de 98 recém-nascidos, os
quais foram divididos em trés grupos: 45 recém-nasci-
dos a termo, com peso adequado para a idade gestacio-
nal (AIG), sendo 36 do sexo masculino e 9 do sexo femi-
nino; 35 recém-nascidos a termo pequenos para idade
gestacional (PIG), sendo 19 do sexo masculino e 16 do
sexo feminino e 18 recém nascidos pré-termo (PT), sen-
do 11 do sexo masculino e 7 do sexo feminino.

Como grupo controle adulto foram estudados 38
voluntarios saudaveis (26 homens e 12 mulheres), com
idade entre 20 e 58 anos (29,2 = 10,92).

Soro dos RN: Apds consentimento materno, san-
gue do cordao umbilical foi coletado por venopuncao
dos vasos placentarios, sem anticoagulante, até dez
minutos apos a dequitacdo da placenta.

Soro dos adultos: Apo6s consentimento, 10 ml de
sangue foram coletados por puncao venosa, sem anti-
coagulante.

As amostras de sangue foram centrifugadas a 4°C,
aliquotadas e armazenadas a -70°C até o momento de
sua utilizacao.

Determinacgédo da atividade hemolitica total
do complemento

Via classica (VC)

A atividade funcional da VC foi avaliada através
da determinacao das unidades CH50 utilizando-se
duas técnicas: hemoélise em tubo de acordo com Mayer
e Kabatt, 1961° e hemolise radial em gel de agarose de
acordo com Hiramoto et al. 1971, O gel utilizado na
técnica de hemolise radial foi preparado com uma so-
lucéo de agarose (Sigma, USA) a 1% em NaCl 0,15M
contendo 0,15 mM de CaCl,. Apéds aplicacao das amos-
tras, as placas foram incubadas em camara umida du-
rante uma noite a 4°C e por uma hora a 37°C. O dia-
metro dos halos de hemdlise foi comparado com os
didametros de diversas dilui¢oes de um “pool” de soros
frescos com unidades CH50 conhecidas. O sistema
hemolitico (EA) foi preparado utilizando-se hemdcias
de carneiro sensibilizadas com hemolisina obtida atra-
vés da inoculacgdo de estroma de hemadcias de carneiro
em coelhos, com a diluicdo determinada por titulagédo®.
Todos os soros dos adultos e dos recém-nascidos foram
testados por ambas as técnicas (em tubo e em placa)
para comparacao das unidades CHb50 obtidas entre as
duas técnicas.

Via alternativa (VA)
A atividade hemolitica da VA foi determinada con-
forme a técnica modificada de Platts-Mills TAE e Ishi-

RBAC, vol. 34(2), 2002



zaka K. 1974, Hemdcias de coelho em solucdo de
Alsever foram lavadas em tampao EGTA/GVB (tam-
pao salina veronal com gelatina, contendo 0.002M Mg
e 0.008M EGTA) e ajustadas para 1,5x10° cel/ml. Os
soros a serem testados, foram diluidos no tampao
EGTA/GVB, 5 minutos antes de serem adicionados as
hemdcias (0,4ml de cada dilui¢cdo de soro para 0,2ml
de hemécias a 0°C), e entdo incubados a 37°C por
30 minutos. Apds centrifugacdo a 600g por 10 minu-
tos, foi feita a leitura da densidade 6tica do sobrena-
dante a 412nm.

Anélise estatistica

Foi calculado a média aritmética e o desvio padrao
para todas as varidveis. Os resultados estao expressos
em média * desvio padrédo. Para a significancia da di-
ferenca de duas médias foi aplicado o teste t de Stu-
dent. O teste de correlacao de Spearman foi utilizado
para se determinar a significancia de associagdo entre
variaveis. O nivel de significancia adotado foi de p<0.05.

RESULTADOS

Os resultados obtidos para a atividade funcional das
VC e VA nos diferentes grupos de RN e adultos estao
demonstrados na Tabela I. Na avaliacao da atividade
hemolitica da VC entre os RN, observou-se uma cor-
relacdo apenas com a idade gestacional (Tabela II).
Também a atividade hemolitica da VA correlacionou-
se com a idade gestacional, somente quando conside-
rados os RN com peso adequado para idade gestacio-
nal. Os valores obtidos para atividade funcional da VC
e da VA néao se correlacionaram entre si (p=ns) nos
grupos estudados.

TABELA |

Valores médios da atividade hemolitica total da via classica (CH50) e da via
alternativa (AP50) em recém nascidos e adultos (+ desvio padrao)

Os valores médios da atividade hemolitica total da
VC nos RN a termo AIG e PIG corresponderam a 57,4%
e 58,4% dos valores dos adultos, respectivamente. Para
a VA, os valores obtidos para os RN-AIG e PIG corres-
ponderam a 44,8% e 46,2% do valor médio dos adultos
respectivamente. Enquanto que, para os RN-PT os
valores médios da VC e VA corresponderam a 38,7% e
40,95% dos valores dos adultos normais. Entre os gru-
pos PIG e AIG néao observou-se diferenca estatistica-
mente significante quando comparados os resultados
obtidos para ambas as vias. Trés RNs apresentaram
atividade hemolitica ndo detectavel, tanto para a VC
quanto para a VA e portanto ndo foram incluidos nos
calculos estatisticos.

Com relacao aos valores de CH50-VC obtidos pela
técnica de hemolise em tubo e hemolise radial em gel
de agarose, observou-se uma correlacao direta entre
estes nos adultos (R = 0.54 e p = 0.0004), porém néao
demonstraram correlagao entre os RN (R = 0.07 e
p = 0.643). Os testes realizados demonstraram que as
placas de gel uma vez preparadas podem ser utiliza-
das pelo periodo de uma semana, e que ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os resul-
tados dos mesmos soros tanto dos RN como dos adul-
tos testados em placas distintas ou em duplicata na
mesma placa; ndo ocorrendo assim uma variacao sig-
nificativa inter e intra-placa.

DISCUSSAO

No presente trabalho observamos que os valores
da atividade hemolitica dos soros dos RN AIG corres-
pondem a 57,4% para a VC e 44.9% para a VA dos va-
lores dos adultos. Estes achados confirmaram obser-
vagdes prévias e sugerem uma me-
nor atividade do complemento nos
RN para ambas as vias, quando

G . - ADULTOS * * comparados com os adultos, o que
p p 4 ;

(n=45) (n=35) (n=18) (n=38)  [(AIG x PT)|(PIG x PT) P¥OV§V91,m§nt]‘; esta reéacmnado, aos
nivel mn 1X T mn

Via classica (em tubo) 62.6 £18.2 63.7+15.1 41.8+154 | 108.7+21.9 | 0.0000066 | 0.000008 Circeulsaites iosngsnaissggtz (;1:

(Valores limites) (238-111.0) | (208-934) | (125-595) | (74.1-153.0) - -

% adultos 57.4% 58.4% 387% 100% feFeT“?a na expressdo genetica de
alétipos de C3 observados entre

Via alternativa 162444 | 165:58 | 147:29 | 359:85 |p<00000L | s maes e RN, indicam que a sintese

(Valores fimites) 62-200) | (625 | (7-228 | (195-675) do complemento ocorra no feto e

% adultos 248% 16.2% 20.9% 100% ndo haja transferéncia transplacen-

AIG - Adequados para idade gestacional; PIG — Pequenos para a idade gestacional; PT- Pré-termo;

*teste “t” de Student; ns: nao significante
Todas as comparagées AlG x PIG nao foram estatisticamente significantes

Comparacao dos valores médios da atividade funcional da via classica (CH50) e
alternativa (AP 50) entre recém-nascidos em diferentes estagios de maturidade.

TABELA I

taria''?. Sabe-se que durante a pro-
gressao da gestagao, ocorre aumen-
to da producédo das proteinas do
complemento'?.

Alguns autores demonstram que

os niveis séricos do componente C7

AlG PIG PT p* p* do complemento, em alguns RN PT

(n=45) (n=35) (n=18) (G X PT) | (PIG X PT) estdo nos limites normais estabe-

Via cléssica (em tubo) 62.6 + 18.2 63.7+15.1 418+ 154 0.000066 0.000008 lecidos para adultos?. Ap(')s 0 nas-
(Valores limites) (23.8-111.0) (20.8 - 93.4) (12.5 -59.5) (74.1 - 153.0) cimento entretanto. tem-se obser-
: : vado que os niveis de proteinas do
Via alternativa 162£44 165158 147429 p<0.00001 ns complemento e de CH50 sdo sig-
(Valores limites) (8.2-24.0) (5.0 - 25.0) (1.7-22.8) nificantemente mais baixos nas cri-

AlIG = Adequado para a idade gestacional; PIG = Pequeno para a idade gestacional; ns = ndo significante;

( ) = Valores limites
Todas as comparagées AlG x PIG ndo foram estatisticamente significantes
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dieta adequada e recuperacdo nutricional'®. Estudos
prévios demonstraram que, no desenvolvimento pés-
natal, existe uma diferenca quanto ao tempo de matu-
racao das vias cléssica e alternativa do complemento.
Enquanto que os niveis normais da VC do adulto séo
alcancados entre o primeiro e o terceiro més de vida,
os niveis da VA sdo alcancados somente entre o déci-
mo terceiro e décimo oitavo més'*. Além disso, obser-
vou-se que a atividade litica da VC em criangas entre
7 e 24 meses de idade foi maior do que em adultos
normais*,

No presente estudo, os niveis da atividade hemoli-
tica das VC e VA foram similares entre o grupo de RN
AIG e PIG, demonstrando ndo haver correlacao entre
os niveis funcionais tanto da VC como da VA com o
crescimento intra-uterino. Por outro lado, os RN PT
apresentaram uma diminuicdo estatisticamente signi-
ficante dos niveis funcionais de ambas as vias classica
e alternativa, quando comparadas aos RN com idade
gestacional adequada (p<0.005). Também os RN PT
demonstraram niveis significativamente diminuidos
para a VC, quando comparados com os RN PIG. Ja
tem sido descrito que os niveis de C3, C4, BF e de
Properdina no corddao umbilical estao relacionados com
a idade gestacional e que os niveis de complemento
nao sao afetados com o retardo de crescimento intra-
uterino®'**3, Embora niveis proteicos de alguns com-
ponentes do complemento possam nao estar direta-
mente relacionados com a atividade hemolitica total,
tém-se demonstrado que a atividade hemolitica total
reflete a integridade funcional da cascata'®. A baixa
concentragao de Properdina em RN tem sido sugerida
como responsavel pelo alto indice de infec¢ées duran-
te o primeiro més de vida® o que corrobora a impor-
tdncia da via alternativa como um dos primeiros me-
canismos de defesa natural do individuo. Wolach et al."
também demonstraram que a atividade bactericida de
neutréfilos em neonatos fica comprometida em fun-
¢do dos baixos niveis do complemento, devido a defi-
ciéncia na capacidade de opsonizacao.

Embora a atividade hemolitica total in vitro possa
néo refletir outras funcgodes bioldégicas importantes do
complemento, como a capacidade de opsonizacao, fa-
gocitose e destruicao de agentes infecciosos; a deter-
minacdo da mesma representa um parametro muito
util na avaliacao da integridade e de estados de defi-
ciéncia do complemento.

Considerando-se o importante papel do comple-
mento na defesa do organismo contra agentes infeccio-
sos, o estado de hipoatividade do complemento em RNs
quando comparados com adultos poderia constituir-
se de um fator adicional para o aumento da suscepti-
bilidade as infec¢des observadas nos RN, principal-
mente nos RN PT". Além disso, os resultados aqui
apresentados corroboram o fato de que a idade gesta-
cional, ao contrario do crescimento intra-uterino, esta
relacionada com a atividade hemolitica total do com-
plemento em RN.

A técnica de hemoélise radial em gel de agarose
demonstrou ter muitas vantagens em relagao a técni-
ca em tubo, entre elas: ser mais rdpida, mais simples,
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de menor custo e mais acessivel a laboratérios de pe-
quena infra-estrutura. No entanto, a subjetividade da
leitura pode inferir erros consideraveis quando com-
parada com a técnica em tubo, que apresenta maior
precisdo, embora ambas as técnicas tenham dado boa
correlacao na dosagem dos soros dos adultos. A corre-
lacdo entre as técnicas em tubo e em placa s6 ocorreu
com as amostras de adultos provavelmente em funcao
da baixa sensibilidade da técnica em gel de agarose e
as baixas concentracdes de proteinas do complemento
nos neonatos. Portanto, estes resultados demonstraram
que a hemolise radial em gel ndo se mostrou adequa-
da para a andlise de amostras cujas concentracdes pro-
téicas do complemento sejam muito baixas, como no
caso dos recém-nascidos. Atualmente, novas técnicas
como ELISA (ensaio imunoenzimatico), tém sido de-
senvolvidas e utilizadas por alguns servigos na tria-
gem de rotina, conferindo alta sensibilidade e especi-
ficidade para a avaliacdo do sistema complemento’®'’,

REFERENCIAS

1 Paul, W. Complement. In: Fundamental immunology. 4" Ed., Philadelfia,
Editora Lippincott-Raven, 1999.

2 Colten, H. R. Biosynthesis of the MHC-linked complement proteins (C2, C4
and factor B) by mononuclear phagocytes. N. Engl. J. Med., 19: 1279-85.1982.

3 Colten,H.R.; Alper,C. A,;Rosen, F.S. Genetics and biosynthesis of com-
plement proteins. N. Engl. J. Med. 304:653-56. 1981.

4 Volanaski, J. E.; Frank, M. M. The human complement system in health
and disease. Marcel Dekker, New York, 1998.

5 Fey, G.; Colten, R. Biosynthesis of complement components. Fed. Proc.
40:2099-2104. 1981.

6 Wolach, B.; Dolfin, T.; Regev, R.; Gilboa, S.; Schelesinger, M. The deve-
lopment of the complement system after 28 weeks gestation. Acta Paediatr.
86:523-7.1997.

7 Miller, E. Chemostactic function in the human neonate: humoral and celular

aspects. Pediatr. Res. 5:487.1971.

Gottof, S. Neonatal Immunity. J. Pediatr. 85:149.1974.

Kabat, E. A.; Mayer M. M. Complement Fixation. In: Experimental inmuno-

chemistry. E. A. Kabat and M. M. Mayer, eds, Charles C. Thomas. Springfi-

eld Il.p.133. 1961.

10 Hiramoto, R. N; Mcghee, J. R.; Hurst, D. C.; Hamilin,N. M. A Study of the
single hemolysis in gel system. I. Factors affecting the model. Immunoche-
mistry. 8: 355-65.1971.

11 Platts-Mills, T. A. E.; Ishizaka, K.  Activation of the alternative pathway of
human complement by rabbit cells. J. Immunol. 113:348-58. 1974.

12 Resener,T.D.; Rosario, N. A,; Messias, . J.T.; Cat,R.  Avaliagdo do siste-
ma complemento e da imunoglobulina G no sangue de cordédo umbilical de
recém-nascidos. Relagdo com aidade gestacional e adequagéo do cresci-
mento intra-uterino. Jornal de Pediatria, 73:88-94.1997.

13 Notarangelo, L. D.; Chirico, G.; Chiara, A.; Colombo, A.; Rondini, G.;
Plebani, A.; Martini, A.; Ugazio, A. G.  Activity of classical and alternative
pathways of complement in preterm and small for gestation age infants.
Pediatric Research. 18(3):281-85.1984.

14 Virginia, P. L.; Ferrarini, J.; Barbosa, M.; Carvalho, |. F. Serum haemolytic
classical and alternative pathways of complement in infancy: age-related
changes. Acta Paediatr. Scand. 79:322-27.1990.

15 Wolach, B.; Carmi, D.; Gilboa, S.; Satar, M.; Segal, S.; Dolfin, T.; Schle-
singer, M. Some aspects of the humoral immunity and the phagocytic func-
tion in newborn infants. Israel J. Med. Sci. 30:331-5. 1994.

16 Zwirner, J.; Wittig, A.; Kremmer, E.; Gotze, O. A novel ELISA for the eva-
luation of the classical pathway of complement. J. Immunol. Methods.
211:183-90. 1998.

17 Jaskowski, T. D.; Marins, T. B.; Litwin, C. M.; Hill, H. R. Comparison of
three different methods for measuring classical pathway complement acti-
vity. Clin. Diagn. Lab. Immunol. 6:137-9.1999.

18 Takada, A; Imamura, Y; Takada, Y. Relationship between the haemolitic
activities of the human complement system and complement components.
Clin. Exp. Immunol. 35:324-8. 1979.

© 0

Enderego para correspondéncia:

Prof2 lara J. Messias-Reason

Rua Padre Camargo, 280 - Curitiba, Parana - Setor de Ciéncias da Salde
Departamento de Patologia Médica Hospital de Clinicas - UFPR

E-mail: imunopat@hc.ufpr.br

RBAC, vol. 34(2), 2002



Estudo das diferencas nutricionais do leite

humano maduro no inicio e final da mamada

Nutrition differences’ study from mature human milk
in the beginning and final of the suckle

Nylane Maria Nunes de Alencar'; Nédia Accioly Pinto Nogueiral; Maria Goretti Rodrigues de Queiroz;
Maria Marly Lopes Vieira Peixoto? & Sandra Mara Brasileiro Lima?

RESUMO - A lactacdo, do ponto de vista energético, é a maneira mais eficiente de atender as necessidades alimen-
tares dos mamiferos jovens, sendo o leite materno protetor, imunomodulador e ideal para suas necessidades. Este
nutriente apresenta modifica¢cdes importantes e normais em suas diferentes fases. Com base neste aspecto este
trabalho teve como principal objetivo investigar possiveis diferencas nutricionais no leite humano maduro no
inicio e no final da mamada. Foram analisadas amostras de 25 mulheres. As aliquotas foram obtidas no inicio e
final das mamadas, onde foram calculados os teores de gordura, energia e proteina. Como resultados encontramos
que as concentracoes dos trés componentes estudados encontram-se superiores no leite de final de peito quando
comparado com o leite inicial. Dados que devem ser esclarecidos pois a interrupcdo da mamada pode fazer com
que o lactente receba quantidades de nutrientes insuficientes para o seu crescimento e desenvolvimento.

PALAVRAS-CHAVE - Técnicas parasitolégicas, diagnostico laboratorial.

SUMMARY - Based on the energetic point of view, the lactation is the most effective way to supply the nutritional
needs of young mammals. The most important and normal alterations observed in the maternal milk composition
depending by the lactation stage. Thus, it was evaluated the nutritional differences in the mature milk from the
beginning and to the end of each suckle. 25 women’s samples were analysed. The aliquots were obtained in the
beginning and final of those sucked, the lipid, energy and protein contents were calculated. As result found that the
concentrations of the three parameters studied are superiors in the milk of chest end when compared with the initial
milk. Data that should be close to in general illustrious because the interruption of the sucked can do with that the

infant receives amounts of nutritious insufficient for your growth and development.

KEYWORDS - Human milk; differences nutrictional,; composition; suckle.
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INTRODUGAO

leite materno é inquestionavelmente o alimento

de escolha para o recém-nascido. Sua composi-
cdo é designada para fornecer energia e nutrientes ne-
cessarios em quantidades apropriadas, além de per-
mitir a adaptacdo do recém nascido e sua transicao
bem sucedida para a vida p6s-natal independente (Ro-
gan & Gladen, 1993).

A formacéo do leite humano consiste de trés eta-
pas: colostro, fluido amarelado e espesso produzido
nos quatro primeiros dias apos o parto; leite de transi-
cdo, produzido entre o quarto e o décimo quinto dia
pos-parto e leite maduro, produzido com a continua-
cdo do leite de transicao. Em cada uma destas etapas,
as amostras de leite apresentam caracteristicas bio-
quimicas adequadas para um determinado periodo da
vida do lactente. O colostro € mais rico em proteinas e
mais pobre em carboidratos e gordura do que o leite
maduro (Lawrence, 1989).

O leite humano é muito mais do que uma simples
colecdo de nutrientes, é uma substancia viva de gran-
de complexidade bioldégica, com capacidade ndo s6
nutritiva como também protetora e imunomoduladora

(Ducan et al., 1993; Tozzi et al., 1993). O leite maduro
e o colostro contém anticorpos e fatores antiinfeccio-
sos que nao estdo presentes no leite de vaca (Howie et
al., 1990). A gordura é o nutriente de concentracao
mais variavel no leite humano, esta pode passar de
aproximadamente 2 g/dL no colostro para 4,5 g/dL no
leite maduro. Os lipidios fornecem 50% das calorias
no leite materno, sendo que em algumas mulheres a
concentracao deste nutriente no leite de final da ma-
mada pode ser cinco vezes maior do que no inicio (Fo-
mon et al., 1984).

A composicado do leite materno é singularmente
diferente daquela do leite de vaca. Apesar de ambos
fornecerem o mesmo valor caldrico, as fontes de nutri-
entes das calorias sdo diferentes. As proteinas forne-
cem 6 a 7% das calorias no leite materno e 20% no
leite de vaca. Além disso, o leite materno é rico em
nucleotideos, principalmente quando se trata de co-
lostro. Outro fato que ressalta a importancia da ama-
mentacdo é a alta concentracdo de cistina e taurina no
leite humano, aminoacidos considerados essenciais
para os recém-nascidos A lactalbumina, uma proteina
de facil digestdo, corresponde a 60% da proteina do
leite materno, enquanto no leite de vaca, 80% da pro-
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teina total esta representada pela caseina, que forma
coagulos espessos dificeis de serem digeridos pelo bebé
(Fomon et al., 1984).

