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Desempenho e custo de conjuntos
para diagnostico de marcas diferentes,
presentes no mercado nacional,
para dosagem de colesterol

Performance and cost from different trademarks sets for diagnosis
of Total Cholesterol present in the brazilian market

E. M. Hermes' & R. W. Samohy/?

RESUMO - O objetivo da presente trabalho ¢é avaliar o desempenho quanto a qualidade e custo de dezessete marcas
dos conjuntos para diagnéstico in vitro de Colesterol Total presentes no mercado brasileiro. Foram utilizados como
amostra o soro controle Qualitrol® HS P 452. Os resultados foram submetidos a uma ANOVA para verificar se havia
diferencas significativas entre as marcas analisadas. O teste de Duncan foi utilizado para agrupa-las, conforme
suas diferencas. Os resultados obtidos pela ANOVA demonstraram existir diferencas significativas ao nivel de 5%.
As marcas de conjuntos para diagndstico analisadas formaram agrupamentos que sao significativamente diferen-
tes entre si, ao nivel de 5%. Ndao foi observada relacao positiva entre o custo e o desempenho das marcas de
conjunto para diagnostico in vitro.

PALAVRAS-CHAVE - Desempenho, custo, colesterol, conjunto para diagnoéstico in vitro.
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SUMMARY — The objective of the present work is to evaluate the quality performance and cost of 17 trademarks for
diagnosis in vitro of Total Cholesterol present in the brazilian market. The serum control Qualitrol™ HS P 452 was
used as sample. The results were submited to an ANOVA test to verify the significance at a level of 5% of the averages
of the absolute difference of the analyzed trademarks. The Duncan test was used to group them, according to their
differences. The results obtained from the ANOVA showed that there are significant differences at a level of 5%. The
trademarks formed groupings that are significantly different, at a level of 5%. No relation between the cost and the

~

performance of the set irademarks for the diagnosis in vitro was observed.
KEYWORDS - Performance, cost, cholesterol, set for diagnosis in vitro.
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INTRODUGAO

urante os ultimos anos, os métodos analiticos quan-
titativos utilizados em Laboratérios Clinicos tém
se tornados mais confiaveis e mais padronizados. Com
isso, se torna necessdria a evolucao dos procedimen-
tos de avaliacdo destes mesmos métodos e correlatos
usados para a sua fabricacdao. Tem-se reconhecido que
o rendimento de um método pode ser considerado ob-
jetivamente como aceitavel somente se seus erros sao
suficientemente pequenos para uso clinico. Protoco-
los desenvolvidos por Westgard, pela Administracao
de Drogas e Alimentos dos Estados Unidos (Food and
Drug Administration - FDA) e pelo Comité Nacional
para Padroes em Laboratorio Clinico (National Com-
mittee for Clinical Standards - NCCLS) medem os er-
ros em termos de unidades de concentracao da varia-
vel analitica e compara-os com os erros clinicamente
admissiveis (Westgard, 2000) (NCCLS, 1998).
Quando um fabricante desenvolve um novo méto-
do e o prepara para lancar no mercado, a FDA requer
que ele indique o rendimento analitico do método,

especificamente quanto a precisdo e a exatidao deve
ser apoiado pela avaliacdo experimental do método. E
essencial que os dados sejam realistas e claros. O ni-
vel de rendimento dos métodos nos laboratérios que
os utilizam deve ser, pelo menos, tao bom quanto o
indicado pelo fabricante.

No Brasil, o 6rgao responsavel pelo controle da fa-
bricacdo, importacao e da qualidade dos conjuntos para
diagnéstico in vitro, é a Agéncia Nacional de Vigilan-
cia Sanitaria (ANVISA) vinculada ao Ministério da
Saude que vem aprimorando sua atuacao na area de
controle de reagentes definidos na legislacao atual
como correlatos.

As Boas Praticas de Fabricacao e Controle, consti-
tuem os requisitos que devem ser adotados pelas em-
presas fabricantes e importadoras de produtos corre-
latos, visando a garantir a qualidade do sistema de pro-
ducéo e fornecimento de seus produtos e a garantia
da qualidade é realizada pelos inspetores da vigilan-
cia sanitaria. A portaria SVS n° 686 de 27/08/98 inter-
naliza a resolugao Mercosul GMC n° 65/96, que esta-
belece os requisitos para as Boas Praticas de Fabrica-
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cao e Controle em estabelecimentos de produtos para
diagndstico de uso in vitro.