No primeiro ano de vida a necessidade protéica da
crianca por unidade de peso corporal é maior do que
em qualquer outro periodo. Nutrientes e energia sdo
necessarios ndo s6 para manter as fungoes e ativida-
des do organismo, mas principalmente para deposi-
cdo tissular. Questdes importantes como o tempo de
duracao de cada mamada e o intervalo entre estas,
devem ser bem definidas e aceitas.

Apesar do crescente interesse pelo leite humano,
principalmente nos paises subdesenvolvidos, poucos
estudos tém sido realizados na tentativa de comparar
o conteudo do leite humano anterior e posterior. As
pesquisas se concentram no que diz respeito as diver-
sas fases de maturacao do leite. Desta forma, na tenta-
tiva de enfatizar a importancia nutricional da duracéo
das mamadas para o recém-nascido, resolvemos in-
vestigar neste trabalho as possiveis diferencas nutri-
cionais entre o leite humano obtido no inicio e no final
de cada mamada.

MATERIAL E METODOS

Amostra biolégica

Foram utilizadas amostras de leite humano madu-
ro de 25 doadoras do Banco de Leite Humano da Ma-
ternidade Escola Assis Chateaubriand da Universida-
de Federal do Ceard (MEAC/UFC). As aliquotas fo-
ram coletadas no inicio e no final das mamadas, sendo
entdo distribuidas em dois grupos, os quais foram de-
nominados como leite anterior e leite posterior respec-
tivamente.

Determinagéo do teor de gorduras

O teor de gorduras foi determinado pelo método do cre-
matdcrito, anteriormente descrito por Lucas et al., (1978).

As amostras de leite foram colocadas em tubos ca-
pilares (75 x 1,5 mm) e submetidas a centrifugacdo em
12.000 g por 15 minutos. Nesse intervalo ocorreu a
separacao entre o creme e soro do leite. Sendo entao
aferido o comprimento da coluna de creme e da colu-
na total de produto (coluna de creme + coluna de soro,
expressos em mm). O teor de gordura foi obtido usan-
do as seguintes formulas:

Coluna de creme (em mm)
Coluna total de produto (em mm)

Teor de Creme(%) - 0.59
1,46

% Teor de Creme = x 100

% Teor de Gordura =

Determinacéo de energia

A determinacéo do valor energético da gordura das
amostras de leite foi feita usando-se a formula de conver-
sdo de energia descrita por Southgate and Durbin (1970)

Energia (Kcal/L) = 66.8 x Teor de Creme (%) + 290

Determinac¢do da concentracdo protéica

A concentracdo protéica das amostras de leite foi
determinada seguindo-se a metodologia descrita por
Bradford (1976).

Analise estatistica

As diferencas estatisticas entre os grupos foram de-
terminadas através de andlise de varidncia (Anova) e
teste de Ducan para multiplas comparagédes. O p<0,05
foi fixado para indicar significancia estatistica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A determinacao do valor percentual de gordura das
amostras de leite analisadas neste estudo demonstra
uma diferenca estatisticamente significativa na quanti-
dade de gordura entre o leite colhido no inicio das ma-
madas (leite anterior) em relacdo aquele obtido no final
destas (leite posterior), sendo o contetido lipidico deste
ultimo superior em todas as amostras. No leite colhido
no inicio da mamada a percentagem de gordura varia-
va de 0,5 a 4,0 % e naquele obtido no final este percen-
tual era de 1,8 a 9,7 % (Fig. 1A e 1B). De acordo com
Drewett et al. (1982), em algumas mulheres a concen-
tracdo de gordura no leite posterior é 4 a 5 vezes maior
do que no leite anterior. Acredita-se que este alto teor
de gordura nas amostras de leite obtidas no final das
mamadas, possivelmente tenha uma participacdo na
regulacao do apetite do lactente, embora, isto nao te-
nha sido demonstrado em bebés alimentados com ma-
madeiras e com conteudos de gordura variaveis.

Em relacdo ao aporte energético, as amostras de
leite posterior também mostraram-se mais ricas do que
aquelas obtidas no inicio da mamada, nas quais 40 %
apresentou perfil energético em torno de 350 a 400
Kcal/L, sendo que as mais altas densidades (700 a 750
Kcal/L) foram atingidas somente por 8% destas. Po-
rém, em se tratando do leite posterior observou-se um
aumento médio de 36,3% do conteudo energético,
quando comparado ao leite anterior, os valores ener-
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FIG. 1 - Percentual de Gordura determinado em 25 amostras de leite no
inicio da mamada (leite anterior) e no final (leite posterior). No painel A as
barras representam o valor de gordura de cada amostra de leite analisada,
no painel B a média destes E.P.M. O asterisco indica significancia estatistica
(p <0,05) da diferenca entre os dois grupos (Anova - teste de Ducan)
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FIG. 2 - Valor energético demonstrado em 25 amostras de leites no inicio
da mamada (leite anterior) e no final (leite posterior). No painel A as barras
representam o aporte energético em Kcal/L de cada amostra analisada, e
no painel B a média destes E.P.M. O asterisco indica significancia estatistica
(p <0,05) da diferenca entre os dois grupos (Anova - teste de Ducan)
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FIG. 3 - Contetido protéico demonstrado em 25 amostras de leites no inicio
da mamada (leite anterior) e no final (leite posterior). No painel A as barras
representam os valores de proteina em g/dl de cada amostra analisada, e
no painel B a média destes E.P.M. O asterisco indica significancia estatistica
(p <0,05) da diferenca entre os dois grupos (Anova - teste de Ducan)

géticos predominaram entre 800 a 950 Kcal/L (Fig. 2A
e 2B) o que ja era de se esperar, uma vez que houve
um aumento no contetdo de gorduras no leite posteri-
or. Este valor é considerado significante no que diz
respeito a nutricdo de bebés. As gorduras poupam as
proteinas para a sintese de tecidos, ao invés destas

RBAC, vol. 34(2), 2002

serem utilizadas para a producéo de energia (Karlson
etal., 1978). Desta forma, como o leite final proporcio-
na maior ingestdo de calorias é importante que néo se
interrompa a mamada ou que a ordenha manual nao
se limite apenas ao leite inicial, pois seu conteudo ca-
lérico ¢ insuficiente.

De acordo com os nossos resultados a concentra-
cdo de proteinas no leite de final de peito na maioria
das amostras, mostrou-se quase o dobro daquela en-
contrada no leite do inicio (Fig. 3). As proteinas estdo
presentes em todas as fases de maturacao do leite. Nas
amostras obtidas no inicio da mamada predominam
as proteinas hidrossoltuveis (albuminas e globulinas)
as quais ndo tém funcao nutricional e sim de defesa.
Por outro lado, no leite de final de peito a fracao pro-
téica é predominantemente formada pela caseina, uma
proteina que tem funcédo plastica. A caseina carreia a
matéria nitrogenada sustentando o aporte protéico e
energético do lactente (Blook et al., 1985).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho enfatizam o
valor nutricional do leite de final de peito, ressaltando
assim a importancia de ndo se limitar arbitrariamente a
duracao da mamada, para que o infante possa ingerir
um alimento em quantidades apropriadas de nutrien-
tes necessdrios para o seu crescimento e desenvolvi-
mento. Além disso, o contato da mae com o filho duran-
te a amamentacao facilita a aproximacao. Portanto, tor-
na-se imprescindivel uma prévia orientacao das méaes
em relacdo a importancia da amamentacao para o filho
bem como a maneira adequada de amamenta-lo.
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Diagnostico coproparasitologico:
estudo comparativo entre os métodos
de Faust & cols., Lutz, Baermann & Moraes
e Coprotest”

Coproparasitological diagnosis: comparative study between
Faust et al., Lutz, Baermann & Moraes and Coprotest® methods
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RESUMO - Foram avaliadas parasitologicamente amostras fecais provenientes de 145 individuos pelos métodos de
Faust & cols, Lutz e Coprotest®, das quais 73 foram positivas por pelo menos um dos métodos. 116 amostras foram
analisadas pelo Baermann & Moraes sendo todas negativas. O Coprotest® apresentou maior eficiéncia para evi-
denciacdo de Blastocystis hominis e o Faust & cols. para Trichuris trichiura. Todos os métodos apresentaram boa
sensibilidade diagndstica, sendo que a associacdo destes demonstrou melhor eficacia diagnostica.

PALAVRAS-CHAVE - Diagnostico, parasitas intestinais, comparacdo de métodos.

SUMMARY — Fecal samples of 145 individuals were studied by Faust et al., Lutz and Coprotest® methods. 73 of them
were positive by one of the methods. All the 116 samples examined by Baermann & Moraes were negative. Copro-
test® showed efficacy to detect Blastocystis hominis and Faust et al. to Trichuris trichiura. All methods were able to
detect parasites, although the association of them showed best results.

KEYWORDS - Diagnosis, intestinal parasites, methods’comparison.

/

INTRODUGAO

s enteropasitoses continuam sendo uma importan-

te causa de morbidade humana, principalmente

em regioes onde existem baixas condicoes de sanea-

mento bésico e educacdo sanitaria''?. Apesar de se-

rem encontradas infeccdes parasitdrias intestinais em

hospedeiros de diversas faixas etarias, os pré-escola-

res e escolares apresentam maior indice parasitario,

nao sé quanto a maioria das espécies como na carga

parasitaria, onde pode ocorre reducdo do desenvolvi-
mento fisico-mental®'".

No coprodiagndstico parasitoldgico utilizam-se di-
versas metodologias, com fundamentos distintos. A
utilizacdo simultanea de técnicas com diferentes fun-
damentos, com o objetivo de aumentar a acurdcia diag-
noéstica e, conseqliientemente, diminuir os resultados
falso-negativos, bem como a comparacao de diversas
técnicas tem sido estudadas por diversos auto-
res>*®7911 Hst4 estabelecido que a coleta multipla de
amostras, em diferentes dias aumenta eficacia do diag-
nostico™®.

O presente estudo teve como objetivo comparar a
eficiéncia dos métodos de Faust & cols., Lutz, Baer-
mann & Moraes e Coprotest® no diagnéstico copropa-
rasitolégico.

MATERIAL E METODOS

Foram pesquisadas amostras fecais de 145 indivi-
duos de comunidades populares de Niteroi, sendo 73
do bairro de Jurujuba; 54 de Sdo Francisco (Morro do
Cavaldo) e 18 de Icarai (Morro da Cotia).

Foram coletadas quatro amostras fecais de cada in-
dividuo, armazenadas em frascos plasticos nao esté-
reis e limpos. Duas com conservante de Raillet & Hen-
ry, em dias diferentes, sendo homogeneizadas e pro-
cessadas pelas técnicas de Lutz'® e Faust & cols.?, e
sendo uma amostra, contendo fezes frescas, submeti-
da a técnica de Baermann & Moraes'®. A ultima foi
coletada no Kit Coprotest®, sendo processada segun-
do instrucoes do fabricante, tendo como fundamento a
centrifugo-sedimentacao pelo formol-acetato de etila®™.
Para facilitar a visualizacdo de estruturas parasitarias,
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na leitura do material, acrescentou-se 1 gota de solu-
¢éo salina (NaCl 0,89%) diretamente na lamina, diluin-
do-o.

RESULTADOS

Foram processadas 406 amostras, sendo 145 pelas
técnicas de Faust & cols.® e Lutz'®, 145 pelo Copro-
test® e 116 pela técnica de Baermann & Moraes'®. Em
relacao as 116 amostras frescas, todas foram negati-
vas para essas técnicas (Tabela I). Das amostras dos
145 individuos estudadas pelos outros trés métodos
73/145 (50,3%) foram positivas por pelo menos uma
das técnicas e 72/145 (49,7%) negativas pelas trés me-
todologias. O Coprotest® apresentou positividade em
59/145 amostras (40,7%), o Faust & cols. em 57/145
(39,3%) e o Lutz em 53/145 (36,5%) quando usados
isoladamente. Na evidenciagdo da maioria das espé-
cies parasitarias ndo foram observadas grandes dife-
rencas na positividade, quando utilizados os méto-
dos isoladamente, exceto na deteccao de Blastocystis
hominis pelo Coprotest® o qual apresentou positivi-
dade em 13 amostras e para Trichuris trichiura pelo
método de Faust & cols. com deteccdo em 7 amostras
(Tabela II). Em 17 amostras, positivas avaliadas pe-
los trés métodos, foram evidenciadas diferentes es-
pécies parasitarias.

TABELA |
Resultados encontrados através da analise de amostras
de 145 individuos residentes em comunidades carentes
de Niteroi, RJ, Brasil em 2001

Métodos

Total
Faust/Lutz [Faust/ | Faust/ Lutz/

Faust |Lutz |Coprotest ®
[Coprotest ® | Lutz |Coprotest ®| Coprotest ®

Positivo 03 | 02 12 40 09 05 02 73
Negatvo | 02 | 05 09 72 12 02 03 105
TABELA 11

Espécies parasitarias evidenciadas pelos métodos de
Faust & colaboradores, Lutz e Coprotest® em amostras
fecais de 145 individuos, provenientes de comunidades

carentes de Niteroéi, Rio de Janeiro, RJ em 2001

Métodos

Faust/Lutz [Faust/ | Faust/ Lutz

» .
Especies Faust | Lutz. Coprotest ™\ iconrovest ® [ Lutz  [Coprotest * |Coprotest ®

Giardia lamblia

Entamoeba histolytica

Entamoeba coli

Endolimax nana

Blastocystis hominis

Ascaris lumbricoides

Trichuris trichiura

lodamoeba butschilii

— |lo|lo|lo|lo |~ |~k |o
oclololo|lr,r M |lo|o

Enterobius vermicularis

~N|lo|lo|lsr|lo|l~r|lo|lo|lo |~
ololololomd || o | w
ol lo|lo|lr|lold| o|lw|o | w
o ololo|lw|lo(lr|[m|lo |~

—
©
~
w
—
o

Total

76

DISCUSSAO

No presente estudo nao foi observada positividade
pela técnica de Baermann & Moraes nas 116 amos-
tras. Nunes e cols.?, estudando 400 amostras fecais,
observaram positividade em 57. Ja, Mello, Rocha &
Moreira®, em um estudo com 182 amostras, obtiveram
positividade em 9. A auséncia de positividade para
larvas de nematoides, no presente estudo, sugere a
inexisténcia ou baixa circulacao de Strongyloides ster-
coralis nas areas estudadas, estando associado a con-
di¢oes ambientais desfavoraveis ao parasita, uma vez
que, apesar de se ter deficiéncia no saneamento e con-
digées higiénicas precéarias favorecendo a contamina-
cao fecal do solo, a compactacao do mesmo e a insola-
cdo direta provavelmente inviabilizam a sobrevivén-
cia de larvas neste ecossistema. A ndo recuperacao de
ovos ou larvas de ancilostomideos na amostra, tam-
bém demonstra a possivel baixa circulacdo ou inexis-
téncia de infeccoes parasitarias ativas cutaneas.

Os dados deste trabalho sugerem que as trés técni-
cas avaliadas apresentaram eficiéncia diagnostica si-
milares (Coprotest® -40,7%; Faust & cols. -39,3% e Lutz
-36,5%). Tal fato, também, foi observado por Mello e
cols.” num estudo comparativo entre Coprotest® e se-
dimentacdo espontdnea, com 76 amostras, no qual os
autores propdoem o uso de ambas indistintamente na
rotina laboratorial.

Nunes e cols.® avaliando os métodos de Faust & cols
e Hoffman, Pons & Janer na rotina sistematica para
diagnéstico das enteroparasitoses, verificaram efica-
cia semelhante para os dois métodos, observando maior
sensibilidade para deteccdo de cistos de protozodrios
e ovos leves por Faust & cols e melhor desempenho da
técnica de Hoffman, Pons & Janer na detecgdo de ovos
pesados de helmintos.

Cerqueira & Barreto?, num estudo comparativo en-
tre sedimentacdo espontdnea Ritchie e sedimentacao
por centrifugacéo, sugerem que a técnica de sedimen-
tacdo espontanea continua sendo a melhor técnica para
pesquisa de ovos de helmintos, perdendo eficiéncia
na deteccdo das formas de enteroprotozodrios sem,
contudo, deixar de ser considerada uma excelente téc-
nica (mesmo para estes).

Neste estudo, foram observadas pequenas diferen-
cas na capacidade de deteccdo, para a maioria das es-
truturas parasitarias, pelos trés métodos. O Coprotest®
mostrou-se mais eficiente na deteccao de Blastocystis
hominis quando comparado aos demais. Ja o Faust &
cols mostrou-se mais eficiente para diagnostico de Tri-
churis trichiura. Fioriti e cols.* também observaram tal
discordancia entre Lutz e Coprotest® na deteccdo de
Blastocystis hominis, embora ambas concordem na evi-
denciacdo de helmintos. O uso dos trés métodos asso-
ciados demonstrou aumento da eficiéncia diagnostica.

O encontro de diferentes espécies parasitarias em
17 das amostras positivas pode ter sido oriunda de er-
ros do operador no procedimento técnico, variacdo na
sensibilidade do método em relacao a estrutura parasi-
taria ou diferencas de carga parasitaria nas amostras
coletadas em dias diferentes. Segundo Mello, Rocha &
Moreira® a possibilidade da coleta de multiplas amos-
tras fecais, aumenta a sensibilidade de detec¢ao para-
sitéria, especialmente naquelas que apresentam perio-
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do negativo como na giardiase. Cartwright! verificou
que o uso de apenas uma amostra gera uma sensibili-
dade de 75,9%, sendo aumentada para 92% com a cole-
ta em dois dias diferentes. Uma terceira coleta gera in-
formacoes adicionais em apenas 8% das amostras.

O Coprotest® apresentou f4cil exeqiiibilidade, re-
duzindo o mau cheiro, vidraria, e reduzindo o tempo
de execucdo, demonstrando-se bastante eficiente no
coprodiagndstico, em especial na detecgdo de Blasto-
cystis hominis. Tais fatos também foram observados por
Fioriti e cols.?, Mello, Rocha & Moreira®, os quais rela-
tam que o Coprotest® foi implementado visando au-
mento da sensibilidade associado a reducéao do conta-
to com as fezes, tornando o processo mais biosseguro,
pois elimina o contato do técnico com fezes frescas.

Segundo Young e cols.”® o uso do acetato de etila
substituindo o éter no processamento de amostras fe-
cais parece aumentar a eficiéncia na deteccdo do nu-
mero global de formas parasitarias de organismos e
variedade de espécies, sem distorcer ou alterar sua
morfologia. O acetato de etila é menos inflaméavel que
o éter, além de néo ter limitacdes para uso, sendo mais
eficiente na deteccao de cistos de Giardia lamblia e
ovos de Hymenolepis nana. Tal fato também foi obser-
vado no presente trabalho.

Foi verificado, neste estudo, que pelo Coprotest®, 0)
material para leitura mantém muitos residuos, dificul-
tando a visualizacao das estruturas. Objetivando re-
duzir este problema, a técnica foi modificada, sendo o
material diluido posteriormente sobre a ldmina com
uma gota de solucao salina (NaCl 0,89%), o que resul-
tou em campos de leitura mais limpos.

A associacdo de métodos no estudo das amostras
dos 145 individuos aumentou a eficiéncia no diagnés-
tico, havendo concordancia de positividade em 27,6%
destas. Santos e cols.' relatam que a realizacao de
exames coproscopicos por dois métodos (Faust & cols.
e Hoffman, Pons & Janer) visa aumentar a probabili-
dade de diagndstico, tendo em vista a maior eficiéncia
de cada um dos métodos.

Mesquita e cols.® sugerem que para obtencdo de
maior eficiéncia, em qualquer diagnostico parasitolo-
gico por contaminacao fecal, torna-se ideal o uso de pelo
menos duas técnicas com fundamentos diferentes.

Uma vez que foi observado similariedade nos re-
sultados obtidos pelos diferentes métodos, pode-se
concluir que todos apresentaram significativa eficién-
cia no coprodiagndstico. Deve-se ressaltar, contudo,
que a associacdo de métodos aumenta a acurdcia diag-
noéstica, bem como quando é utilizada a coleta de amos-
tras multiplas no mesmo frasco ou néao.
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Estudo imunocitoquimico de proliferacao
celular (MIB-1) em sedimento de fluido
peritoneal na endometriose pélvica

Immunocytochemical study of cellular proliferation (MIB-1)
on peritoneal fluid sedment in pelvic endometriosis

José Eleutério Junior; Diane Isabelle Magno Cavalcante?; Francisco das Chagas Medeiros®
& Francisco Valdeci de Almeida Ferreira*

4 N
RESUMO - Foi objetivo do presente estudo avaliar a atividade proliferativa (MIB-1) de célula endometriais e ma-
créfagos peritoneais em esfregacos de sedimento de fluido peritoneal de pacientes com endometriose em relacao
a um grupo de referéncia. Estudou-se a atividade proliferativa (MIB-1) de células endometriais e de macrdéfagos
peritoneais, em esfregagos do sedimento de fluido peritoneal de 20 casos de endometriose pélvica e 20 de um
grupo de referéncia. Os dados foram submetidos ao teste t de Student para significancia estatistica. A expressao de
MIB-1 (atividade proliferativa) em célula endometriais teve uma média de 3,73%. O grupo de referéncia teve uma
expressdo média de 2,99%. Nao houve diferenca significante entre os grupos (p = 0,5316). Em macréfagos perito-
neais a atividade proliferativa, estudando todos os casos foi maior no grupo com endometriose pélvica (p < 0,0001).
Desta forma, nao houve diferenca da expressao de MIB-1 em células endometriais entre casos do grupo de endo-
metriose e do grupo de referéncia, em contraste com o comportamento em tecidos. Mas, a atividade proliferativa
de macréfagos foi significativamente maior no grupo de endometriose pélvica, indicando um importante papel na
sua patogénese. Um maior ntimero de casos deve ser estudado para melhor avaliar os achados.

PALAVRAS-CHAVE - Endometriose, atividade proliferativa, MIB-1(Ki67).
N J

4 N
SUMMARY - The purpose of this study was to evaluate the proliferative activity (MIB-1) in endometrial-like cells and
peritoneal macrophages on smears of peritoneal fluid sediment from patients with endometriosis and a control group.
Proliferative activity (MIB-1) was studied in smears of endometrial-like cells and peritoneal macrophages, on perito-
neal fluid sediment, in 20 cases with pelvic endometriosis and 20 of control group. The data were submitted to t
Student test to evaluate statistical significance. MIB-1 expression (proliferative activity) in endomerial-like cells was
demonstrated in 12 cases, in endometriosis group, with a mean of 3.73%. The control group had a mean expression
of 2.99%. There was no statistical significance (p = 0.5316). In peritoneal macrophages the proliferative activity
(MIB-1), studying all cases, was higher in endometriosis group (9.38%) than in control group (2.03%) (p < 0.0001).
There was no difference of MIB-1 in endomelrial-like cells belween cases with endometriosis and control group, in
contrast with tissue behavior. But the macrophages proliferative activity was significantly different between the
groups, indicating an important role in pathogenesis of endometriosis. More cases must be studied to better evalua-
tion of these findings.

KEYWORDS - Endometriosis, peritoneal fluid, proliferative activity, MIB-1 (Ki67).
\§ %

INTRODUGAO

o anticorpo monoclonal Ki-67 (MIB-1), reconhece
um antigeno nuclear que é expresso em todas as
fases do ciclo celular, exceto GO'. Em 1984, Gerdes e

Considerando-se ser a endometriose peritoneal e
ovariana um estado de maior proliferacao epitelial onde
a regulacao hormonal é diferente da do endométrio,
observou-se em estudos de bidépsia, uma mais alta ati-
vidade proliferativa de lesdoes endometrioticas, basi-

cols.?, reportaram uma correlagdo entre a fragao de célu-
las proliferativas, medida por autorradiografia apds in-
corporacao de timidina, e o nimero de células coradas
pelo anticorpo Ki-67 (MIB-1). Atualmente, o uso de anti-
corpo monoclonal Ki-67 (MIB-1) apresenta-se como uma
técnica simples, rapida e sensivel para detectar ativida-
de proliferativa celular® . Em uma revisao da literatura
Brown e Gatter (1990)° concluem que este anticorpo pode
ser amplamente utilizado para medir estado proliferati-
vo de populacoes celulares em uma variedade de lesoes
neopldsicas, condi¢des ndo neoplésicas e tecido normal.

camente as vermelhas, nas fases menstrual e secre-
toria explicada pela falha de expressdo de receptores
de progesterona em suprimir a atividade proliferativa
na fase secretoria’.

Levando-se em conta que os esfregacos de sedimento
de fluido peritoneal de pacientes com endometriose
pélvica contém numerosas células mesoteliais, poden-
do apresentar também grupos de células uniformes com
grande nucleo vesicular, cromatina grosseira e escasso
citoplasma, sugerindo tratar-se de células de caracte-
risticas endometriais*®, além de macrofagos de forma
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quase constante?, é possivel imaginar a possibilidade
de estudar o estado proliferativo (MIB-1) de elementos
glandulares e de macrofagos nestes esfregacos. Assim,
€ objetivo deste estudo fazer esta abordagem e identifi-
car possiveis diferencas de atividade proliferativa epi-
telial e/ou macrofdgica em elementos de fluido perito-
neal de pacientes com endometriose pélvica em rela-
¢ao a uma populacao sem a doenca.

MATERIAL E METODOS

Quarenta esfregacos confeccionados (20 a partir de
um grupo de mulheres com endometriose pélvica e 20
de mulheres submetidas a laparoscopia com outros
diagnésticos, considerado grupo de referéncia) foram
processados por imunocitoquimica para identificacao
de atividade proliferativa (MIB-1) de células epiteliais
e macréfagos. A idade média das pacientes do grupo
endometriose foi de 31,5 anos e do grupo controle foi
de 32,2 anos. As laparoscopias de forma rotineira eram
realizadas na primeira fase do ciclo menstrual.

Os esfregacos fixados em alcool a 95% foram sub-
metidos a recuperacao antigénica em microondas
(15min, 650W em tampaéo citrato), em seguida, incu-
bados com anticorpo monoclonal MIB-1 (clone KiS5
Dako) por 14 horas em camara tmida. A revelacao foi
feita com complexo peroxidase-anti-peroxidase (PAP).

Nos esfegacos, através de andlise em microscopia
optica, utilizando videomicroscépio com camera de
marca Samsung acoplada a microscopio Nikon trio-
cular, com placa de captura de imagem e video, em
computador com placa Intel tipo KII 66, foram obser-
vados os percentuais de nucleos marcados em células
com caracteristicas citomorfolégicas de origem endo-
metrial e em macrofagos, na tentativa de quantificar e
relacionar sua atividade proliferativa. Todas as anéli-
ses foram realizadas utilizando-se aumentos de 400 e
1000 vezes, contando-se um minimo de 200 células
por esfregaco para cada grupo estudado. Foi utilizado
o teste t de Student para significancia estatistica.

O projeto de pesquisa foi apreciado e aprovado pelo
comité de ética em pesquisa da instituicao.

RESULTADOS

A expressao de MIB-1 em células epiteliais foi pos-
sivel em apenas 12 casos do grupo de endometriéti-
cas, pois ndo haviam grupamentos com caracteristi-
cas que permitissem afirmar serem células com pro-
vavel origem endometrial nos demais casos. Dentre
aqueles com grupamentos epiteliais tipo glandular,
apenas um foi negativo para MIB-1 (8,33%). Dos posi-
tivos a proporcao média de expressao entre as células
de aparéncia epitelial foi de 3,73% (desvio padréo
[dp]=1,63%) . No grupo de referéncia a positividade
ocorreu em 3 de 6 casos (50%) em que se identifica-
ram tais células epiteliais, tendo uma proporgcao mé-
dia de 2,99% (dp=1,58%). (p = 0,5316) (Figura 1).

O MIB-1 em macro6fagos mostrou-se positivo em to-
dos os casos de endometriose pélvica (expressdo média
de 9,38% e dp de 2,62%) e em 55% nos casos de referén-
cia (expressdao média de 2,79% e dp 1,84%). (p<0,0001).
Ressalte-se que a expressao de MIB-1 entre as endo-
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metridticas nunca foi inferior a 5% e entre os casos con-
trole nunca foi superior ou igual a 5% (Figura 2).

Fazendo-se uma incursao apenas nos casos de en-
dometriose em que lesdes vermelhas foram identifica-
das durante a laparoscopia, observou-se expressao
média de MIB-1 em células epiteliais (presente em
85% dos casos estudados) de 3,5% (dp=1,77%) (Figu-
ra 3) e em macrofagos (presente em 100% dos casos
estudados) expressou-se numa média de 9,22%
(dp=2,7%) (Figura 4).
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Referéncia Endometriose

FIG. 1 - Expressao de MIB-1 em células tipo endometrial de esfregacos de
fluido peritoneal em pacientes com endometriose (n=12) e grupo de
referéncia (n=3). Intervalo de confianca 95%. p = 0,5316
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FIG. 2 - Expressao de MIB-1 em macrofagos de esfregagos de fluido
peritoneal em pacientes com endometriose (n=20) e grupo de referéncia
(n=20). Intervalo de confianca 95%. p < 0,0001
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FIG. 3 - Comparacao entre a expressdao média de MIB-1 em células tipo
endometrial entre casos de endometriose com lesdao vermelha e grupos
de endometriose e referéncia.
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FIG. 4 - Comparacéao entre a expressao média de MIB-1 em macréfagos
peritoneais de casos de endometriose com lesao vermelha e grupos de
endometriose e referéncia.

DISCUSSAO

Em tecidos endometriéticos, Klein e cols. (apud Ni-
solle e Donnez, 1997)' observaram ocasionais células
glandulares coradas, em tecido, pelo Ki-67 em uma
taxa consistentemente menor que 1%. Ao contrario,
Nisolle e Donnez (1997)*, encontraram uma maior in-
dice de proliferacdo glandular em endométrio ectopi-
co (0,2 a 41%). Durante a fase secretoria houve uma
reducdo neste indice tanto em lesdes vermelhas como
em lesoes negras. Estes autores sustentam também
uma independéncia hormonal relativa ou, pelo menos,
a existéncia de mecanismo de controle diferente em
relacao a focos endometridticos.

Na andlise de MIB-1 em células com caracteristi-
cas epiteliais se observou expressao no grupo de paci-
entes com endometriose em 91,67% e no grupo de re-
feréncia a expressao ocorreu em 50% dos casos, nao
havendo significancia estatistica no percentual de
nucleos positivos entre os grupos estudados
(p=0,5316). Comparando-se com dados até entdao ob-
tidos em estudos de bi6psias, a tinica observacao a ser
feita é da falta de conhecimento que se tem sobre o
comportamento destas células quer em tecidos, onde
a variacao de atividade proliferativa encontrada é
muito grande, quer em células esfoliadas em fluido
peritoneal até entdo pouco estudadas'”.

Levando-se em conta apenas os casos que apresenta-
vam lesoes vermelhas a laparoscopia, em 85% das vezes
houve expressao de MIB-1 em células com caracteristi-
cas epiteliais endometriais, cuja média da percentagem
de nucleos corados foi de 3,5%, com evidente semelhan-
¢a ao grupo geral. Assim, os elementos glandulares, em
esfregacos de sedimento de fluido peritoneal, parecem,
mesmo em condicoes de aparente auséncia de endome-
triose, manifestar atividade proliferativa, que por sua vez
tende a evidenciar-se de maneira semelhante quer com
a presenca de lesoes vermelhas ou nao.

Halme e cols. (1987)° , sugerem que em casos de
endometriose a maturacao celular macrofdgica ocor-
re, com aparecimento de células mais volumosas e mais
ativas, capazes de liberar substancias que estimula-
riam a multiplicacdo e implante de células endome-
triais que chegam a cavidade peritoneal. Halme e cols.
(1983)7(1988)?, Leslie e cols. (1984)°, Samejima e cols.
(1989)'°, Rana e cols. (1996)'! e Loh e cols. (1999)
consideram que os macrofagos peritoneais, em casos
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de endometriose, estariam com uma maior ativacao e
secretando diversas formas de fatores de crescimento.
Para Loh e cols. (1999)"a diferenca entre macrofagos
peritoneais em mulheres com endometriose e normais
foi mais qualitativa que quantitativa.

Em todos os casos do grupo de endometriose o
MIB-1 foi expressado por macréfagos, enquanto no
grupo de referéncia a expressao ocorreu em 55% dos
casos. Entre os grupos foi observado uma diferenca
estatistica significante (p < 0,0001) do percentual de
nucleos corados para MIB-1, indicando claramente
uma maior atividade proliferativa macrofdgica nos
quadros de endometriose. Embora ndao tenham sido
ainda realizado estudos abordando a atividade macro-
fdgica desta maneira, outros tém demonstrado por ou-
tras metodologias um papel importante destes elemen-
tos celulares na patogénese da endometriose” 89101112,

Assim, embora a atividade proliferativa em células
tipo endometrial, avaliadas por MIB-1, presentes em flui-
do peritoneal tenha se demonstrado de pouca ajuda no
acompanhamento e diagnostico de endometriose, o es-
tudo imunocitoquimico por MIB-1 de macréfagos apon-
ta uma diferenca significante entre os grupos de porta-
doras de endometriose pélvica e referéncia, que deve ser
mais estudada procurando-se um maior numero de ca-
sos para um melhor conhecimento do enigmatico papel
destas células no mecanismo da endometriose.
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Exame do liquido ascitico nos laboratorios

do estado de Santa Catarina

Ascites liquid examination in the state of Santa Catarina

Patricia Haas*; Kenya Thiesen & Cidénia L. Vituri

RESUMO - Existem numerosos métodos para o estudo do liquido ascitico. Avaliamos a metodologia aplicada nos
laboratérios do estado de Santa Catarina, através do envio de questiondrios para os laboratérios das maiores
cidades do Estado, com objetivo de estabelecer um perfil metodolégico do exame do liquido ascitico abrangendo
as seguintes areas: as andlises citoldgicas, bioquimicas, microbiolégicas e provas complementares. Observamos
que nas analises citolégicas, bioquimicas e microbioldgicas da amostra de liquido ascitico ndo hd uma homogenei-
dade nos protocolos entre os laboratérios para a maioria das andlises.

PALAVRAS-CHAVE - Liquido ascitico.

SUMMARY - Numerous methods exist for the study of Ascites liquid. We evaluated the methodology applied in the
laboratories of the state of Santa Catarina, with the objective of establishing a methodological profile of ascites
liquid examinations, questionnaires were sent to the laboratories in the largest cities of the State, covering the follo-
wing areas: cytological, biochemical and microbiological analyses and supplementary examinations. We observed
that in the cytological, biochemical and microbiological analyses of the ascites liquid sample, there was not homo-

KEYWORDS - Ascites liquid.

geneily in the protocols among the laboratories for the majority of the analyses.

J

INTRODUCAO

A cavidade peritoneal é uma pseudocavidade fe-

chada do organismo. Diz-se pseudo por somente
se tornar cavidade quando ocorre um acumulo de li-
quido no seu interior®, Essa cavidade é revestida por
uma membrana serosa que envolve os 6rgaos da cavi-
dade abdominal e da pelveg, sendo esta membrana
composta por dois folhetos, denominados de membra-
na parietal (a porcao que reveste as paredes da cavi-
dade) e a membrana visceral (a porcao que reveste os
orgaos)®®?. Cada um desses folhetos ¢ constituido por
uma camada de células mesoteliais repousando sobre
um suporte de tecido conjuntivo®. Entre esses folhetos
h& uma quantidade de liquido suficiente para dimi-
nuir o atrito sofrido pelas membranas com a movimen-
tacdo dos 6rgaos que ela reveste, denominado liquido
peritoneal®®®,

O liquido peritoneal é formado através de uma ultra-
filtracdo do plasma pela membrana parietal e reabsor-
¢ao pela membrana visceral®®, sem a participacdo de
nenhum outro material formado pelas células das mem-
branas que revestem esta cavidade®®, sendo sua produ-
cdo e reabsorcao dependente da pressdo hidrostatica
exercida pelos capilares, a pressdo coloidal (oncoética)
exercida pelo plasma, reabsorcdo linfatica e a permeabi-
lidade capilar®®. O volume desse liquido normalmente

ndao se altera, pois a velocidade de producéao e de reab-
sor¢do sdo proporcionais’. Normalmente existe cerca de
50 ml®, sendo por alguns autores aceito normal até 100
ml® do liquido presente na cavidade peritoneal.

O derrame do liquido peritoneal, recebe o nome de
ascite, e o liquido é conhecido como liquido ascitico®®#,
Os derrames podem ser classificados em dois grupos,
com base na causa do acumulo de liquido; sendo divi-
didos em transudato e exsudato"*>%”%°, Um transuda-
to é um derrame causado por fatores mecanicos ou sis-
témicos, rompendo o equilibrio entre a filtracdo e a
reabsorcdo (doencas nédo inflamatorias, como insufi-
ciéncia cardiaca por exemplo)**®7%° Um exsudato é
um derrame causando comprometimento direto dos re-
vestimentos mesoteliais (doencas inflamatérias, infec-
¢oes e neopldsicas)®***789 O liquido para a realizagao
dos exames laboratoriais é colhido por aspiracéo e esse
procedimento recebe o nome de paracentese abdomi-
na11,3,5,6,7,8,9,10.

Os exames de rotina que iram propiciar a classifi-
cacdo em transudato e exsudato sdo: aparéncia; con-
tagem celular global e diferencial; analises bioquimi-
cas e microbiolégicas as quais sdo realizadas da mes-
ma maneira em todos os liquidos serosos®.Entretanto
o significado dos resultados e a necessidade de reali-
zar provas especiais variam muito de um liquido para
o outro®.

Recebido em 4/7/2000
Aprovado em 22/11/2001
*Departamento de Andlises Clinicas -UFSC
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Os protocolos, de rotina, da andlise do liquido as-
citico incluem cuidados que vao desde o acondiciona-
mento da amostra®*’? aspectos fisico-quimi-
cos?358781011 “ayames citolégicostZ34>6781011 Kioqui-
micos**>7#1%11 e microbiologicos****” ! tendo também
como possibilidade para avaliacdo, provas complemen-
tares, as quais possuem uma variabilidade das técni-
cas entre os laboratorios.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi realizar um levanta-
mento, em relacdo ao perfil metodolégico do exame
de liquido ascitico no estado de Santa Catarina, quan-
to ao acondicionamento da amostra, as andlises cito-
logicas, bioquimicas, microbiolégicas e quando reali-
zadas, as provas complementares.

MATERIAIS E METODOS

Enviamos 77 questiondrios para os laboratérios de
andlises clinicas das maiores cidades de cada regido
do estado de Santa Catarina (Sul, Norte, Centro-Oes-
te, Oeste, Vale do Itajai e Capital). Os questiondrios
foram elaborados abrangendo as andlises recomenda-
das para rotina de laboratorios tais como:

¢ Fisico-quimicos - pH, cor, aspecto e densidade.

* Citoldgicas - citologia global, citologia diferencial.

* Bioquimicas - dosagem de glicose, proteinas, ami-
lase e albumina.

* Microbioldgicas - bacteroscopia, cultura e pes-
quisa de fungos.

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

Destes 77 questiondrios enviados, 13 laboratdrios
que realizam exame de liquido ascitico em suas roti-
nas, responderam aos questionarios.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo da metodologia utilizada na andlise do
liquido ascitico no estado de Santa Catarina foi reali-
zada com base nas respostas dos 13 laboratérios que
participaram da pesquisa. Esta pesquisa considerou
as cinco regides do estado de Santa Catarina e capital.
Selecionamos a maior cidade de cada regidao de acor-
do com dados demogréaficos e enviamos correspondén-
cia para todos os laboratérios destas cidades. Das 77
correspondéncias enviadas, 13 responderam ao ques-
tiondrio, ou seja, 16,9% dos laboratérios investigados.
Mesmo sendo uma proporcao pequena, consideramos
representativa, tendo em vista que a rotina de liquido
ascitico é pequena, quando comparada a rotinas dos
outros liquidos corpéreos como: liquido cefaloraqui-
diano (liquor).

Dos laboratérios que responderam ao questionario
pode-se analisar que existe uma variacao entre as for-
mas de acondicionamento da amostra biolégica. O
anticoagulante utilizado para andlises citoldgicas é o
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acido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) em 23,1%,
a heparina em 23% dos laboratérios e ndo responde-
ram a pergunta 53,9% dos laboratérios (Figura 1).
Quanto ao anticoagulante utilizado nas amostras, para
andlises bioquimicas, a heparina ¢ utilizada por 23%
dos laboratérios; heparina e/ou separagdo natural em
7,7%; anticoagulante G Winer em 7,7%, e ndo respon-
deram 61,5%. A quantidade colhida para realizacdo
do exame deve ser grande para que fiquem disponi-
veis amostras adequadas para cada um dos setores do
laboratorio®. A paracentese diagnostica é realizada na
maioria dos pacientes com ascite nova ou ja existente,
quando houver alteracao no quadro do paciente®. O
volume minimo para a realizacdo do exame completo
¢ de 30 m1*°. Ainda pode ser realizado a lavagem peri-
toneal diagnostica em casos onde se suspeita que o
paciente possua um traumatismo fechado na area ab-
dominal, além de avaliar pacientes com suspeita de
peritonite aguda ou pancreatite®. Pode-se utilizar ain-
da o liquido de didlise peritoneal, a fim de evidenciar
infec¢oes®>®®, A importancia dos exames realizados de-
pende da suspeita e do tipo de amostra®. A coleta da
amostra feita para realizacdo de provas bioquimicas
geralmente nao requer o uso de anticoagulantes®, ou
amostras heparinizadas®, ja as amostras bacteriolégi-
cas e citologicas podem ser coletadas com EDTA ou
heparina sédica estéril’*’ e as amostras devem ser con-
centradas antes da realizagao dos exames®’. As amos-
tras destinadas a cultura devem ser colhidas em fras-
cos estéreis’?. Deve ser colhida também uma amostra
sem anticoagulante para a observacao de coagulacao
espontanea’. Amostras para estudos especiais como
Mycobacterium, bactérias anaerdbias ou virus, podem
requerer procedimentos de manuseio especiais®.
Com relacao as avaliacoes fisico-quimicas (Figu-
ra 2) pode-se analisar que haja uma ligeira variacdo
entre os laboratorios que as realizam. O pH ¢é analisa-
do por 84,6% dos laboratdrios. O pH auxilia a diferen-
ciacdo das diversas causas de derrame no liquido as-
citico. Principalmente quando associado a contagem
leucocitaria®. Um pH inferior a 7,32 ou uma diferenca
de pH sangue/liquido ascitico superior a 0,1 apresen-
tam uma sensibilidade e uma especificidade de apro-
ximadamente 90% para a peritonite bacteriana espon-
tdnea®®®, Os pHs inferiores a 7,15 sdo de mal prog-
nostico, sendo observado em pacientes com ascite
maligna e pancreatica e com peritonite tuberculosa®.
A cor e 0 aspecto sdo estudados em todos os laboraté-
rios. O liquido peritoneal normal é transparente e
amarelo-claro®®’?, A coloragao dos derrames transu-
dativos sdo geralmente claros e com coloracdo amare-
lo-pdlida e é limpido ou ligeiramente opalescente®’,
se houver ictericia intensa a coloracdo pode assumir
tonalidade amarela’, enquanto que os exsudativos sao
opacos ou turvos em decorréncia do acumulo de leu-
cocitos, células tumorais, microorganismos e da con-
centracao de proteinas®**®® sendo indicativo de infec-
¢oes bacterianas ou fungicas’. A presenca de particu-
las estranhas, de alimentos ou coloracao esverdeada
pela bile numa amostra de lavagem peritoneal diag-
noéstica indicam perfuracées do trato gastro intestinal
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FIG. 1 - Anticoagulantes utilizados para coleta da amostra de liquido
ascitico no estado de Santa Catarina.