O controle de qualidade dos conjuntos para diag-
néstico in vitro, ou "kits", como comumente sao cha-
mados nos meios laboratoriais, na area de imunolo-
gia, é de responsabilidade do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade (INCQS) da Fundacéao Osval-
do Cruz (FioCruz).

Os compradores dos conjuntos para diagnoéstico in
vitro, no caso os laboratérios, que utilizam diversos
métodos ao seleciond-los, comparam as indicacoes de
diferentes fabricantes de maneira que estas devam ser
competitivas quanto ao custo e a qualidade. O NCCLS
(1986, 1995, 1996, 1998, 1999) desenvolveu protoco-
los para que sejam utilizados pelos fabricantes nas
provas experimentais dos métodos e no tratamento es-
tatistico dos dados.

Outras organizacdes estudam métodos para verifi-
car as indicac¢oes do fabricante acerca do rendimento
analitico de um método. A FDA publicou protocolo com
a intencao de provar se o rendimento de qualquer
método comercial (dispositivo ou conjunto de diagnoés-
tico in vitro- "kits") coincide com as indicagbes do fa-
bricante (Koch and Peters, 1999).

O usudrio dos métodos deve avaliar, o mais eficien-
temente possivel, se o rendimento é aceitdvel, e des-
cartd-lo com um minimo de trabalho experimental. Por
isso, existe a necessidade do desenvolvimento de me-
todologias praticas que possam informar o desempe-
nho de um método e possam ser executadas por todos
o laboratérios, ndo importando se os mesmos sao de
porte pequeno, médio, ou grande.

A importacao dos conjuntos para diagnostico la-
boratorial de varias marcas de diversos paises que
estdo no mercado chega ao usudrio competindo em
preco, resta aos profissionais levarem em conta a re-
lacao custo e qualidade de tais produtos. Os conjun-
tos para diagnéstico laboratorial, que chegam ao
mercado de diversas procedéncias com a mesma me-
todologia, variam na quantidade de insumos presen-
tes (substratos, enzimas, coenzimas, cofatores) mui-
tas vezes com resultados variaveis em faixas que ex-
cedem os valores de referéncia. O cliente, que utiliza
o produto na maioria das vezes, nado consegue ava-
liar do ponto de vista custo/qualidade, optando entao
pelo menor preco.

A partir de 1999, o Governo Federal, através do
Ministério da Saude, estabeleceu como meta o con-
trole de qualidade de todo o sangue coletado no pais,
através do projeto: implantacao da qualidade total na
Hemorrede (Programa de Qualidade do Sangue do
Ministério da Saude, 1999). Para atingir esta, meta
varios comités técnicos foram criados para implantar,
entre outras atividades, o controle de qualidade dos
reagentes e insumos, e, também, um programa de ava-
liacao externa da qualidade de todas as Unidades
Hemoterdpicas do pais.

Tais fatos demonstram, claramente, a intencao do
Ministério da Saude em investir cada vez mais na area
de Controle de Qualidade de reagentes utilizados no
diagnostico laboratorial, visando, inclusive, ao aper-
feicoamento do Sistema Nacional de Vigilancia Sani-
tdria, preparando-se para a efetiva atuagdo do Merco-
sul.

Os laboratérios de Andlises Clinicas se deparam
muitas vezes com a necessidade de avaliar o melhor
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“kit" para a dosagem de um analito, quando precisam
introduzir uma nova metodologia, ou quando é neces-
séria a troca do conjunto para o diagnéstico in vitro
("kit"), usando a mesma metodologia. A avaliacdo é feita
com base nas informacoes dos fabricantes disponiveis
nas bulas dos respectivos “kits”, em conjunto com o
custo que o referido produto apresenta. Segundo as
BPLC ou Boas Praticas de Laboratoério Clinico, os labo-
ratérios devem testar cada novo “kit" ou metodologia
antes de introduzi-la na rotina.(Mendonca, 1998).