*Utilizado para amostras de analises citoldgicas.
**Utilizadas para amostras de analises bioquimicas.

FIG. 2 - Exames fisico-quimicos realizados no liquido ascitico no estado
de Santa Catarina.
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FIG. 3 - Métodos utilizados para contagem celular no liquido ascitico no
estado de Santa Catarina.

*Ea associagao de um método manual com um método automatizado (75%)
ou dois métodos manuais.

ou biliar, a pancreatite e a colescistite, também possu-
em essa coloracao**®®° a presenca de bile pode ser
confirmada com o uso de provas bioquimicas conven-
cionais para deteccao de bilirrubina®, ou mesmo com
as fitas de urinalise®’. O liquido hemorragico deve ser
diferenciado da puncédo traumética, onde o sangue
usualmente clareia no decorrer da puncao®’. A ascite
hemorragica ndo associada a acidente de puncéo é
observada nos processos malignos e na tuberculose® e
em neoplasias®’. Ja o liquido leitoso que néao clareia
com a centrifugacdo sugere uma efusdo quilosa (onde
a turvacao é decorrente da presenca de lipoproteinas
e quilomicrons'') ou pseudoquilosa (onde a turvacdo
é decorrente da presenca de restos celulares, ocasio-
nalmente associadas a neoplasias e infecc¢oes intra-
abdominais''), que sao causadas por rupturas ou blo-
queios do fluxo linfatico por trauma, carcinoma, tu-
berculose, cirrose hepatica e outras patologias®*’?, o
exame celular pode mostrar macréfagos fagocitando
gordurag. A densidade é analisada em 69,2% dos labo-
ratorios,30,8% nédo responderam. A densidade do tran-
sudato é geralmente inferior a 1,016, e nos transuda-
tos normalmente é superior a 1,016".

Quanto as analises citolégicas (Figura 3) o que se
observou foi: a citologia global é realizada através da
contagem em camara de Neubauer por 30,8% dos es-
tabelecimentos, através da camara de Fuchs-Rosen-
thal por 38,4%, é utilizado dois dos métodos citados
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FIG. 4 - Métodos utilizados para concentragao celular do liquido ascitico
no estado de Santa Catarina.

por 30,8% dos laboratorios, sendo que destes, 75% re-
alizam a contagem através de um método manual e
através de automacdo. A contagem celular deve ser
feita com a camara de Neubauer. Quando se utilizar
contadores eletrdonicos, é preciso corrigir as inclusoes
de células teciduais e evitar o entupimento das tubu-
lagoes do aparelho por residuos contidos no liquido®.
Jé na citologia diferencial (Figura 4), é utilizado como
método de concentracao celular a centrifuga em 53,8%,
através da camara de Suta em 15,4%, através de cito-
centrifuga em 15,4%, sdo utilizados dois dos métodos
de concentracao celular citados em 15,4% dos estabe-
lecimentos que participaram da pesquisa. A contagem
normal de hemdcias em geral fica abaixo de 100.000/
ml’, j& os leucécitos sao inferiores a 300/ml"?, sendo
considerada por alguns autores normal até 500 leucé-
citos/ml*”#'!, Nos transudatos nédo infectados predo-
minam habitualmente as células endoteliais e meso-
teliais, sendo escassa a celularidade’. O achado de mais
de 500 leucocitos/ml sugere infeccdo, cirrose ou neo-
plasia®”!, Para se diferenciar a cirrose da infeccao
deve-se fazer uma contagem absoluta de granuldci-
tos: valores superiores a 250/ml® indicam infec¢ao®®®.
Quando o liquido ascitico exibe elevada concentracao
de leucocitos, com predominio de polimorfonucleares,
trata-se geralmente de infecgédo bacteriana aguda’. Se
as células mononucleares constituirem percentual su-
perior a 80%, o diagndstico provavel é de tuberculose
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peritoneal’, embora existam excec¢des''. O achado de
numerosas hemadcias é sugestivo de traumatismo he-
morragico®!!, neoplasia (principalmente o carcinoma
hepatocelular ou do ovério'!) ou tuberculose’''. Se o
liquido mostra-se sanguinolento a olho nu, pode néo
ser necessdrio realizar a contagem®®. A analise do li-
quido de lavagem fornece resultados precisos na de-
teccao de hemorragia intra-abdominal por traumatis-
mo abrupto, o nimero de hemadcias e leucdcitos aju-
dam a definir se h& necessidade de cirurgia ou nao®. E
importante a pesquisa de células neoplésicas, feita
sempre que possivel por especialistas, ja que existe
grande risco dos endoteliocitos e mesoteliocitos serem
confundidos com células malignas®>®’?®°, além da im-
portancia na deteccdo de metastases’. Mudancas no
liquido extracelular podem resultar em mudancas na
contagem de leucécitos no liquido ascitico, por exem-
plo durante diureses, onde a contagem varia desde 300
leucdcitos/ml até 1000 leucdcitos/ml*>*8, O predomi-
nio de linfécitos pode ser visto como resultado em tran-
sudatos decorrentes de insuficiéncia cardiaca conges-
tiva (ICC), cirrose, sindrome nefrética, efusdo quilosa,
peritonite tuberculosa e desordens malignas®. Os neu-
trofilos estdo presentes em peritonites bacterianas onde
podem apresentar degeneracao que vao desde a for-
macgéo de vactolos a destruicdo dos granulos®. A pre-
senca de eosinofilos podem ser observada nos pacien-
tes com insuficiéncia cardiaca congestiva, didlise pe-
ritoneal crénica, vasculites, linfoma abdominal e rup-
tura hidatico roto®>®, A coloragédo das células ¢ feita

Dois métodos Leishmann
citados 30,8%
30,8% e

May-Grinnwald Giemsa
38,4%

FIG. 5 - Método utilizado para a coloragao celular do liquido ascitico no
estado de Santa Catarina.
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FIG. 6 - Figura 6 - Métodos utilizados para dosagens bioquimicas no liquido
ascitico no estado de Santa Catarina.

*dosagem de glicose; **dosagem de proteina; ***dosagem de amilase;
****dosagem de albumina.
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através dos seguintes corantes: Leishmann em 30,8%
dos laboratérios; May-Griinnwald Giemsa em 38,4%;
sao utilizados dois dos métodos citados em 30,8% dos
laboratorios. A coloracdo recomendada pela literatura
¢ pelo método de Wright® (Figura 5).

Nas avaliagdes bioquimicas do liquido ascitico (Fi-
gura 6), os laboratdrios foram questionados nas suas
analises de glicose, proteinas, amilase, albumina,
quanto a forma como sao realizadas estas provas. Sen-
do que ha diferenciacao entre transudato e exsudato
pode ser um passo importante para o diagnoéstico e
evolucao das andlises laboratoriais, ja que em geral
ndo sdo necessarias outras andlises para o transuda-
to’. Quanto a glicose, foi observado que nos laboraté-
rios pesquisados este teste é realizado através do mé-
todo da glicose oxidase em 84,6% deles, o método da
hexoquinase é utilizado por 15,4% dos laboratérios. Os
niveis de glicose estdo diminuidos em casos de perito-
nite bacteriana e tuberculosa, e em pacientes com car-
cinomatose abdominal®**®, além dos casos de pacien-
tes com hipoglicemia'. Os niveis de glicose encontram-
se elevados nos casos de pacientes com diabete pri-
madria sintomdtica e hiperglicemia'. Em geral, com
outros fluidos corpdreos, os resultados encontrados com
a dosagem de glicose sao mais esclarecedores na dife-
renciacao entre infeccoes e ascites malignas, do que
no liquido ascitico®. Quanto a dosagem de proteinas,
76,9% utilizam o método do color-biureto, 15,4% utili-
zam a método do sulfossalicilico, e 7,7% nao respon-
deram. Os liquidos com concentracdes de proteina
superior a 3g/dl sdao considerados exsudatos e os que
contém valores inferiores a esse sdo os transudatos®!,
sendo que a correlacdo entre os niveis séricos e asciti-
cos de proteinas e desidrogenase latica (LDH) sdo um
parémetro importante para a diferenciacdo entre ex-
sudato e transudato®''. Em tuberculose e alguns casos
de peritonite bacteriana, ascite pancreatica, insufi-
ciéncia renal crénica e neoplasma intra-abdominal, sdo
frequentemente associados com concentracoes de pro-
teinas superiores a 3 g/dl, enquanto que a peritonite
bacteriana espontanea esta associada a concentracoes
inferiores a 3 g/dl°. J4 quanto a dosagem de amilase,
92,3% utilizam o método enzimatico colorimétrico,
7,7% utilizam o método de Caraway modificado. A
amilase é produzida em grandes quantidades pelo
pancreas, glandulas salivares e determinados tumo-
res malignos’. A sua quantidade no liquido ascitico e
semelhante ao sérico®. Um valor trés vezes superior ao
sérico no liquido sdo indicac¢oes para o diagnostico de
pancreatite**®®, ela também pode estar elevada em
casos de perfuracdes gastrointestinais®’. Quanto a
dosagem de albumina, 76,9% a realizam através do
método colorimétrico verde-de-bromocresol, 23,1% nao
responderam®. O gradiente de albumina soro/ascite
definido como a concentracdo de albumina do liquido
ascitico € considerado o exame mais fisiologicamente
adequado, sendo que a diferenca entre a albumina
sérica e ascitica é superior a 1,1g/d1'. Todavia como
todo critério utilizado para separar transudato de ex-
sudato é falho, nos casos em que a associacao de cau-
sas do derrame®. O gradiente de albumina reflete o
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gradiente de pressao oncética entre o leito vascular e
o liquido ascitico, em geral, as doencas associadas a
um gradiente amplo sdo transudativas e aquelas asso-
ciadas a um gradiente baixo sdo exsudativas''. A hi-
poalbuminemia de qualquer causa estd associada a
ascite classicamente transudativa, sendo que esta sé
ocorre quando a albumina sérica estd muito baixa,
geralmente menos de 2mg/dl'.

Quanto as avalia¢des microbiolégicas (Figura 7) o
que se encontrou foi que a bacteroscopia é realizada
através da coloracao pelo método de Gram por 30,8%
dos laboratorios, através da coloracdo pelos métodos
de Gram/Ziel-Nielsen por 69,2%, a cultura é realizada
em 92,3% dos estabelecimentos e 7,7% nao responde-
ram. A bacteroscopia através do Gram é positiva em
25% dos casos e a cultura em 50%, as coloragoes al-
cool-acido resistentes para a tuberculose também néo
possuem uma sensibilidade muito alta ficando em tor-
no de 20 a 30% e suas culturas variam entre 50 e 70%.
Ainoculagdo em meio de cultura sanguinea a beira do
leito e a concentracao de grandes volumes de liquidos
podem melhorar a sensibilidade®. Mesmo com esses
cuidados cerca de 35% dos pacientes ainda terdo cul-
turas negativas®. O achado de bacilos 4lcool- acido
resistentes é raro no liquido ascitico, sendo esta com-
provacao feita por meio de cultura’. Infecgdes na cavi-
dade peritoneal podem ocorrer espontaneamente em
pacientes com ascite cronica (cirrose) e também pode
ser resultante da ruptura ou do derrame de um 6rgéao
oco ou depois de uma cirurgia, infecgoes sao frequien-
tes evidéncias da localizacdo de um abcesso ou uma
peritonite generalizada®®®,

Sao realizados também com testes complementa-
res nos laboratorios que responderam a pesquisa, en-
tre eles estdo: dosagem de &cido urico em 7,7%, e a
determinacao do fator reumatéide em 7,7%. A desi-
drogenase latica (LDH) é medida em 7,7% dos casos.
A LDH estd aumentada em pacientes com efusoes
malignas, sendo que quando as proporcoes entre a
LDH no liquido ascitico/sérico for superior a 0,6 pos-
sui uma sensibilidade de 80%°. A LDH é uma enzima
intracelular por isso seus niveis elevados sdo indicati-
vo de dano tissular’. A associacao da determinacao do
LDH e colesterol é proposta para a obtencéao da dife-
renciacao entre o carcinoma peritoneal e a ascite rela-
cionada a cirrose e ao hepatocarcinoma®. A desidroge-
nase latica também tem sido utilizada para o diagnoés-
tico precoce da peritonite bacteriana espontanea®. A
pesquisa de proteina C reativa (PCR) é realizada em
7,7% dos laboratérios. A PCR embora possua uma con-
centracdo baixa, possui uma importancia significativa
como um reagente altamente sensivel da fase aguda®.
A PCR é o reagente que aumenta mais rapidamente e
um dos que retornam mais rapidamente a normalida-
de ap6s uma terapia bem sucedida®. A PCR é um vali-
oso método de se monitorar a eficacia da terapia anti-
microbiana durante episodios de peritonites agudas
ou pacientes com que sofrem de didlise peritoneal®. A
determinacdo da mucoproteinas foi realizada em 7,7%,
o antigeno Australia (HBV) em 7,7%, bem como o HCV
em 7,7%.
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FIG. 7 - Metodologia para pesquisas microbioldgicas do liquido ascitico
no estado de Santa Catarina.

*Coloragoes para realizagao da bacteroscopia.

Observamos que as técnicas recomendadas pela
literatura estao sendo realizadas em proporc¢oes varia-
das, pelos laboratoérios prestadores desse servico no
estado de Santa Catarina, na rotina de liquido asciti-
co. As rotinas que dependem de aparelhagem, como
por exemplo a citocentrifuga ainda néao foram inclui-
da em um numero significativo de laboratérios.

Finalmente podemos considerar que a rotina de li-
quido ascitico ndo possui um protocolo uniforme en-
tre os laboratérios que participaram da pesquisa, a
causa mais provavel dessa variacdo possivelmente seja
a adaptacao da rotina de acordo com as condic¢oes de
servico e o tipo de paciente atendido. Este padrao de
adaptacao das metodologias disponiveis, foram obser-
vadas também nos exames de liquor e espermograma,
mostrando ser uma caracteristica peculiar da andlise
dos fluidos*®.

Agradecimentos: aos laboratérios de andlises clini-
cas que participaram da pesquisa.
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Incidencia de parasitoses intestinais
em escolares do municipio
de Novo Hamburgo-RS

Incidence of intestinal parasitosis in students
from public school in Novo Hamburgo-RS

Alexandre A. Becker'; Rafael loschpe?; Daniela Delwing?; Débora Delwing? & Juliana Canali?

RESUMO - O presente trabalho objetivou verificar a incidéncia de parasitas intestinais em escolares do CIEP de Novo
Hamburgo-RS no periodo de outubro a dezembro de 1999. Foram analisadas amostras de criancgas da 12 a 52 séries
na faixa dos 6 aos 13 anos, num total de 130 amostras. O material foi coletado em frascos contendo formol a 10% e os
exames foram processados conforme a técnica de HPJ apresentando: 70 positivos (53,85%), e 60 negativos (46,15%).
Encontrou-se 65,71% (46) de monoparasitados, 24,15% (19) de biparasitados e 7,14% (5) de poliparasitados. Entre os
helmintos destacaram-se 25,70% de Ascaris lumbricoides e, entre os protozoarios 22,90% de Giardia lamblia.

PALAVRAS-CHAVE - Parasitoses intestinais, HPJ, escolares, exame parasitolégico de fezes.

SUMMARY - The mentioned study had a target find out the incidence of intestinal parasitosis in students from public
school in Novo Hamburgo from october to december, 1999. The study was carried out in samples of the children from
the 1% to 5™ grade year under 6 to 13 years old in 130 students. Parasitologic tests were carried out by HPJ technique
and shows 70 (53.85%), positives samples and 60 (46.15%), negative samples. The study show monoparasitism in
46 (65.71%), biparasitism 19 (27.15%) and polyparasitism 5 (7.14%). From the helminths, Ascaris lumbricoides was

the predominant with 25.70% and from the protozoa, Giardia lamblia with 22,90%.

KEYWORDS - Intestinal parasitosis, HPJ, school examination, parasitism prevalence.
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INTRODUGAO

o contexto dos grandes problemas de satde publi-
N ca as parasitoses intestinais figuram com um dos
maiores indices de prevaléncia na grande massa po-
pulacional®. Fatores como péssimas condi¢des de mo-
radia, ma alimentacao, falta de 4gua tratada e esgoto
e principalmente educacéao e conscientizacao da ne-
cessidade, desde o primeiro ano escolar e por todos os
outros do ensino primadrio, de criar no ambito familiar
a cultura de hébitos de higiene e limpeza que devem
ser sistematicamente continuados na escola. Entre tan-
tos prejuizos trazidos pelas parasitoses intestinais, prin-
cipalmente as de curso crénico e assintomaticas, te-
mos: déficit de desenvolvimento fisico e mental, inca-
pacitacao para o trabalho na populacao estudantil. O
grande prejuizo se traduz no baixo indice de aprovei-
tamento escolar.

Apos o término do estudo realizamos palestra
educativa e apresentacdo dudio visual com pais, pro-
fessores, alunos e funciondrios da escola no intuito
de mostrar os danos das doencas parasitarias, no-
coes de higiene, saneamento, prevencao e reconhe-

cimento de sinais e sintomas indicativos de parasi-
toses. Além disso a escola proporcionou, através de
seu médico e o posto de saude, o tratamento de to-
das as criancas parasitadas.

MATERIAIS E METODOS

Foram realizados 130 exames parasitologicos de
fezes (EPF) de alunos da 12 a 52 séries, na faixa eta-
ria de 6 a 13 anos, da Escola Estadual de 1° Grau
Seno Frederico Ludwig (CIEP) do municipio de Novo
Hamburgo - RS no periodo de outubro a dezembro
de 1999.

Foram entregues as criancas frascos para a coleta,
previamente identificadas, contendo solucdao conser-
vante de formol a 10%, juntamente com folheto expli-
cativo aos pais de como realizar a coleta. As amostras
foram processadas através do método HPJ* e em cada
destas foi realizada a leitura de duas laminas por dois
profissionais diferentes.

Foram também realizados exames dos profissionais
da cozinha, bem como de alguns professores que para
nossa tranquilidade encontraram-se negativos.

Recebido em 7/3/2002
Aprovado em 15/3/2002
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RESULTADOS

A Tabela I e a Figura 1 mostram a distribuicao em
relagdo ao sexo que dos escolares examinados tivemos
56,15% (73) do sexo masculino e 43,85% (57) do sexo
feminino.

A prevaléncia de positividade da amostra trabalha-
da esta apresentada na Tabela II e Figura 2 que indi-
cam 53,85% (70) de amostras positivas e 46,15% (60)
de amostras negativas.

Em relacao ao total de parasitos encontrados rela-
cionados na Tabela III e Figura 3, obtivemos: Ascaris
lumbricoides 25,70% (18), Giardia lamblia 22,90% (16),
Entamoeba histolytica 17,10% (12), Entamoeba coli
15,70% (11), Trichuris trichiura 8,60% (6), Hymenole-

TABELA Il e FIGURA 2
Positividade das amostras

Resultados % Fregiéncia

Positividade 53,85 70

Negatividade 46,15 60
Total 100 130

Negatividade

. 46,15%

Positividade
53,85%

TABELA lll e FIGURA 3
Total de parasitos encontrados na populacao

pis nana 5,70% (4), Strongyloides stercoralis 2,90% (2) —— o —
e Ancylostomatidae 1,40% (1). : ara.S' 93 ° requencia
Em relagdo ao grau de parasitismo ressaltamos os Ascaris lumbricoides 25.7 18
dados conforme Tabela IV e Figura 4: monoparasita- Ciardia lamblia___ 22,9 16
dos 65,71% (46) biparasitados 27,15% (19), poliparasi- Entamoeba histolytica 171 12
tados 7,14% (5). Entamoeba coli 15,7 11
Na associacédo de parasitas encontradas em amos- Trichuris trichiura 8,6 6
tras biparasitadas encontramos de acordo com a Tabe- Zy meno/leg;s hana ; 2; ‘21'
la V e Figura 5: 8,56% (6) de Ascaris lumbricoides com Atm”lgy tOI est,;tercora 5 1’4 I
Trichuris trichiura; 4,29% (3), de Entamoeba coli com T:t?I/ ostomatigae 1(’) o 20
Entamoeba histolytica; 2,86% (2) de Ascaris lumbricoi-
des com Entamoeba coli; 2,86% (2), de Ascaris lumbri- 30
coides com Giardia lamblia; 2,86% (2), de Giardia lam-
blia com Entamoeba coli; 1,43% (1), Entamoeba histo- 25
lystica com Ancylostomatidae; 1,43% (1), de Trichuris 5
trichiura com Giardia lamblia; 1,43% (1) Ascaris lum- 0
bricoides com Entamoeba coli e 1,43% (1) de Hymeno- 15
lepis nana com Ascaris lumbricoides.
10
5
TABELA | e FIGURA 1
Total de pesquisados por sexo 0 [ =
e% \\'b ‘0'0 0\\ . \8@ ((b \\6 . ,b?/
Sexo % Freqgiiéncia 4 s &0\@“\0 ‘,\\\&4&\ & 6\(@“\ \e\s\e‘@ @d’@ 9@\“6
& 2 © \){\ 9 9,6 *\0
N N}
Masculino 56,15 73 & ¢° P & I
W & «
Feminino 43,85 57 ¢ o®°
Total 100 130
TABELA IV e FIGURA 4
Grau de parasitismo encontrado na populacao
60 Resultados % Fregiiéncia
Monoparasitados 65,71 46
50 Biparasitados 27,15 19
Poliparasitados 7,14 5
40 - 70
60 -
30
50
20 1 40 -
30
10 4 20
10 A
0 0
Masculino Feminino
[ Monoparasitados [ Biparasitados [ | Poliparasitados
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TABELA V e FIGURA 5
Associacao de parasitas encontrados
em amostras biparasitadas

. % . % entre
Associagoes Biparasitados Fregencia Biparasitados
Ascaris lumbricoides/
Trichuris trichiura 8,56 6 31,58
Entamoeba coli/
Entamoeba histolytica 4,29 3 15,78
Ascaris lumbricoides/
Entamoeba coli 2,86 2 10,52
Ascaris lumbricoides/
Giardia lamblia 2,86 2 10,52
Giardia lamblia/
Entamoeba coli 2,86 2 10,52
Entamoeba histolytica/
Ancylostomatidae 143 1 5,27
Trichuris trichiura/
Giardia lamblia 143 1 5,27
Hyminolepis nana/
Ascaris lumbricoides 143 1 5,27
Ascaris lumbricoides/
Entamoeba coli 1,43 1 5,27
Total 27,15 19 100
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

Como notado no presente estudo o predominio de
Ascaris lumbricoides e Giardia lamblia traduz a falta
de rede de esgoto na regidao bem como a presenca de
um cérrego a céu aberto (valdo), contribuindo sobre-
maneira para a disseminacao de muitas doencgas, em
especial, as enteroparasitoses. A falta de ovos de En-

terobius vermicularis se deve as caracteristicas do
método HPJ que néo se mostra o mais indicado e por
peculiaridades biolégicas do ciclo do parasita.

Os indices apresentados neste estudo, revelam um
perfil nada diferente de outros centros urbanos do pais?
e que bem retrata as condicbes precarias de sanea-
mento basico como falta de &gua tratada e rede de es-
goto, os baixos niveis de educacéao, conscientizacao e
discernimento por parte dos moradores de locais com
estas caracteristicas, indicando claramente o seu bai-
x0 nivel s6cio econémico. Com este panorama ressal-
tamos que medidas preventivas de cunho teérico como
palestras educativas nas escolas e centros comunita-
rios, bem como, de cunho pratico como obras de sanea-
mento bdsico, destacando o tratamento de esgoto alia-
do a um tratamento, ndo s6 do escolar afetado mas,
também, de seus familiares, sdo medidas efetivas para
minimizar as grandes contaminacoes enteroparasita-
rias e seus efeitos nocivos.
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Padronizagao da técnica da Reacao em Cadeia da
Polimerase (PCR) para o diagnostico da infeccao
pelo Papilomavirus Humano (HPV) em amostras
endocervicais de pacientes portadoras de lesoes
pré-cancerosas ou cancerosas atendidas no
LEPAC/UEM de Maringa-PR

Technique standardization of Polymerase Chain Reaction (PCR)
to the diagnosis for infection by Human Papillomavirus (HPV)
in endocervical samples from patients with cancerous
or pre-cancerous lesions assisted in LEPAC/UEM Maringa-PR

Daniela Haponiuk Gomes?; Carlos Cristiano de Godoi Bidoia®; Mary Mayumi Taguti Irie?; Linda Emiko Suzuki’;
Marcia Edilaine Lopes Consolaro® & Edilson Nobuyoshi Kaneshima*

RESUMO - Atualmente estd bem clara a associacao entre as infec¢des por HPV e a carcinogénese cervical. Por este
motivo é de grande importancia a detecgdo precoce deste tipo de infeccdo para que seja efetuado um tratamento
especifico, possibilitando assim, a cura e impedindo a disseminacédo da particula viral do HPV. A técnica de PCR é
considerada como uma metodologia de escolha para os casos que necessitem de uma confirmacdo diagnodstica
mais detalhada. Este trabalho teve como objetivo padronizar a técnica de PCR para a detecgdo do DNA de HPV em
amostras endocervicais de pacientes atendidas no LEPAC/UEM. Inicialmente, a padronizacdo foi realizada utili-
zando a amostra 1 (padrdo), onde se determinou em 1,5 e 12,5 pmoles as quantidades ideais dos iniciadores GH20/
PC04 e MY09/11 respectivamente, e a concentracdo do ion magnésio em 2,5 mM. A padronizacgéo obtida foi apli-
cada nas amostras 2, 3, 4, 5, 6 e 7; entretanto, as amostras 3 e 4 encontravam-se hemorrdgicas e portanto nao
tiveram o DNA de HPV amplificado. Com a padronizacédo da técnica de PCR é possivel melhorar a sensibilidade e
a exatiddo do diagnostico da infeccdo por HPV; no entanto, para amplificar o DNA proveniente das amostras
clinicas hemorragicas, este deve ser submetido a purificacdo através do método fenol-cloroférmio.

PALAVRAS-CHAVE - HPV; PCR; lesoes pré-cancerosas cervicais; cancer cervical.

SUMMARY - Nowadays it's very clear the association between the infections by HPV and the cervical carcinogenesis.
For this reason it’s very important the precocious detection of this infection type to effectuate an specific treatment,
making possible the cure and avoid the dissemination in HPV viral particle. The PCR technique is the chosen metho-
dology to cases that need a more detailed diagnostic confirmation. This work aimed to standardize the PCR tech-
nique to detect the DNA from HPV in endocervical samples from patients assisted in LEPAC/UEM. Initially the stan-
dardization was realized using the sample 1 (pattern) whose concentrations were determined being 1,5 and 12,5
pmoles as ideal amount of the primers GH20/PC04 and MY09/11 respectively, while the magnesium ion concentra-
tion was 2,5 mM, when the obtained standardization was applied in the samples 2, 3, 4, 5, 6 and 7, meanwhile the
samples 3 and 4 were hemorrhagics and didn’t have the HPV DNA amplified. Through the PCR technique standar-
dization it is possible to improve the sensibility and the diagnostic accuracy of the infection for HPV. To get the DNA's
amplity from hemorrhagics clinical samples, it must be submitted to the purification through the phenol-chloroform
method.

KEYWORDS — HPV; PCR; pre-cancerous cervical lesions; cervical cancer.
- /

INTRODUGCAO subdesenvolvidos, enquanto que nos paises desenvol-

vidos encontra-se entre o quinto e o oitavo lugar. A

O cancer cervical é uma enfermidade relacionada | baixa incidéncia nos paises desenvolvidos é decorrente
com o comportamento sexual e o ambiente s6cio- | de varias companhas preventivas e efetivas realizadas
econdmico de uma determinada populacdo. Este tipo | nas tltimas décadas. Entretanto a nao existéncia ou a
de cancer é o mais incidente nas mulheres dos paises | pouca efetividade destas campanhas nos paises sub-
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desenvolvidos sdo os principais fatores responsaveis
pela nado diminuicado da incidéncia e pelo aumento no
numero de pacientes acometidas por esta patolo-
gia®'*?*, Nos paises desenvolvidos, 80% dos casos de
cancer cervical sdo detectados nos estdgios iniciais
onde o tratamento é facil e de baixo custo. Entretanto
nos paises subdesenvolvidos, 80% dos casos de cancer
cervical sdo incurdveis devido a deteccao tardia dos
mesmos>,

Globalmente, estima-se que 450.000 novos casos
de cancer cervical por ano sejam notificados acarre-
tando em 300.000 mortes. Caso os estagios iniciais
deste processo canceroso nao sejam diagnosticados de
forma precoce, dentro de pouco tempo havera 900.000
novos casos anuais deste tipo de cancer no mundo.
Isto corresponde a aproximadamente o numero de
novos casos da Sindrome da Imunodeficiéncia Adqui-
rida (SIDA) em homens e mulheres a cada ano, porém
este grande numero de mulheres com cancer cervical
normalmente é ignorado®,

No Brasil, a estimativa para 1998 foi de 21.725 no-
vos casos de cancer cervical®. Este tipo de cancer por
apresentar um indice elevado de morbidade e morta-
lidade é considerado como o principal responséavel pela
elevacdo nos gastos com a saude da mulher. Diante
deste fato, torna-se necessario determinar os possiveis
agentes responsaveis pela carcinogénese cervical de
forma que o processo canceroso seja detectado de for-
ma precoce contribuindo assim para uma diminuicao
na morbidade e mortalidade'®.

Nas ultimas décadas, diversos estudos foram reali-
zados e associam a infeccao pelo Papilomavirus Hu-
mano (HPV) com a carcinogénese cervical. A infeccao
por HPV é considerada como a Doenca Sexualmente
Transmissivel (DST) de origem viral mais incidente na
populacao apresentando um cardter emergente, o que
representa um grave problema em termos de saude
publica®'*'8, Rotineiramente, os métodos mais utiliza-
dos para o diagndstico do cancer cervical e da infec-
cao por HPV sao a colpocitologia, a colposcopia e a
histopatologia'®*'®. Entretanto nos ultimos anos, alguns
métodos de deteccdo do DNA de HPV como a hibridi-
zacdo molecular, a captura hibrida e a técnica da Rea-
cdo em Cadeia da Polimerase (PCR) estdo sendo de-
senvolvidos e implantados em varios laboratoérios de
pesquisa1,2,7,8,11,14,15,17,19,24,25,27,28,32.

A técnica de PCR tem se mostrado extremamente
sensivel na deteccdo do DNA de HPV em pacientes
portadoras de lesdes cancerosas ou pré-cancerosas e
também em pacientes portadoras de infeccoes assin-
tomaéticas ou subclinicas. Além da grande sensibilida-
de, esta técnica também é capaz de determinar o tipo
e consequentemente o potencial carcinogénico do vi-
rus. A técnica de PCR também pode ser um método de
escolha para a confirmacao de resultados conflitantes
entre a colpocitologia, a colposcopia e a histopatolo-
gia1‘2'7'9'10'14'16'17'21‘24'25'28'31'32'34.

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo
principal padronizar a técnica de PCR para a deteccao
do DNA de HPV em amostras cervicais de pacientes
portadoras de lesdes cancerosas e pré-cancerosas aten-
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didas no Laboratoério de Ensino e Pesquisa em Andli-
ses Clinicas da Universidade Estadual de Maringa
(LEPAC-UEM). Esta padronizacéo da técnica de PCR
tem como finalidade melhorar a sensibilidade e a exa-
tiddo do diagnostico da infeccdo por HPV. Desta for-
ma sera possivel realizar a deteccao precoce de lesées
pré-cancerosas ou cancerosas ainda na fase inicial e
assim auxiliar num possivel controle dessa infeccéo,
além de diminuir a morbidade e a mortalidade causa-
da pelo cancer cervical.

MATERIAIS E METODOS

Amostras clinicas

Neste estudo foram utilizadas 07 amostras clinicas
cervicais coletadas com auxilio de escovas endocervi-
cais do tipo cytobrush, de pacientes atendidas no LE-
PAC/UEM. A amostra 01 foi considerada amostra pa-
drao por ter sido coletada de uma paciente portadora
de anormalidade colpocitolégica do tipo lesdo intra-
epitelial de alto grau (HSIL) cujo diagnéstico para a
infeccdo por HPV foi confirmado através da deteccao
do DNA viral por reacdao de hibridizacao. As demais
amostras eram provenientes de pacientes portadoras
de anormalidades colpocitologicas do tipo lesdo intra-
epitelial de baixo grau (LSIL) sugestiva ou ndo para a
infeccao por HPV; lesdo intra-epitelial de alto grau
(HSIL) e carcinoma invasivo tipo epidermoéide, con-
forme Tabela I. As células endocervicais coletadas fo-
ram acondicionadas em frascos contendo 1,5 mL de
solucdo tampdo T.E. (Tris-HC1 10 mM pH 8,0; EDTA 1
mM) e estocadas a - 20°C até a extracdo do DNA.

| Extracéo de DNA

Nesta etapa foi utilizado o método de digestao en-
zimatica com proteinase K conforme o descrito por
Mahony et al.?2. O material clinico cervical coletado
anteriormente foi centrifugado a 10000 RPM por 10
minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido em 500 uL de TE. gelado. Para a extra-
cdo do DNA das células endocervicais foram adicio-
nados 5 uL de proteinase K (10mg/mL) e 10 uL de
tween 80 (10% v/v) e incubado durante 3 horas a 37°C.
Em seguida a proteinase K foi inativada no banho-
maria a 100°C por 10 minutos e a solucao obtida que
contém o DNA extraido foi estocada a -20°C até ser
utilizada na reacao de amplificacao.

TABELA |
Amostras clinicas selecionadas para extracao do DNA
e seu respectivo resultado colpocitolégico

Amostras Resultado colpocitolégico
1 (amostra padrao) HSIL
2 LSIL
3 LSIL
4 Cancer invasivo
5 LSIL
6 HSIL
7 LSIL
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Padronizacdo das condi¢des de amplificacdo de
parte dos genes HPVLL1 e R Globina Humana
presentes na amostra 1 (amostra padréo)

Neste trabalho foram utilizados os iniciadores con-
senso MY09: 5" CGTCCMAARGGAWACTGATC 3' e
MY11: 5' GCMCAGGGWCATAAYAATGG 3' descritos por
Manos et al.**e os iniciadores GH20: 5' GAAGAGCCAA-
GGACAGGTAC 3' e PC04: 5' CAACTTCATCCACGTT-
CACC 3' descritos por Saiki et al.”. Este par de iniciado-
res foi utilizado principalmente como um controle inter-
no da reacdo. Os iniciadores MY 09/11 amplificam espe-
cificamente uma parte do gene HPVL1 que ¢é a regido
mais conservada no genoma dos diferentes tipos de HPV,
sendo responséavel por codificar uma proteina do capsi-
deo viral. Estes iniciadores sao capazes de amplificar um
fragmento de aproximadamente 450 pares de bases (pb)
do gene L1 tornando possivel a deteccdo da maioria dos
tipos de HPV"™%, Os iniciadores GH20 / PC04 amplifi-
cam um fragmento de aproximadamente 268 pb que cor-
responde a uma parte do gene b globina humana, moti-
vo pelo qual foram utilizados como controle interno da
reacao de amplificacdo no diagndstico de agentes infec-
ciosos presentes em materiais clinicos humanos®. Nesta
etapa de padronizacao, a reacao de amplificacéo foirea-
lizada em um volume final de 25 uL sendo constituida
por 50mM KCI; 10mM Tiis-HCI (pH 8,3); 200uM de cada
desoxinucleotideo trifosfatado (ANTP); 1 U de Tag DNA
polimerase e 5uL da solu¢do contendo o DNA da amos-
tra 1, a concentracdao de MgCl, variou de 1 a 4 mM en-
quanto que a quantidade dos iniciadores MY09/11 e
GH20/PC04 variou de 2 a 30 pmoles e de 1 a 10 pmoles
respectivamente.

Utilizacao da técnica de PCR
para amplificagdo do DNA de HPV
presente em amostras clinicas cervicais

A reacdo de amplificacao foi realizada em um volu-
me final de 25uL sendo constituida por 50mM KClI;
10mM Tris-HCI (pH 8,3); 2,5mM de MgCl,; 200uM
de cada desoxinucleotideo trifosfatado (ANTP); 1 U de
Taq DNA polimerase e 12,5 pmoles de cada iniciador
MY09/11 ou 1,5 pmoles de cada iniciador GH20/PC04.
Em cada reacdo de amplificacao foram utilizados 5uL.
da solucao contendo o DNA extraido anteriormente.
Em cada bateria de amplificacao pela PCR, sempre foi
utilizado um controle negativo constituido pelas mes-
mas concentracdes e pelos mesmos reagentes da rea-
cdo de amplificacdao, exceto o DNA. Os sistemas de
amplificacdo contendo os iniciadores MY09/11 e PC04/
GH20 foram realizados separadamente em tubos de
500uL que foram transferidos para o termociclador (MJ
Research PTC 150). O programa de PCR utilizado con-
sistiu das seguintes etapas: 95°C por 5 minutos; 40 ci-
clos de amplificagdo (95°C por 1 min.; 55°C por 1 min.;
72°C por 1 min.) e 72°C por 5 minutos conforme des-
crito por Bauer & Manos®.

Visualizacdo do produto final amplificado
e documentacao do resultado obtido

Ao produto final amplificado foram adicionados 4uL.
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de loading buffer (0,25% de azul de bromofenol; 15%
de Ficoll tipo 400). O volume total obtido foi aplicado
no gel de agarose a 1,4% (m/v) que foi submetido a cor-
rida eletroforética em cuba horizontal a 110 V durante
45 minutos. O gel foi corado com brometo de etidio e os
fragmentos de DNA amplificados foram visualizados
através de um transiluminador com luz Ultra Violeta
no comprimento de onda de 302 nm que foram posterior-
mente fotografados através do sistema Polaroid utilizan-
do-se o filme polaroid tipo 667 para uma posterior ana-
lise do tamanho dos fragmentos de DNA obtidos®.

RESULTADOS

A etapa de padronizacao das condicoes de amplifi-
cacao de parte dos genes da B globina humana e da
regido L1 do HPV através da técnica de PCR foi basea-
da no descrito por Bauer & Manos®. Nesta etapa foram
realizadas alteracoes nas concentracoes de alguns re-
agentes e também no volume final que passou a ser de
25uL, conforme descrito em materiais e métodos. As
alteracoes executadas foram necessdarias para a obten-
cao das melhores condicOes para a amplificacao dos
fragmentos de DNA provenientes dos genes 3 globina
humana e L1 de HPV.

Durante a fase inicial da padronizacao foi utilizado
somente o DNA da amostra 1 (amostra padréao positi-
va) para as reacgdes de amplificacdo, onde a concen-
tracdo ideal dos iniciadores GH20/PC04 e MY09/11
foi determinada em 1,5 pmoles e 12,5 pmoles respec-
tivamente, enquanto que a concentracao ideal de
MgCl, foi padronizada em 2,5mM.

Apbs a padronizacdo da concentracdo dos reagen-
tes da reacao de amplificacao, uma nova condicao foi
estabelecida, onde o DNA das amostras 2, 3,4, 5,6e7

ol L] 3 1% ns A
B G W GGG

2000 ph
450 ph 0l e
268 phe

10 s

430 pbr
268 ph

FIG. 1 - Perfil eletroforético do DNA humano (G) e de HPV (M) amplificados
com os inicadores GH20/PC04 e MY09/11 provenientes das amostras 01;
02; 03; 04; 05; 06 e 07 conforme mostrado acima. B- branco; L- 100 bp DNA
ladder (Life Technologies GIBCO/BRL).
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foi submetido as reacdes de amplificacdo para avaliar
se a padronizacao da concentracdao dos reagentes obti-
da com a amostra padrao também poderia ser aplicada
em outras amostras clinicas portadoras de anormalida-
des citologicas. Os resultados obtidos estdo apresenta-
dos na Figura 1 onde estd o perfil eletroforético dos frag-
mentos de DNA provenientes das amostras 1, 2, 3, 4, 5,
6 e 7. Atraveés da anadlise dessa figura é possivel verifi-
car que a grande maioria das amostras tiveram o DNA
da B globina humana amplificado (fragmento de 268
pb), exceto a amostra 4. O mesmo ocorreu durante a
amplificacdo do DNA de HPV (fragmento de 450 pb),
entretanto as amostras 3 e 4 apesar de serem proveni-
entes de pacientes portadoras de LSIL e HSIL. ndo apre-
sentaram a amplificagdo do DNA de HPV.