Este trabalho tem como objetivo tragar um perfil de
17 marcas estudadas de conjuntos para o diagnostico
in vitro ("kits") para a dosagem de colesterol existente
no mercado nacional, destinados aos Laboratérios de
Analises Clinicas. A escolha do analito colesterol deve-
se ao fato de ser um exame muito importante para a
deteccao do risco para doencas coronarianas. As doen-
cas do coracao se configuram na maior causa de mor-
te no mundo e no Brasil. O exame para colesterol é
solicitado para a prevencao, deteccao ou triagem, e as
diferencas nas dosagens existentes entre laboratérios
ou marcas podem acarretar decisoes equivocadas por
parte dos clinicos.

O custo nao deve ser prioritario em funcao da qua-
lidade, mesmo porque um produto de baixa qualidade
pode mostrar-se com imprecisao e com desempenho
pobre em termos de exatiddo, gerando um grande nu-
mero de resultados nao-conformes, que reduzem a uti-
lidade médica dos resultados e aumentam a repeticdo
dos ensaios. Isto pode gerar uma elevacao dos custos
para niveis muito maiores que 0s necessarios para
adquirir reagentes de custo mais elevado. No entanto,
muitas vezes essa confirmacao so se estabelece apos a
aquisic¢ao dos produtos. De fato, uma avaliacao do cus-
to-beneficio é fundamental, durante o processo de es-
colha da marca do reagente a ser utilizada.

Com o intuito de padronizar e orientar a qualida-
de no campo da medicina laboratorial e sistemas de
diagnostico in vitro, foi proposto em 1995 através da
Organizacdo Internacional para Normalizacdo Téc-
nica (International Organization for Standartization -
ISO), a criacdo de um comité técnico denominado
ISO/TC-212, que contempla a qualidade, a adminis-
tracdo, procedimentos pré e pds-analiticos, desem-
penho analitico, seqguranca laboratorial, sistemas de
referéncia (NCCLS, 2000). Com a introducéo no Bra-
sil dos Programas de Acreditacdo é possivel perceber
mudancas na cultura, no que diz respeito a qualida-
de dos servicos de satude. Os programas de acredita-
cdo sao realizados, no Brasil, pela Sociedade Brasi-
leira de Patologia Clinica (SBPC), pela Sociedade
Brasileira de Anélises Clinicas (SBAC) e também por
um orgao internacional, o College of American Patho-
logists (CAP).

Em paises como Estados Unidos da América e Ca-
nad4, existem publicacdes que informam o desempe-
nho de hospitais, profissionais da satide e organiza-
¢oes que prestam servicos de assisténcia médica que
sdo de dificil compreensao, ou nao confidveis (Shcol-
nik, 2000). Na préatica, servem no incremento da Me-
lhoria Continua da Qualidade das organizagoes. Po-
rém, a divulgacdo de informacobes, de forma séria e
cientifica, pode auxiliar usuarios na melhor escolha
dos produtos, ou servicos laboratoriais.

A preocupacao com a qualidade dos conjuntos de
diagnéstico se verifica em alguns setores de laborato-
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rio como na Imunologia, com os trabalhos publicados
por Rajner et al. (1999). A comparacao de desempe-
nho em diferentes metodologias para testes sorolégi-
cos, para sifilis, demonstrou diferencas evidentes (Ba-
zz0, 1999).

Alguns trabalhos referem-se a analise do custo-be-
neficio de testes laboratoriais (Mayer et al., 1998). Tra-
balhos de comparacao da qualidade de fitas reagentes
para exame quimico em urindlise demonstram dife-
rencas entre marcas (Treitinger, 1999). Com a Bioqui-
mica Clinica sao verificados trabalhos que comparam
metodologias diferentes (Keijzer et al.,1999) ou siste-
mas (Johnson et al., 1999).