DISCUSSAO

O DNA extraido da amostra 1 (amostra padrao po-
sitiva) serviu como DNA molde na padronizacdo da
reacao de amplificacdo descrita por Bauer & Manos®.
Vale salientar que esta amostra é proveniente de uma
paciente portadora de lesao intra-epitelial de alto grau
(HSIL), onde, segundo Gross & Barrasso!® para este
caso, a PCR tem uma positividade de 69 a 100%.

O DNA molde foi amplificado utilizando-se 1,5 e
12,5 pmoles dos iniciadores GH20/PC04 e MY09/11
respectivamente. Estas quantidades foram considera-
das ideais pelo fato de que quando utiliza-se quanti-
dades mais baixas de iniciadores pode nao ocorrer a
amplificacdao do DNA molde, principalmente se este
estiver em pequena quantidade. Esta informacao ja
foi confirmada por Bidoia et al.*e Gomes et al.'*. Estes
autores diluiram o DNA molde na proporcdo de 1:5 e
verificaram que este DNA diluido ndo era amplificado
quando utilizava-se quantidade inferior a 1,5 e 12,5
pmoles dos iniciadores GH20/PC04 e MY09/11 respec-
tivamente.

Com relagao a concentracdo do ion magnésio des-
crita por Bauer & Manos 3 esta necessitou ser diminui-
da de 4 para 2,5mM, pois altas concentracoes deste
ion diminui a especificidade das reacbes de amplifi-
cacao acarretando na amplificacao de fragmentos ines-
pecificos, do tipo primer-dimer?®®. Verificou-se também
que a utilizacdo do fon magnésio em concentracoes
inferiores a 2,5mM promovia perdas na eficiéncia da
enzima Taq DNA polimerase onde em muitos casos
nao ocorria a amplificacdo do fragmento de DNA prin-
cipalmente pelo fato do ion magnésio ser o cofator desta
enzima?®.

Através da andlise da Figura 1, verifica-se a ampli-
ficacao de fragmentos de DNA de 268 pb e de 450 pb
em quase todas amostras, entretanto a amostra 3 apre-
sentou somente a amplificacao do fragmento de 268
pb e a amostra 4 nao apresentou a amplificacao de
nenhum fragmento de DNA. Uma possivel explicacao
para a ndao amplificacdo destes fragmentos de DNA
podem estar relacionados com o fato das amostras 3 e
4 encontrarem-se hemorragicas onde o sangue possui
muitos inibidores da enzima Taq DNA polimerase con-
forme descrito por Mahbubani & Bej*. No entanto,
apesar da amostra 3 apresentar-se hemorragica ainda
foi possivel a visualizacdo do fragmento de DNA de
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268 pb que corresponde a amplificacdo de uma parte
do gene da B globina humana; neste caso, esta amos-
tra encontrava-se com uma menor quantidade de san-
gue no material coletado e portanto com um nimero
menor de inibidores da enzima. Esta caracteristica as-
sociada com o fato do gene da B globina estar em to-
das as células humanas e portanto em maior quanti-
dade facilitando a disponibilidade de seqiiéncias de
DNA para a amplificacao. Esta situagao tornou possi-
vel a amplificacao deste fragmento de DNA pela enzi-
ma Taq DNA polimerase. A amostra 4 ndo amplificou
nenhum fragmento de DNA pois encontrava-se alta-
mente hemorrdgica, e portanto com uma grande quan-
tidade de inibidores enzimaticos.

A padronizacao da técnica de PCR para a deteccéo
do DNA de HPV em amostras cervicais de pacientes
portadoras de lesdes cancerosas e pré-cancerosas aten-
didas no Laboratoério de Ensino e Pesquisa em Andli-
ses Clinicas (LEPAC-UEM) é de grande importancia,
pois esta técnica pode ser utilizada principalmente nos
casos em que é necessaria a confirmacao do diagnoés-
tico colpocitolégico ou em situagdes onde ha conflito
entre os resultados da colpocitologia, colposcopia e
histopatologia necessitando assim de uma confirma-
céo diagnostica mais detalhada®*®2!1416:19.2024.31.32

Através da padronizacao da técnica de PCR é pos-
sivel melhorar a sensibilidade e a exatiddao do diag-
noéstico da infeccdo por HPV junto ao laboratério de
Citologia Clinica (LEPAC-UEM) possibilitando assim
a deteccao precoce dessa infeccao viral ainda na fase
inicial ou nos casos subclinicos ou latentes'. Desta
forma é possivel contribuir para a diminuicao da mor-
bidade e da mortalidade causada pelo cancer cervical
Entretanto a técnica de PCR deve ser utilizada em
amostras clinicas cuja coleta seja isenta de sangue
devido a presenca dos inibidores enzimaticos ou sub-
meter a amostra clinica hemorrdgica ao processo de
purificagdo através do método fenol-cloroférmio des-
crito por Sambrook et al.*.
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de contagem de subpopulacao de células T
em individuos infectados e nao infectados

pelo virus da imunodeficiéncia humana’

Comparative study between two technical counts of T cell subpopulations

Caio Augusto Santos Rodrigues®®; Maria Gorete Lins de Queiroz?; Valéria Soraya de Farias Sales®;
Tereza Neuma de Souza Brito®; Henrique Eduardo Macedo da Fonseca®; Aldair de Souza Paiva*; Maria Zélia Fernandes®;
Maria Cleide de Aratjo Lopes’; Dany Geraldo Kramer Cavalcanti e Silva®> & Geraldo Barroso Cavalcanti Junior®

from individuals infected and no infected with the humam immunodeficiency virus

RESUMO - Objetivo: Realizar o controle da imunofenotipagem, comparando os valores absolutos da contagem das
subpopulag¢oes de células T (CD3+/CD4+ e CD3+/CD8+), obtidas de dois modelos diferentes de citdmetros de
fluxo, analisando a equivaléncia e sensibilidade destas determinacodes.

Material e Métodos: Foram analisadas amostras de sangue periférico proveniente de 57 individuos sororreagentes
para o HIV-1 (35 homens e 22 mulheres) e 15 individuos HIV-1 soronegativos (7 homens e 8 mulheres). As amos-
tras foram encubadas com anticorpos monoclonais (AcMo) direcionados contra subpopulacdo de linfécitos T e
simultaneamente analisados em dois modelos diferentes de citdmetros de fluxo.

Resultados e Conclusoes: Os resultados obtidos no estudo comparativo das subpopulacdes de linfécitos T, oriun-
das de individuos sororreagentes e soronegativos para o HIV-1 mostraram resultados estatisticamente nao signifi-
cativos entre os dois equipamentos: TCD4+ (p=0,7488), TCD8+ (p=0,2724) e CD4/CD8 (p=0,1199) nos indivi-
duos sororreagentes. Estes dados mostram que a citometria de fluxo é a técnica que apresenta resultados homo-
géneos independente do modelo de equipamento empregado, infeccdo pelo HIV, idade e sexo.

PALAVRAS-CHAVE - Citometria de fluxo, imunofenotipagem, subpopulacéo de células T, virus da imunodeficiéncia
humana.

SUMMARY - Objective: To realize immunophenotyping control, comparing the absolute values of T cell subpopula-
tions (CD3+/CD4+ and CD3+/CD8+) count, obtained from two differents flow cytometry models, analyzing the
equivalency and sensitivity of these determinations.

Material and Methods: Peripheral blood samples from 57 HIV-1 seropositive patients (35 men and 22 women) and 15
HIV-1 seronegative people (7 men and 8 women). This samples were incubated with monoclonal antibodies (MoAbs)
to T cell subpopulation and simultanesusly avaluted in the two differents models of flow cytometry.

Results and Conclusions: The results obtained for comparative counts of T cell subpopulations from HIV-1 seroposi-
tive and seronegative people indicated no statistically significant differences between the 2 equipaments:
TCD4+(p=0,7488), TCD8+ (p=0,2724) and CD4/CD8 (p= p=0,1199) from seropositive group. Thus we were able to
show that flow cytometry is a technique with a homogeneous standard, independent of the equipament models used,
independent fo HIV-1 infection, age or sex.

KEYWORDS - Flow cytometry, immunophenotyping, T cell subpopulation and human immunodeficience virus.
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INTRODUCAO

infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana
A (HIV) leva a um profundo estado de imunossu-
pressao, caracterizado por uma progressiva reducao
da populacao de linfécitos TCD4. Estes linfocitos sao
as células envolvidas no reconhecimento inicial do
antigeno apresentado por macréfagos, sendo, por-
tanto, responsdveis pela amplificacdo da resposta
imune através da liberacao de citocinas. A destrui-

cdo progressiva destes linfécitos torna o individuo
susceptivel a doencas oportunistas e neoplésicas que
caracterizam a sindrome da imunodeficiéncia adqui-
rida (AIDS)"*342,

O achado imunolégico causado pela infeccdo do
HIV-1 foi incorporado no acompanhamento dos pa-
cientes infectados, como um marcador de evolugao
para a AIDS, assim como para a introdugdo de tera-
pia anti-retroviral e profilaxia de infec¢des oportu-
nistas™*5¢,

Recebido em 25/02/2002
Aprovado em 28/02/2002
*Trabalho apresentado ao Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (DACT/UFRN)
para elaboracao de monografia de conclusdo do Curso de Farmacia na habilitagdo de Farmacéutico-Biogquimico.
"Laboratério de AIDS e Imunologia Molecular - Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ); 2Laboratério Central da Secretaria de Saude Publica do Estado do Rio
Grande do Norte (LACEN-RN); ®Departamento de Andlises Clinicas e Toxicolégicas da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (DACT/UFRN);
‘Instituto de Onco-Hematologia de Natal (IONH).
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A citometria de fluxo é atualmente a metodologia
de escolha para este tipo de andlise, pois permite a
quantificacdo especifica de subpopulacdes celulares
através do uso de anticorpos monoclonais especifi-
cos, além de ser uma metodologia semi-automatiza-
da, permitindo o processamento e leitura de um gran-
de numero de amostras em um curto periodo de tem-
pol7e,

As células previamente marcadas com os anticor-
pos monoclonais (AcMo) conjugados a fluorocromos
sdo introduzidas no citometro de fluxo. Dentro do
equipamento, as células sado transportadas em um flu-
x0 de liquido isotdénico até um compartimento deno-
minado cadmara de fluxo (“flow cell”)®%'%!! Nesse
compartimento, um feixe de raio laser incide sobre
cada célula individualmente. Ao incidir sobre a célu-
la, uma fracdo, ou seja, uma parte da luz é bloqueada
frontalmente ("Forward Scatter” ou FSC) e outra fra-
¢do é dispersa lateralmente (“Side Scatter"” ou SSC).
A fracdo FSC é relativa ao tamanho da célulae o SSC
representa a complexidade intracitoplasmatica que,
nos leucécitos, caracteriza a granulosidade inter-
naS,Q,lO,ll'

Adicionalmente, sob a a¢do do raio laser, anticor-
pos conjugados a fluorocromos emite sinais fluores-
centes detectados por tubos fotomultiplicadores, con-
vertendo a luz em sinais eletronicos®%'%*,

Anélises preliminares (SSC x FSC) fornecem infor-
macdes que identificam e separam os leucécitos em
populacoes celulares diferentes, distinguindo, desta
forma, linfécitos, mondcitos, granuldcitos e os debris,
ou seja, residuos de células e plaquetas.

Sinais eletronicos sdo posteriormente usados para
analisar as células de acordo com os marcadores de
superficie, indicando as que reagiram positivamente
para cada uma das fluorescéncias. Os resultados sao
dados em forma de histogramas®®'*!!,

Na regido correspondente aos linfécitos, as subpo-
pulacoes sao definidas de acordo com a positividade
ou negatividade de marcadores de diferenciacao, tor-
nando possivel definir em uma tnica amostra o nu-
mero de linfécitos B, T e "Natural Killer” (NK), bem
como as subpopulacoes de linfocitos T (CD4 e CD8),
através do uso de AcMo especificos conjugados a dife-
rentes fluorocromos®®%112,

Existe uma grande variabilidade de resultados na
contagem de linfécitos TCD4, devido a tecnologia em-
pregada, além de fatores que influenciam a subpopu-
lacao linfocitaria como: fatores bioldgicos (infeccao in-
termitente aguda), uso de drogas (antiretrovirais, ce-
falosporinas, quimioterdpicos, nicotina, corticosteroi-
des), variacao diurna, stress e esforco fisico, podendo
todos esses fatores levar a uma diminuicao da conta-
gem de células TCD4"13,

Baseando-se na variabilidade de resultados que
podem ser obtidos, a citometria de fluxo constitui a
metodologia mais adequada a ser empregada na imu-
nofenotipagem de subpopulacao de linfocitos, visto que
nesta metodologia é possivel a exclusdo dos monoci-
tos, que também expressam o antigeno CD4+ na su-
perficie celular®'**?,
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Objetivos

A constante inovacéo tecnoldgica possibilitou a rea-
lizacao desse trabalho, que teve como objetivo geral
confrontar os resultados da contagem de subpopula-
¢oes de linfécitos TCD4/TCD8 em amostras de pacien-
tes infectados pelo HIV-1 e individuos soronegativos
para o HIV através de dois citometros de fluxo de mo-
delos diferentes.

CASUISTICA E METODOLOGIA

Casuistica

Foram analisadas amostras de sangue periférico pro-
venientes de 72 individuos de ambos os sexos, sendo
57 infectados pelo HIV-1 e 15 nao infectados, que ser-
viram como grupo controle. O sangue foi coletado pelo
sistema Vacutainer, cujos tubos continham EDTA-K,,
para posterior andlise hematoldgica e de imunofenoti-
pagem. Informacoes referentes a idade e sexo também
foram devidamente anotadas na ficha de resultados.

As andlises foram realizadas no Laboratdrio Central
de Saude Publica do Estado do Rio Grande do Norte
(LACEN-RN) e no Laboratoério de Citometria de Fluxo
do Instituto de Onco-Hematologia de Natal (IOHN).

Anticorpos monoclonais

a) AcMo duplamente conjugados com fluorocromos
(Phicoeritrina-PE e Isotiocianato de Fluoreisceina-Fitc)
e com especificidade para caracterizacao da subpopu-
lacdo linfocitaria T, empregados para andlise no cit6-
metro de fluxo modelo FACS-can:

CD3 ;/CD4 . (Simultest/Becton & Dickinson):
linfécitos T auxiliar indutor ou T helper.

CD3 ;/CD8 , (Simultest/Becton & Dickinson):
linfécitos T supressor/citotéxico.

Gamal ; /Gama2 . (Simultest/Becton & Dickinson):
controle isotipico inespecifico.

b) Conjunto de reagentes para o citometro modelo
FACS-count (Becton & Dickinson) que fornece 50 pa-
res de tubos de reacao. Cada par consiste de um tubo
contendo AcMo anti CD3 e CD4 (tubo de tampa ver-
de) e outro contendo anticorpos monoclonais anti CD3
e CD8 (tubo de tampa branca) marcados com fluoro-
cromos e com especificidade para caracterizacao da
subpopulacéao de linfécitos T.

| Metodologia

Parametros hematoldgicos

Exames hematoldgicos tais como contagens de to-
tal e diferencial de leucécitos foram realizado no ana-
lisador hematoldgico “Cell-Dyn 3.000".

Marcacdo com anticorpos monoclonais para
analise no citbmetro de fluxo modelo FACS-can
e Pipetar 100 microlitros (uL) de sangue periférico
total e homogeneizar com 10 uL de anticorpos mo-
noclonais especificos CD3+/CD4+ e CD3+/CD8+
em tubos de ensaios distintos identificados com o
numero do paciente e com o tipo de AcMo;

RBAC, vol. 34(2), 2002
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FIG. 2 - Histograma demonstrativo das subpopulacoes de linfocitos T em
um individuo sadio. A) Demonstragao das caracteristicas fisicas SSC
(granulosidade interna) e FSC (tamanho), destaque para a populacao
linféide; B) e C) Dupla marcacao CD3/CD4 e CD3/CD8, demonstrando as
subpopulacées de linfécitos T helper (LTh) e T supressor citotoxico (LTsc)
dentro dos limites de normalidade; D) Histograma tridimensional mostrando
a relacao CD4/CD8 dentro dos limites de normalidade.

e Incubar por 30 minutos no escuro a temperatura
ambiente;

e Acrescentar 2 (mililitros) uL de solucao de lise a
10% (Lysing Soluction / Becton & Dickinson). Ho-
mogeneizar e incubar por 10 minutos a tempe-
ratura ambiente ao abrigo da luz;

¢ Centrifugar por 5 minutos a 2.000 rotacoes por
minutos (rpm);

e Lavar 2 vezes com salina tamponada com fosfa-
tos (PBS), pH 7.4;

¢ Fixar com formalina a 1% em PBS e guardar ao
abrigo da luz até o momento da aquisicao das
amostras no citdmetro de fluxo;

e Para cada amostra, utilizou-se o controle iso-
tipico de marcacao inespecifica (Simultest:

Gamal, /Gama2, ).

Marcag&o com anticorpos monoclonais para

analise no citbmetro de fluxo modelo FACS-count

e Rotule um par de tubos CD3+/CD4+ e CD3+/
CD8+, escrevendo em cada um deles o numero
do paciente;

e Agite, por 5 segundos no vortex, o par de tubos
de reacao com as tampas para baixo e por mais
5 segundos em posi¢ao normal;

e Abra esses tubos e coloque-os na estante de tra-
balho. Feche a tampa da estante de trabalho para
protegé-los da luz;

¢ Pegue a amostra do paciente e homogeneize o san-
gue, invertendo delicadamente o tubo cinco vezes;

¢ Pipete 50uL de sangue em cada um dos tubos de
reagentes CD3+/CD4+ e CD3+/CD8+. Troque
as ponteiras a cada pipetagem;

RBAC, vol. 34(2), 2002

FIG. 3 - Histograma demonstrativo das subpopulacoes de linfécitos T em
um individuo soropositivo para o HIV-1. A) Demonstracao das caracte-
risticas fisicas SSC (granulosidade interna) e FSC (tamanho), destaque
para a populacao linféide; B) Dupla marcacao CD3/CD4, demonstrando
deplecao da subpopulagéo dos linfocitos T helper (LTh); C) Dupla marcacao
CD3/CD8, demonstrando exacerbacao da subpopulagédo dos linfocitos T
supressor citotoxico (LTsc); D) Histograma tridimensional demonstrando
a inversao da relacao CD4/CD8.

e Tampe os tubos e agite, em vortex, por 5 segun-
dos, na posicao normal;

e Incube, por 60 minutos, a temperatura ambiente
e ao abrigo da luz. Para isso, coloque os tubos na
estacao de trabalho e feche a tampa;

e Destampe os tubos apds a incubacao e acrescen-
te, em cada um deles, 5uL. de solucao fixadora.
Troque as ponteiras a cada pipetagem;

e Tampe os tubos com novas tampas e agite, no
vértex por 5 segundos;

e Faca aquisicao para a leitura da amostra no
FACS-count dentro de no médximo 2 horas apos a
preparacao. Até a aquisicao das amostras os tu-
bos devem ser mantidos na estante de trabalho
ao abrigo da luz.

Aquisicdo e analise nos citbmetros de fluxo

A andlise foi realizada paralelamente em dois citbme-
tros de fluxo. Um do modelo FACS—can (Becton e Dickin-
son; San José, Ca; USA), onde se utilizou o programa Ly-
ses II, com aquisicao de 10.000 eventos, levando-se em
conta os parametros FSC em escala linear que avalia o
tamanho celular, SSC também em escala linear, avalia-
dor da complexidade e/ou granulosidade celular assim
como os parametros FL1 e FL2 em escala logaritmica
que detectam a fluorescéncia verde e laranja, ou seja, a
reacao antigeno/anticorpo conjugado ao FICT e PE.

Os resultados foram fornecidos através do nimero
percentual de células positivas que para conversao em
valores absolutos foram multiplicados pelo numero ab-
soluto de linfocitos e dividido por cem, quando a andli-
se procedeu-se no modelo FACS-can (Figuras 2 e 3).

O outro modelo de citometro de fluxo onde foram
realizadas as andlises é o FACS-count, (Becton & Di-
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ckinson; San José, Ca, USA), onde as células marca-
das com os anticorpos fluorescentes sao introduzidas
no equipamento e analisadas através dos pardmetros
FSC e o0 SSC. Os feixes de laser incidem sobre anticor-
pos fluorescentes ligados a superficie das células. Es-
ses compostos com a acao do raio laser emitem sinais
fluorescentes detectados por tubos fotomultiplicado-
res, que convertem a luz em sinais eletronicos, de modo
semelhante ao observado no modelo FACS-can.

O sistema FACS—count fornece o nimero absoluto de
linfécitos T auxiliares / indutores (CD3+/CD4+) e de lin-
focitos T supressores / citotoxicos (CD3+/CD8+). Neste
modelo de citémetro de fluxo, é possivel contar o nimero
absoluto de linfocitos porque, em cada tubo de amostra,
existe um numero conhecido de particulas de referéncia
reference beads, conjugadas com fluorocromos. Essas par-
ticulas atuam como um padrédo para a quantificacdo das
células. Como o equipamento 1é fluorescéncia tanto das
particulas de referéncia quanto das células, conhecendo a
quantidade de particulas, ele pode calcular o nimero de
células, o registro grafico da intensidade da fluorescéncia
das particulas de referéncia e das células.

Andlise estatistica

Os resultados foram analisados usando-se o teste
“t de Student", sendo considerados significativos os
valores de p<0,05.

RESULTADOS

| Perfil dos individuos infectados pelo HIV-1

Da populacédo analisada, 35 foram individuos do
sexo masculino e 22 do sexo feminino. A idade da po-
pulacdo analisada variou de 25 a 73 anos para os ho-
mens de 18 a 49 anos para as mulheres. A faixa etaria
mais acometida pela doenca foi de 30 a 40 anos com
23 casos (40%), representada por 16 individuos do sexo
masculino (28%) e 7 do sexo feminino (12%), como
podemos observar na Figura 1.

As caracteristicas laboratoriais da populacao analisa-
da encontram-se distribuidas na Tabela I, constando de
variagées minimas, maximas e medianas da idade, sexo,
bem como de dados hematoldgicos e imunolégicos.

Nos dados hematolégicos, observou-se que leuco-
metria variou de 1.800 a 12.500/mm?®. Na contagem de
linfécitos observou-se uma variagdo maior compreen-
dida entre 60 a 2.600 células/mm? (Tabela I).

J& no quadro imunoldgico, pode-se ver que a con-
tagem de linfocitos TCD4+ variou de 2 a 1.055 células
por mm?®nas mulheres e 15 a 750 células por mm? nos
homens. Os linfécitos TCD8+ compreenderam uma
contagem de 43 a 2.350 células por mm?® e a relagao
entre essas duas subpopulacdes linfocitdrias variou
com uma minima de 0,01 a 1,31, quando analisado
pelo FACS-count (Tabela I).

De acordo com a Tabela V a variacdo méaxima en-
contrada na contagem de linfocitos TCD4 e CD8 entre
os dois citémetros para o sexo feminino foi de 61 e 185
células por mm? respectivamente. A relagao CD4/CD8
por sua vez observou-se uma variacao maxima de 0,10.

As variacoes maximas encontradas na contagem de
linfécitos TCD4, CD8 e a relacdo entre essas duas

98

%

30

23%

25

[]18-30
30 - 40
12% 12% []40-50
9% H > 50

4%

Z =

20

12%

NN

=

n=7 n=16 n=7 n=5 n=13 n=7 n=24 n=0
Sexo Masculino Sexo Feminino
n=35 n=22

FIG. 1 - Distribuicdo dos casos de pacientes HIV-1 positivos segundo o
sexo e faixa etaria.
Fonte: Setor de Citometria de Fluxo do Laboratério Central do Rio Grande do
Norte (LACEN-RN).
TABELA |
Perfil dos individuos infectados pelo HIV-1

Mulheres (n=22) |Total (n= 57)

Homens (n= 35)

Variacoes
Min | Max | Me | Min | Max | Me | Min | Max
Idade (anos) 25 | 73 | 37 | 18 | 49 | 29 | 18 | 73

Leucécitos (x10°/ mm®) | 1,80 | 9,50 | 4,95| 2,10 | 12,50| 4,60 | 1,80 | 12,50
Linfocitos (x10/ mm? | 0,06 | 2,60 | 1,20 | 0,20 | 2,23 | 1,09 | 0,06 | 2,60
Linfocitos TCD4 / mm?® 15 | 750 | 225 | 02 |1.055| 340 | 02 |1.055
Linfocitos TCD8 / mm® 43 [2.350| 983 | 162 [1.519| 771 | 43 |2.350
Relacdo CD4+/CD8+ 0,07 | 0,94 021] 0,01 | 1,31 0,40 | 0,01 | 1,31
Fonte: Setor de Citometria de Fluxo do Laboratério Central do Rio Grande do Norte (LACEN-RN)

TABELA I
Perfil do grupo controle

Mulheres (n=8)

Homens (n=7) Total (n=15)

Variagoes
Min | Max | Me | Min | Max | Me | Min | Max
|dade (anos) 15 | 46 | 25| 10 | 45 | 29 10 | 46

Leucdcitos (x10°/mm?) | 31 | 82 | 41| 35 | 120| 65 | 3.1 | 120
Linfécitos (x10?/ mm?) 12 | 33| 22| 15 | 35| 21 | 12 | 35
Linfécitos TCD4 / mm® 796 | 1321 | 950 | 923 | 1396 | 1100 | 796 | 1396
Linfocitos TCD8 / mm® | 445 | 687 | 510 | 473 | 680 | 550 | 445 | 687
Relacao TCD4/TCD8 16 | 27| 21| 16 | 31 | 22 | 16 | 3.1
Fonte: Laboratdrio de Citometria de Fluxo (Instituto de Onco-Hematologia de Natal-IOHN)

TABELA 1lI
Distribuicao dos valores de contagens de linfocitos
nos dois tipos de citometro de fluxo em individuos
nao infectados do sexo masculino

Caso TCD4/mm® TCD8/mm® Relago CD4/CD8
N® | FACS-can|FACS-count| Var. |FACS-can [FACS-count | Var. [FACS-can |FACS-count | Var.
01 1.087 1110 | 23| 687 710 23 1,6 1,6 0
02 | 1.321 1309 | 12| 495 496 01 2,7 2,6 0,1
03| 988 975 13| 543 536 07| 1,8 1,8 0
04 796 785 11 486 472 14 1,6 1,6 0

05| 1.121 1137 [ 11| 445 461 16| 25 2,4 0,1
06 | 853 863 10| 423 413 10] 20 2,1 0,1
07 | 856 872 16 | 463 466 03| 18 1,9 0,1

* Laboratério de Citometria de Fluxo do Instituto de Onco-Hematologia de Natal-RN
** Setor de Citometria de Fluxo do Laboratdrio Central do Rio Grande do Norte (LACEN-RN)

subpopulacoes para o sexo masculino foram respecti-
vamente de 158, 381 e 0,15 de acordo com a Tabela VI.
Apesar da variacdo maxima encontrada para o grupo
do sexo masculino infectado pelo HIV-1 ter sido supe-
rior a encontrada para o sexo feminino (Tabela V), a
variacdo ndo apresentou diferenca estatistica signifi-
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TABELA IV
Distribuicao dos valores de contagens de linfécitos
nos dois tipos de citometro de fluxo em individuos
nao infectados do sexo feminino

TABELA VI
Distribuicao dos valores de contagens de linfocitos
nos dois tipos de citometros de fluxo em individuos
do sexo masculino infectados pelo HIV-1

Caso CD4/mm? CD8/mm? Relagéo CD4/CD8

N® | FACS-can| FACS-count| Var. | FACS-can [FACS-count | Var. |FACS-can |FACS-count | Var.

Caso CD4/mm? CD8/mm? Relagao CD4/CD8

N2 | FACS-can|FACS-count | Var. [FACS-can |FACS-count | Var. [FACS-can [FACS-count|Var.

=

01 958 975 17| 489 536 471 19 1,8 (0,1

01 306 306 00 [ 801 801 00| 038 038 0,00

02| 1.022 | 1.053 |31| 598 596 02 17 18 (0,1

02 99 9 00 [ 1319 1319 {00 | 0,08 0,08 0,00

03| 1322 | 1340 |[18| 563 622 |59| 23 2,1 0,2

03 195 215 20 | 1195 198 02| 016 0,18 0,02

04 | 923 935 12| 473 459 141 19 20 |01

04 225 242 17 | 2350 2200|150 | 0,09 011 0,02

05| 1.089 | 1.097 |08| 465 451 14| 23 24 101

05 280 285 05| 590 580 10 | 047 049 0,02

06 250 295 45 | 1475 1470 (05 | 0,17 020 0,03

07 380 381 01 | 750 693 57 | 050 055 0,05

06 | 1.080 | 1.089 |[09| 680 688 | 08| 16 16 (0,1
07 | 1357 | 1.303 |54 | 486 495 | 09| 28 26 |02
08 139%6 1378 18 453 435 18 3,1 32 01

08 15 11 04| 28 28 5] 033 039 0,06

* Laboratorio de Citometria de Fluxo do Instituto de Onco-Hematologia de Natal-RN
** Setor de Citometria de Fluxo do Laboratdrio Central do Rio Grande do Norte (LACEN-RN)

TABELA V
Distribuicao dos valores de contagens de linfécitos
nos dois tipos de citometro de fluxo em individuos
do sexo feminino infectados pelo HIV-1

09 208 245 37 | 1399 1241 (158 | 0,15 020 0,05

10 228 249 21| 313 341 28 073 0,73 (0,00

11 94 122 28| 572 539 67 | 020 023 0,03

12 208 170 38| 983 848  |135| 0,21 020 0,01

13 422 495 78 | 450 596 146 | 0,94 083 0,11

Caso CD4/mm? CD8/mm? Relagdo CD4/CD8

14 430 465 35 [ 2130 2000 |130| 020 023 10,03

15 125 125 00 [ 1140 1120 10| 007 0,07 {0,00

N® | FACS-can| FACS-count| Var. | FACS-can [FACS-count | Var. | FACS-can |FACS-count| Var.

16 128 128 00 | 610 597 131 020 0,20 (0,00

01 360 389 29 | 1410 1388 [ 22| 025 028 0,03

17 75 108 33| 890 509  [381| 0,08 02t (0,13

02 558 539 19| 1519 1704 185 0,37 032 0,05

18 565 407 158 | 1140 1120 |20 | 0,51 036 |0,15

03 26 29 03| 250 245 05| 0,10 0,12 0,02

19 125 134 09 | 597 597 00| 020 022 0,02

04 312 312 00| 771 857 76 | 040 036 0,04

20 221 221 00 | 1140 1140 {00 | 0,119 0,19 0,00

05 380 360 20| 314 816 02| 047 044 10,03

06 3n 316 61| 704 545 159 0,53 058 [0,05

21 200 200 00| 974 974 00| 021 021 0,00

07 452 471 19| 826 780 36| 05 060 {005

22 250 210 40 [ 1250 1315 65| 020 0,16  |0,04

08 | 1023 1033 10| 778 77 07| 131 1,34 0,03

23 400 424 24 | 1250 1008 (242| 0,32 042 0,10

09 02 02 00| 293 293 00| 001 0,01 00

24 145 149 04 | 850 842 08 | 017 0,18 10,01

10 390 407 171 740 683 57| 058 060 0,07

25 315 315 00 | 1488 1488 (00 | 0,20 021 10,01

11 340 349 09| 870 855 15 039 041 [0,02

26 750 751 01 [ 1765 1760 |05 | 042 043 10,01

12 460 434 26| 1320 1388 [ 68| 035 031 [0,04

21 325 328 03| 490 536 46 | 0,66 061 0,07

13| 2 23 |of| 500 | 481 |19| 004 | 005 |00f 28 | 150 | 130 11| 1550 | 1688 [138] 010 | 008 002
| s | 18 |or| o 251 20| 0538 | 043 |00 29 | 360 | 364 |o04| 1130 | 1094 |36 032 | 033 |00t
15 | 536 537 | 01| 960 97 03] 050 056 0,06 30 | 280 286 | 06| 683 685 |02 | 040 042 002
6] & b7 2] 20 | A7 03] 030 | 035 005 3| 40 | ¢ Joaf 50 | we [12] oss | 087 Joos
7] %00 | 515 [15] &0 ] &1 [19] 0% | 0% |0 2| 40 | 400 |09| 1260 | 1262 |o2| 032 | 032 |00
18 | 3 3 |oa]| 182 164 02| 025 | o021 [002

19 260 268 08| 570 562 08| 046 048 0,02

33 230 223 07 | 775 779 04 | 030 029 0,01

20 530 525 05| 1010 1006 |04 ] 052 052 |00

34 65 67 02 | 680 668 121 0,09 0,10 {0,01

21 1055 1062 | 07| 1170 1108 62| 090 096 [0,06

35 95 104 09 | 1280 1264 16 | 0,07 0,08 0,01

22 175 185 10| 1340 1320 20 013 014 10,01

* Laboratorio de Citometria de Fluxo do Instituto de Onco-Hematologia de Natal-RN
** Setor de Citometria de Fluxo do Laboratdrio Central do Rio Grande do Norte (LACEN-RN)

cante (Tabela VII), através da andlise feita pelo teste
“t de Student", onde o p-valor para células TCD4+,
TCD8+ e a relacao CD4/CD8 foi de 0,7488, 0,2724 e
0,1199 respectivamente.

* Laboratério de Citometria de Fluxo do Instituto de Onco-Hematologia de Natal-RN
** Setor de Citometria de Fluxo do Laboratdrio Central do Rio Grande do Norte (LACEN-RN)

TABELA VI
Resultados dos testes “t de Student”
(observacoes emparelhadas), na comparacao
dos valores de linfécitos TCD4, TCD8 e a relacao
TCD4/TCDS8 obtida no laboratério 1* e no laboratoério 2*
nos individuos infectados para o HIV-1

Perfil do grupo controle

Da populacao controle analisada, 7 eram individuos
do sexo masculino e 8 do sexo feminino, totalizando
de 15 individuos com sorologia negativa para o HIV e
aparentemente sadios, cuja finalidade foi servir de
controle para o estudo, tendo a faixa etdria deste gru-
po variado de 10 a 46 anos (Tabela II).

RBAC, vol. 34(2), 2002

Variaveis
Resultados
TCD4 TCD8 TCD4/TCD8
Dif. de médias -1,2807 -194,5962 | - 0.009649
t- calculado 1,309156 992,0732 - 0,000102
Graus de liberdade 56 56 56
P — valor 0,7488 0,2724 0,1199

* Laboratorio de Citometria de Fluxo do Instituto de Onco-Hematologia de Natal-RN
** Setor de Citometria de Fluxo do Laboratorio Central do Rio Grande do Norte (LACEN-RN)
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A variacao dos niveis de linfocitos TCD4 em indivi-
duos do sexo masculino e feminino do grupo controle
encontra-se presente respectivamente nas Tabelas II1
e IV, mostrando-se dentro dos limites de normalidade.
Conforme observamos, a maior variacao para o sexo
masculino foi de 23 células por mm?®. Nos individuos
do sexo feminino, verificou-se uma mesma tendéncia,
ou seja, constatou-se uma baixa variacao compreen-
dida em torno de 54 células por mm®mostrando dessa
forma uma homogeneidade nos resultados.

Na contagem de linfocitos TCD8, Tabelas 111 e IV
respectivamente, os resultados das variacoes apresen-
taram niveis dentro dos limites de normalidade tanto
para o sexo masculino com uma variacdo maxima de
23 células por mm?®, como para o sexo feminino com
47células por mm?® (Tabela III e IV).

Além das variacoes das subpopulacoes de linféci-
tos TCD4 e TCD8 foi feita a andlise na variacdo dessas
subpopulacoes, que se comportou com uma variacao
maxima para o sexo masculino de 0,1 e 0,2 para o sexo
feminino. Ambos dentro dos limites aceitaveis (Tabela
Il e IV).

Consideramos como valores de referéncia para lin-
focitos T e subpopulagdes em individuos adultos sadi-
os os seguintes valores':

e Linfécito T (CD3+): 875 a 1.900/mm?
¢ Linfocitos T helper (CD3+/CD4+): 700 a 1.400/mm?

e Linfocitos T supressor/citotoxico (CD3+/CD8+): 190
a 725/mm?

* Relacao TCD4/TCDS8: 1,0 - 3,0

DISCUSSAO

Embora na evolucao da infeccao pelo HIV-1 se-
jam atingidos todos os setores do sistema imune, ao
menos indiretamente, a conseqtiéncia clinica de
maior expressao parece decorrer do comprometimen-
to da resposta mediada por células T,

O vulto da deplecao das células TCD4 varia en-
tre pacientes. Ap6s a queda inicial, muitos podem
manter um nivel de células CD4+ relativamente
normal ou ligeiramente inferior, durante longos pe-
riodos, seguidos de quedas bruscas que, em varios
pacientes, coincidiu com aumentos marcantes do
antigeno HIV-1 circulante®' ',

Em geral, os portadores assintomaticos e indivi-
duos com o complexo relacionado a AIDS apresen-
tam contagens de linfécitos TCD4 mais elevadas do
que aqueles com sarcoma de Kaposi e/ou os atingi-
dos por infec¢des oportunistas’®.

Baseado nesses relatos, os resultados obtidos,
para a contagem de células TCD4 através da cito-
metria de fluxo, devem expressar valores bastante
exatos dada a importancia dessa subpopulacao lin-
focitdria na avaliacao clinica, terapéutica e imuno-
légica do pacientes infectado pelo HIV-1'%1718,

Calcado neste principio foram realizadas anali-
ses estatisticas dos resultados da imunofenotipa-
gem de linfécitos TCD4 obtidos através dos dois
modelos de citometro de fluxo. As andalises dos re-

100

sultados demonstraram equivaléncia, uma vez que
as variagcdes do numero de células TCD4 do mesmo
individuo infectado pelo HIV-1 ndo foram estatis-
ticamente significantes, conforme demonstrado na
Tabela VII.

De acordo com a literatura, a interpretacao clini-
ca da contagem de células TCD4 na avaliacdo imu-
nolégica, terapéutica e profilatica do individuo HIV-
1 positivo varia com os niveis dessas células. Nos
pacientes onde a contagem é préoxima de 1.000/mm?
a variacao de uma contagem para outra pode ser fle-
xivel, o que néo é tdo significativa. Ao passo que
individuos apresentam contagens de células TCD4
inferior a 500 células/mm® a variacdo deve ser de no
maximo 30% no caso de duas contagens, devido di-
ferencas maiores implicar em conduta terapéutica
distinta, bem como medidas profilaticas peculiares
as possiveis infeccoes oportunistas que possam vir
a surgir de acordo com o nivel de linfécitos TCD4+'.

O numero de células TCD8+ também varia nos
individuos infectados pelo HIV-1. Muitos individuos
sadios, soropositivos, além daqueles com sindromes
linfoadenopéticas e linfoadenopatia generalizada
progressiva apresentam niveis elevados de células
TCD8+. A expansao da populacao de TCD8+ pode
representar a geracao de respostas citotéxicas con-
tra o HIV-1 e outros patégenos'®?°,

No curso final da doenca, os pacientes com AIDS
portadores de infeccoes oportunistas encontram-se,
a miude, privados de todas as células linféides, in-
clusive dos linfécitos CD8+. O mecanismo que re-
sulta nessa deplecdo nao esta claro, mas pode ser
causado por severa supressao da medula dssea'®.

Tais abordagens descritas na literatura estao evi-
dentes na Tabela I onde se verificam variacoes de
linfécitos TCD8 de 43 a 2.350 células/mm?® entre os
individuos infectados, mostrando assim que o nivel
de células TCD8+ depende do estdgio evolutivo da
infeccao pelo HIV-1, uma vez que foi analisado ma-
terial bioldgico (sangue) de individuos nas diversas
fases da infeccao. Outro ponto importante que deve
ser ressaltado foi a ndo observacao de divergéncias
nas contagens de linfécitos TCD8+ no mesmo indi-
viduo, que semelhante aos linfécitos TCD4 néo de-
vem apresentar variagdes bruscas em contagem du-
pla, conforme demonstrado nas Tabelas V e VI.

Com esses dois parametros laboratoriais, conta-
gem de linfocitos TCD4 e TCD8, é possivel obter um
terceiro, que é a relacdo entre essas duas subpopu-
lacoes de linfécitos T (CD4+/CD8+) onde, em indi-
viduos sadios, nao infectados pelo HIV-1, deve es-
tar sempre a favor da subpopulacao CD4+. Nos in-
dividuos infectados, essa relacdo se inverte favore-
cendo as células CD8+, tornando-se, desta forma,
mais um indicativo da infeccao.

Como podemos observar ainda nas Tabelas V e
VI a relacdo CD4+/CD8 obtida através dos dois
modelos de citometro de fluxo ratifica a equivalén-
cia dos resultados das subpopulacées de linfécitos
TCD4 e TCDS8, uma vez que nao foram detectadas
divergéncias nas analises estatisticas dessa relacao
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(Tabela VII). E valida ainda a ressalva de que foram
evidenciados 2 casos onde os individuos infectados
apresentaram relacoes CD4+/CD8+ acima de 1,0 o
que favorece o linfécito CD4+.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados, conclui-
se que a citometria de fluxo constitui uma metodolo-
gia de padrao homogénea, pois se observou concor-
dancia nos resultados obtidos, tanto no grupo proble-
ma quanto no grupo controle, independente do mode-
lo do equipamento empregado.
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Avaliacao da velocidade
de hemossedimentacao (VHS)
utilizando o método de Westergren
(original e modificado)
e os sistemas Vacuette e Sedivette

Erythrocyte sedimentation rate evaluation by Westergren
(original and modified) and Vacuette and Sedivette systems

Luci Maria Sant’Ana Dusse’; Ana Paula Mendonga Ribeiro®; Geralda de Fatima Guerra Lages®;
Lara Carvalho Godoi*; Anna Leticia Soares®; Lauro Mello Vieira® & Maria das Gragas Carvalho*

RESUMO - O método de Westergren € universalmente utilizado para a determinacdo da VHS. Ao longo do tempo,
esse método sofreu algumas modificagées que foram aceitas pelo International Committee for Standardization in
Hematology/ICSH, 1977%. Com o advento da AIDS, tem crescido a preocupacdo com a questdo da biosseguranca
no laboratério clinico. Em conseqiiéncia dessa preocupacéo e considerando-se os riscos envolvidos na determina-
cdo da VHS, que incluem manuseio e descarte de grande volume de sangue, tem surgido, no mercado, sistemas
para realizacdo da VHS que minimizam o contato com o sangue. Para investigar se estas diferentes metodologias
reproduzem de modo fidedigno o método proposto por Westergren, foi realizado o presente trabalho que teve como
objetivo comparar os resultados de VHS aos 30, 60 e 120 minutos obtidos pelo método classico de Westergren
(método 1), método de Westergren modificado, utilizando EDTA como anticoagulante e fazendo-se a diluicdo do
sangue com salina (método 2); utilizando EDTA como anticoagulante e sem a dilui¢do com salina, como tem sido
freqiientemente feito nos laboratérios clinicos (metodo 3); através dos sistemas Vacuette (método 4) e Sedivette
(método 5). Néo foi observada diferenca significativa quando se compararam os cinco métodos utilizando amos-
tras de sangue de mulheres jovens e aparentemente saudaveis. No entanto, para a correta interpretacdo dos resul-
tados, o mesmo estudo devera obrigatoriamente ser realizado em um grupo de pacientes com doencas sabidamen-
te aceleradoras do processo de VHS a fim de se conhecer o impacto destas condicdes patoldégicas nas diferentes
metodologias de determinacao da velocidade de hemossedimentacao.