Segundo Juran (1993), existe um consenso de que
o preco do produto possui alguma relacdo racional com
a qualidade, porém pesquisas feitas sobre o assunto
mostram relacoes confusas. Ainda para o mesmo au-
tor “como nédo tém informacobes objetivas sobre a qua-
lidade, os clientes dao importancia a imagem projeta-
da pelo fabricante e pelos comerciantes, através de sua
publicidade e promogdes” com os laboratérios, o mes-
mo fato acontece baseado na confianca que pode nao
refletir a realidade. O preco em si pode ser considera-
do por muitos como um indice de qualidade e as em-
presas podem utilizar essa crenca como parte de suas
estratégias de marketing. E importante salientar que
alguns produtos sao similares em termos de metodo-
logia, mas é possivel que tenham desempenhos dife-
renciados. Apesar das empresas utilizarem a crenca
da relacdo positiva entre preco e qualidade, na pratica
pode nao ser verdade. No entanto, os responsdveis pela
aquisicado nem sempre possuem informacoes sobre to-
dos os materiais.

Segundo Juran (1993), a qualidade "...é interpre-
tada como a inclusao de fatores que véao além das ca-
racteristicas funcionais inerentes ao produto.” Sendo
que preco é “interpretado como sendo relacionado ao
valor e é pago por aqueles fatores adicionais junta-
mente com as caracteristicas funcionais inerentes. Al-
guns produtos sdao aparentemente similares, mas tém
desempenhos diferentes. E possivel, através da coleta
apropriada de dados, traduzir a diferenca tecnologica
para a linguagem monetdria, ou para outras formas
significativas."

Quando se almeja a melhoria da qualidade de um
processo avaliar o custo/beneficio de reagentes e "kits"
tornar-se uma tarefa dificil nas organizacdes publicas,
se a avaliacao for feita apenas pela questao do menor
preco. Como foi citado anteriormente por Juran (1993)
fatores podem estar inseridos, como por exemplo o
marketing, e obscurecerem a avaliacdao final para a
escolha do melhor produto. Nesse sentido, a ocorrén-
cia de retrabalho ou resultados que nao auxiliem apro-
priadamente a decisdo médica, resultam em um au-
mento do custo final em qualquer tipo de organiza-
¢ao.

Devido a importancia e facilidade da dosagem, os
laboratdrios e fabricantes devem se aprimorar para
diminuir o maximo possivel as fontes de variacoes.
Estas podem ser divididas em fisioldgicas e analiticas.

A variacdo fisiolégica normal para o colesterol é de
6,5% (Rifai et al., 1999). Esta variacdo independe do
erro analitico e reflete mudancas na concentracao que
ocorrem no curso da vida. Algumas variacoes ocorrem
devido a postura, deitado ou sentado, no momento da
coleta (Miller, 1992). Mudancas na concentragdo tam-

RBAC, vol. 34(4), 2002

bém sao observadas nas mudancas de estado como
gravidez, estresse e doencas agudas.

As variacoes analiticas sao inerentes das proprias
medidas e sao devidos as amostras, ao volume, ao fun-
cionamento dos instrumentos e equipamentos de me-
dida, as incertezas dos valores dos materiais de cali-
bracdo, materiais de controle, e ao préprio método.
Essas fontes podem ser melhor observadas em proces-
sos de teste laboratorial e seus erros potenciais em Tietz
text book of Clinical Chemistry (Westgard and Klee,
1999) e sao de carater aleatério ou sistematico.

Dados de 5500 laboratérios participantes de estu-
dos de proficiéncia do Colégio Americano de Patolo-
gistas (College of American Pathologists - CAP) de-
monstram que diferencas existem entre laboratoérios
que utilizam "kits" diversos (Rifai et al., 1999).

MATERIAIS E METODO

Foram utilizados 17 conjuntos de diagnéstico in vi-
tro ("kits") de marcas diferentes.

A selecdo dos conjuntos foi feita apds consulta a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (ANVISA),
orgao do Ministério da Saude responsavel pelo regis-
tro e controle de todos os produtos para diagnoéstico in
vitro do pais. Apds a consulta, foram selecionados os
conjuntos para diagnostico in vitro para dosagem do
colesterol que utilizavam a metodologia enzimatica
colorimétrica. Dos 50 conjuntos para diagnodstico que
foram relacionados, procedeu-se a verificacdo de quan-
tos estavam disponiveis no mercado, pois alguns cons-
tam da relacdo, mas ja ndo sdo mais produzidos ou
importados. Foram adquiridos 17 conjuntos para diag-
nostico in vitro dos 35 disponiveis no periodo da com-
pra.