PALAVRAS-CHAVE - VHS, Westergren, Vacuette, Sedivette.

SUMMARY — Westergren’s method is widely utilized for erythrocyte sedimentation rate determination (VHS), whose
method has shown modifications that has been accepted by International Committee for Standardization in Hema-
tology/ICSH, 1977*. Because to AIDS, issues related to biosecurity in Clinical Labs have been arisen. Due to this
worry and considering the risks involved in VHS determination, including manipulation and discard of a great blood
volume, other commercially available methodologies have appeared in order to reduce the contact with patient’s
blood samples. To investigate whether these different methodologies are able to reproduce, in a very similar way, the
original Westergren method results, it has propused the present work, whose aim is to compare VHS results at 30, 60
and 120 minutes by the conventional Westergren method (method 1), modified Westergren method using EDTA as
anticoagulant followed by blood dilution with NaCl 0.85% (method 2); using EDTA as anticoagulant with no saline
dilution as it has frequently been observed in Clinical Labs (method 3); through Vacuette (method 4) and Sedivette
systems (method 5). No significant difference was observed as the five different methods were compared in blood
samples of juvenil and apparently healthy women. However, for the correct results interpretation, similar studies
must be carried out in a patients group with diseases that, indoubtly, cause increase of VHS rate in order to know the
impact of the pathological conditions on different methodologies.

KEYWORDS - Erythrocyte sedimentation rate, Westergren, Vacuette, Sedivette.

/

INTRODUQAO amostra de sangue apos a sedimentacdo espontanea
das hemacias'?. O método de Westergren ¢é universal-
A velocidade de hemossedimentacdo (VHS) corres- | mente utilizado para a determinacdo da VHS. Esse

\

ponde a medida da coluna de plasma de uma | método utiliza tubo de vidro de 30cm de comprimen-
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to, 2,4 a 2,5mm de didametro interno, graduado de zero
a 200mm, sendo que a marca 200 corresponde a borda
inferior do tubo. Como anticoagulante para a obten-
cao da amostra de sangue, utiliza-se uma solu¢ao aquo-
sa de citrato de sédio diidratado (Na,C,H.0,.2H,0) a
109mmol/L (32,08 g/L), na proporcédo de uma parte da
solugdo para quatro partes de sangue®.

O International Committee for Standardization in
Hematology /ICSH, 1977* considera aceitavel algu-
mas modificagdes introduzidas ao método original-
mente proposto por Westergren, entre elas a substi-
tuicdo do tubo de vidro por tubo de pléstico (poli-
propileno ou policarbonato) e o uso de EDTA como
anticoagulante, desde que seja feita uma diluicao
do sangue, imediatamente antes de iniciar o exame,
com uma parte de solucdao salina a 0,9g/L para qua-
tro partes de sangue.

Nas ultimas décadas, com o surgimento da AIDS,
tem crescido a preocupacao com a questao da bios-
seguranca no Laboratdrio Clinico. Em conseqién-
cia dessa preocupacao e considerando-se os riscos
envolvidos na determinacao da VHS, que inclui o
manuseio e descarte de grande volume de sangue,
tem surgido no mercado sistemas para realizacdao da
VHS que minimizam o contato com o sangue. Tais
sistemas incluem tubos com citrato de s6dio a 3,2 g/
dL para a coleta do sangue e tubos para sedimenta-
cdo das hemacias, que sdo preenchidos por capilari-
dade, sem necessidade de aspiracao da amostra. Ao
final, todo o material utilizado é descartado. Sao in-
questiondveis as vantagens desses sistemas de de-
terminacdao da VHS, considerando-se a praticidade
de execucao e a biosseguranca. No entanto, torna-
se imprescindivel avaliar se essas metodologias re-
produzem de modo fidedigno o método proposto por
Westergren.

O objetivo do presente estudo foi comparar os re-
sultados de VHS, aos 30, 60 e 120 minutos, obtidos
simultaneamente pelo método classico de Wester-
gren (método 1), método de Westergren modificado,
utilizando EDTA como anticoagulante e fazendo-se
a diluicdo do sangue com salina (método 2), utili-
zando EDTA como anticoagulante e sem a diluicao
com salina, como tem sido freqiientemente feito nos
laboratorios clinicos (método 3), através dos siste-
mas Vacuette (método 4) e Sedivette (método 5), que
utilizam tubos pléasticos de altura inferior ao proposto
por Westergren.

MATERIAL E METODOS

1) Amostra bioldgica

Foram coletados de cada participante 14.5mL de
sangue venoso, sendo 4.5mL em EDTA (tubos Vacu-
tainer), 4.5mL em citrato de s6dio (tubos Vacutainer),
2.0mL em citrato de sédio (tubos Vacuette) e 3.5mL
em citrato de s6dio (tubos Sedivette). Todas as amos-
tras foram obtidas apds o esclarecimento dos objetivos
da pesquisa, a obtencao do Consentimento Livre e Es-
clarecido e o preenchimento da ficha clinica.
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2) Grupo de estudo

Mulheres selecionadas dentre as alunas matricu-
ladas na Faculdade de Farmacia da UFMG (n=15).

3) Critérios de incluséo

1) Idade, compreendida entre 21 e 24 anos.

2) Estar em jejum.

3) Nao apresentar manifestagées clinicas de pro-
cessos infecciosos e/ou inflamatorios.

4) Metodologia

Foi determinada a velocidade de hemossedimen-
tacao, aos 30, 60 e 120 minutos, utilizando-se os se-
guintes métodos:

1) Método original proposto por Westergren, com
amostra colhida em citrato de sédio, utilizando-
se a pipeta e o suporte de Westergren.

2) Método de Westergren, com a amostra colhida
em EDTA e diluida em solucdo fisiolégica (uma
parte de solucdo fisiolégica para quatro partes
de sangue).

3) Método de Westergren modificado, com amostra
colhida em EDTA.

4) Sistema Vacuette, com tubos de vacuo e pipetas
desse sistema.

5) Sistema Sedivette, com tubos desse sistema.

RESULTADOS

As Figuras 1, 2, e 3 representam a velocidade de
hemossedimentacdo obtida pelos cinco métodos, aos
30, 60 e 120 minutos, respectivamente. A andalise esta-
tistica dos resultados (Kruskal-Wallis) revelou que ndo
houve diferenca entre os valores obtidos, aos 30, 60 e
120 minutos, comparando-se os cinco métodos.
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FIG. 1 - Velocidade de hemossedimentacao (mm) aos 30 minutos. A linha
horizontal representa a média dos valores obtidos.
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FIG. 3 - Velocidade de hemossedimentacao (mm) aos 120 minutos. A linha
horizontal representa a média dos valores obtidos.
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FIG. 2 - Velocidade de hemossedimentacao (mm) aos 60 minutos. A linha
horizontal representa a média dos valores obtidos.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Uma resposta do organismo a ocorréncia de lesdes
localizadas ou sistémicas, doencas inflamatdrias ou
gravidez, pode resultar em um aumento das proteinas
plasméticas, especialmente das globulinas e do fibri-

RBAC, vol. 34(2), 2002

nogénio. Apesar da baixa sensibilidade da velocidade
de hemossedimentacdo, algumas aplicagoes desse exa-
me merecem ser citadas tais como acusar alguns tipos
de moléstia oculta ou monitorar o curso de uma doen-
ca ou atividade®.

O fen6meno da aceleracao da velocidade de hemos-
sedimentacdo das hemadcias é dependente quase ex-
clusivamente do plasma. O aumento dos niveis plas-
maticos de fibrinogénio e de globulinas contribui para
a alteracao das propriedades fisico-quimicas do plas-
ma, o que resulta na reducdo da carga elétrica das
hemacias, facilitando o processo de empilhamento das
mesmas (rouleaux) e, conseqiiente aumento da velo-
cidade de sedimentacdo dessas®.

Apesar de muitas controvérsias sobre o real valor
da medida da VHS, nao hé duvida de que esse exame
constitui um importante parametro auxiliar para de-
teccao de alteragdes na composicao do plasma devido
a diversas patologias ou condicoes que favorecam o
fendmeno de separacao das hemdcias do plasma. Por-
tanto, hd necessidade de se realizar um estudo com-
parativo dos métodos avaliados no presente trabalho
utilizando amostras de sangue de pacientes com doen-
cas sabidamente capazes de acelerar a VHS para con-
cluir se tais métodos sdo equivalentes, nessas circuns-
tancias.

Considerando que o presente estudo foi realizado
em amostras de sangue de mulheres jovens e sauda-
veis, seus resultados nao poderao ser extrapolados para
pacientes. Dessa forma, a conclusao plausivel deste
estudo consiste na observacao de que os resultados da
VHS de mulheres jovens e saudaveis ndo diferiram
quando se compararam os métodos de Westergren ori-
ginal ou com as modificagdes propostas, os sistemas
Vacuette e Sedivette, utilizando-se amostras colhidas
em jejum e realizando-se o teste imediatamente apds
a coleta, conforme recomenda o ICSH.
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Avaliacao entre meétodos,
baseados na sedimentacao
por centrifugacao em formol-éter,
utilizados para diagnostico
das enteroparasitoses’

A comparative study based on formol-ether concentration technique
used in parasitological diagnhostic
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RESUMO - Amostras de fezes de 302 pacientes, portadores de no minimo uma espécie de helminto e uma espécie
de protozodrio, foram utilizadas para avaliar a eficAcia dos métodos de Ritchie simplificado por Ridley & Hawgood
(1956) e de Ritchie modificado por Allen & Ridley, baseados na Sedimentacao por centrifugacdo em formol-éter.
PALAVRAS-CHAVE - Técnicas parasitolégicas, diagnoéstico laboratorial.

\ /
- ™
SUMMARY - To compare an efficacy of Ritchie simplification by Ridley & Hawgood (1956) with modification of
Ritchie by Allen & Ridley, based on formol-ether concentration technique in 302 sample fecal with at least on type of

helminths and on type of protozoa applied to enteroparasitological diagnostic.
KEYWORDS - Parasitological technique, laboratory diagnostic.
AN /

INTRODUGAO

método da sedimentacao por centrifugacao, ten-

do como base o formol-éter e conhecido como
“Método do formol-éter"”, foi desenvolvido por Ritchie
em 1948 (Método de Ritchie) e, posteriormente, sim-
plificado por Ridley & Hawgood (1956). Esta técnica,
tao eficiente e mais simples que a original, tem sido
amplamente adotada como procedimento de diagnoés-
tico. Anos depois, em 1970, Allen & Ridley fizeram
modificagdes do método com a finalidade de obter
maior rendimento na pesquisa de ovos e larvas de
helmintos.

Este trabalho tem como objetivo testar a eficiéncia
dos métodos de Ritchie simplificado por Ridley & Haw-
good (1956, Ritchie simplificado ) e de Ritchie modifi-
cado por Allen & Ridley (1970, Ritchie modificado),
baseados na sedimentacdo por centrifugacao em for-
mol-éter, utilizados para o diagndstico de enteropara-
sitoses, principalmente na pesquisa de ovos e larvas
de helmintos.

MATERIAL E METODO

As amostras de fezes utilizadas foram recebidas pelo
Laboratério de Parasitologia Clinica da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal da Bahia e exami-
nadas pelo método de sedimentacdo espontanea, du-
rante os meses de dezembro de 2000 a dezembro de
2001. Destas amostras, 302 foram selecionadas pelo
critério de estarem contaminadas com, no minimo, um
helminto e um protozodrio. A faixa etdria dos pacien-
tes variou de 1 a 76 anos, sendo 137 do sexo feminino
e 165 do sexo masculino. As amostras selecionadas
foram entdo analisadas pelos métodos de Ritchie sim-
plificado (1956) e de Ritchie modificado (1970). A ané-
lise estatistica foi realizada através de recursos de com-
putacdo, utilizando-se para a construcdao da base de
dados e anélises o software SPSS (Statistical Package
for Social Sciences) para Windows™, versdo 9.0. A as-
sociacao entre varidveis categoricas foi avaliada pelo
teste do Qui-quadrado (X?). O nivel de rejeicdo da hi-
potese de nulidade foi fixado em 0,05.

Recebido em 12/4/2001
Aprovado em 15/4/2002
*Trabalho realizado no Laboratério de Parasitologia Clinica da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal da Bahia
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RESULTADOS

Os resultados apresentados na Tabela I demonstram
que o método de Ritchie simplificado ndo é adequado
para pesquisa de ovos e larvas de helmintos, como
demonstrado anteriormente (Allen & Ridley, 1970;
Cerqueira & Barreto, 1993). No entanto, o emprego do
método de Ritchie modificado permitiu elevar a fre-
giiéncia dos helmintos em 54% (Tabela I).

A Tabela II demonstra que algumas espécies de
helmintos diagnosticadas pelo método de Ritchie mo-
dificado ¢é significativamente maior do que estas es-
pécies encontradas pelo método de Ritchie simplifi-

TABELA |
Freqiiéncia de parasitos encontrados
nas 302 amostras analisadas par diferentes métodos

Fregiiéncia de parasitos
Métodos
Helmintos Protozoarios Total
(ovos efou larvas) (cistos)
Hoffman, Pons & Janer
(Sedimentacdo espontanea) 374 393 767
Ritchie simplificado por
Ridley & Hawgood 159 471 630
Ritchie modificado por
Allen & Ridley 346 487 833

TABELA 1l
Freqiiéncia de diferentes espécies de helmintos
em 302 amostras analisadas por diferentes métodos

cado (P = 0,000; Teste Qui-quadrado), sendo a fre-
quiéncia de 1,83 vezes maior para Ascaris lumbricoi-
des, 2,04 para Trichuris trichiura e 3,0 para Ancilos-
tomideos. Apesar da eficdcia do método, a sedimen-
tacdo espontanea elevou ligeiramete a freqiiéncia
total dos helmintos (Tabela I). No entanto, para cada
espécie de helminto diagnosticada, ndo houve dife-
rencas significativas quando empregada os métodos
de sedimentacao espontanea ou de Ritchie modifica-
da (P>0,05; Teste Qui-quadrado, Tabela II). Quanto
ao diagnéstico dos protozodrios, tanto os métodos de
Ritchie simplificado quanto a de Ritchie modificada
sdo igualmente eficazes. No entanto, sao ligeiramente
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FIG. 1 - Anélise das 302 amostras estudadas e relacionadas por métodos

Htas e pela freqiiéncia de helmintos e protozoarios encontrados.
Hoffman, Ritchie Ritchie
Helmintos Pons & Janer | sim plificado modificado TABELA 1l
(ovos elou larvas) (sedimentacdo por Ridley por Freqiiéncia de diferentes espécies de protozoarios
espontanea) | & Hawgood || Allen & Ridley em 302 amostras analisadas por diferentes métodos
Freqiéncia | % |Freqiéncia | % |Freqiéncia | % Métodos
Ascaris lumbricoides 181 50,93 | 98 | 3245 | 179* | 59,27 . Hoffman, _ Ritchie Ritchie
Protozoarios P ons & Janer | sim plificado modificado
(cistos) (sedimentagdo por Ridley por

Trichuris trichiura 106 35,09 50* 16,55 102* 33,17 espontanea) & Hawgood Allen & Ridley
Enterobius vermicularis 007 2,31 - - 005 1,65 Freqiéncia | % |Freqléncia | %  [Freqiéncia | %
Ancilostomideos 025 8,27 007* 2,31 021* 6,95 Endolimax nana 182 60,26 239 79,13 238 78,80
Strongyloides stercoralis 027 8,90 003 0,99 017 5,62 Entamoeba coli 128 42,38 132 4370 138 45,69
Schistosoma mansoni 022 7,28 001 0,33 018 5,96 Entamoeba histolytica 041 13,57 056 18,54 058 19,20
Taenia sp 002 0,66 - - 001 0,32 lodamoeba butschlii 013 430 013 430 013 430
Hymenolepis nana 003 0,99 - - 002 0,66 Giardlia lamblia 023 7,61 035 11,58 034 11,25
Hymenolepis diminuta 001 0,33 - - 001 0,33 Chilomastix mesnili 006 1,98 006 1,98 006 1,98

* Teste Qui-quadrado p = 0,000
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* Teste Qui-quadrado p = 0,000
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FIG. 2 - Helmintos que nao foram diagnosticados pelo método de Ritchie
simplificado em 302 amostras de fezes analisadas em comparagao com o
método da sedimentagao espontanea.

mais sensiveis do que a sedimentacdo espontanea
(Tabela I e Figura 1), principalmente para a pesquisa
de Endolimax nana (P = 0,000; Teste Qui-quadrado,
Tabela III).

DISCUSSAO

Segundo Allen & Ridley (1970 ), o Método de Ri-
tchie simplificado (1956) tem sido amplamente adota-
do em laboratérios para pesquisa de ovos, larvas de
helmintos e cistos de protozodarios. No entanto, o mé-
todo é insatisfatério para pesquisa de ovos de helmin-
tos, principalmente de Ascaris lumbricoides, Taenia sp
e Schistosoma sp. Além do mais, Cerqueira & Barreto
(1993) demonstraram também a ineficidcia deste mé-
todo para o diagndstico das helmintoses e ressaltam a
sua grande eficiéncia para pesquisa de cistos de pro-
tozodrios, em comparacao a outras técnicas utilizadas
na rotina de um laboratério clinico. Allen & Ridley
(1970) fizeram modificacoes no Método de Ritchie, de-
monstrando a elevada sensibilidade deste método mo-
dificado para pesquisa de ovos e larvas de helmintos.

Neste estudo foi confirmado que o método de Rit-
chie simplificado é ineficaz para diagnostico da hel-
mintiase, ficando em média 74.8 % das amostras con-
taminadas com Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiu-
ra, Enterobius vermicularis, Ancilostomideos, Stron-
gyloides stercoralis, e/ou Schistosoma mansoni, nao
diagnosticadas (Figura 2). Por outro lado, a aplicacdo
do método de Ritchie modificado, no diagndstico pa-
rasitolégico, demonstra elevada sensibilidade quando
comparado com o método de sedimentacdo esponté-
nea. Assim, a ligeira diminuicédo da freqiiéncia total
de helmintos demonstrada no método de Ritchie mo-
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dificado compensa pela também ligeira elevacdo da
freqiiéncia total dos protozodarios, podendo, entdo, este
método ser utilizado para diagnoéstico de rotina em
laboratoérios clinicos, como ja se aplica na Escola de
Higiene e Medicina Tropical de Londres (Allen & Rid-
ley, 1970), por ser um método sensivel, de baixo custo,
rapido e de facil execucédo.

CONCLUSOES

1. A utilizacdo do método de Ritchie modificado
melhora sensivelmente a pesquisa de ovos e larvas de
helmintos, quando comparada com o método de Rit-
chie simplificado (Figura 1);

2. A aplicacdo do método de Ritchie modificado re-
sulta em um ligeiro decréscimo na freqiiéncia total dos
helmintos, nas amostras analisadas, quando compa-
rado com o método de sedimentacdo espontanea. No
entanto, o diagnostico para cada espécie ndo apresen-
ta diferencas significativas (p > 0,05, Tabela II);

3. A aplicacdo do método de Ritchie modificado
comparado com o método de sedimentacao esponta-
nea resulta em elevacdo na freqiiéncia total dos proto-
zodarios, nas amostras analisadas. Este aumento se re-
flete na significativa sensibilidade do método de Rit-
chie modificada para o diagnostico da Endolimax nana
(p < 0,000, Tabela III);

4. Para a pesquisa de protozodarios, o método de
Ritchie simplificado apresenta resultados semelhan-
tes ao método de Ritchie modificado. No entanto, é
um método pouco sensivel para pesquisa de Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura e Ancilostomideos (Ta-
bela II);

5. O método de Ritchie modificado pode substituir
o método da Sedimentacdo espontanea, comumente
utilizado na rotina dos laboratdrios de Parasitologia
Clinica, sem perda da sensibilidade do diagnostico.
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