Os precos foram solicitados, por consulta via fax, a
cada firma e posteriormente adquiridos através de com-
pra direta. Os precgos de cada conjunto para diagndsti-
co in vitro estédo relacionados na Tabela III.

Os numeros de 1 a 17, correspondentes as marcas,
e foram identificados conforme o critério da selecao
em que foram colocados no aparelho de automacao
Cobas Mira® para realizagao das dosagens. A ordem
de colocacao foi realizada de forma aleatoria por sor-
teio com as letras de A a Z, que constam no teclado no
referido aparelho. As marcas dos conjuntos sao dis-
postas em ordem alfabética e procede-se ao sorteio.
Este se inicia com a retirada de uma letra para a pri-
meira marca As letras utilizadas para colocacao das
programacoes e realizacdao das dosagens, foram: A, B,
C, EGJ H M, NPQ, R, S, TW, Z e sao referidas
com os numeros de 1 a 16, conforme Quadro 1. Cada
numero corresponde a uma marca de conjunto especi-
fico. O conjunto ntimero 17 é empregado no laboraté-
rio para dosagem de colesterol como rotina, e que é
realizado no aparelho de automagao Dade Dimension®.

As dosagens dos conjuntos para diagnéstico in vi-
tro, cujas marcas correspondem aos numeros 1 a 16,
foram realizadas no equipamento de automacao Co-
bas Mira®, pertencente a Roche. As dosagens do con-
junto para diagnostico in vitro numero 17 foram reali-
zadas no equipamento Dade Dimension®, da Dade In-
ternational Chemisiry System. Foi realizado teste de
precisdo para o equipamento Cobas Mira®, conforme
instrucao do fabricante para verificar o seu perfeito
funcionamento.
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Amostra

Consta de soro controle da marca Qualitrol® HS P
lote n° 452 do laboratério Merck. O soro possui valor
definido pela metodologia definitiva de Espectrome-
tria de Massa de Isétopos Diluidos (EMID) para o ana-
lito colesterol. As amostras sao um pool de plasma
humano liofilizado.

A calibracdo dos conjuntos para diagnoéstico in vi-
tro de numeros 1 a 16, foi realizada pelo calibrador
System Multi-Test (SMT) da Merck Diagnéstica lote
n° 26039 com vencimento 28.02. 2003. A calibracdo do
conjunto para diagnéstico in vitro numero 17 foi reali-
zada pelo calibrador Chol Calibrator Dade.

Analise estatistica

TABELA |
Analise de variancia para o soro controle HS P 452
para variavel desvio do ideal

Para verificacdo da hipétese nula, de que todas as
marcas possuem desempenho semelhante, foi empre-
gado o teste F da analise de variancia, ANOVA, com
um fator (marca) considerando as amostras dos soros
controles como blocos. Utilizou-se o programa com-
putacional SAS System®. A varidvel resposta utilizada
foi a média da diferenca absoluta entre o valor obser-
vado e o valor teérico ideal do Soro Controle, para cada
marca. Essa média, da diferenca absoluta entre o va-
lor observado e o valor teodrico ideal,serd designada, a
partir deste ponto, como desvio do ideal.

Quando detectada a significancia, ao nivel de 5%,
pelo teste F da ANOVA, realizou-se o teste de Duncan
para comparar as marcas duas a duas (Montgomery,
1997) (Vieira,1989).

Realizaram-se, ainda, analises exploratérias grafi-
cas tipo diagrama de caixas para a visualizacao da dis-
tribuicdo das medidas com o programa estatistico Sta-
tistic 6.0%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela I, encontram-se os resultados da varian-
cia realizados pelo teste ANOVA utilizando o progra-
ma estatistico SAS System para o Soro Controle Qua-
litrol HS P 452. A variavel resposta foi a diferenca ab-
soluta entre o valor observado e o valor tedrico de média
183 mg/dl de colesterol, nos 30 dias de ensaio.

Os resultados do teste ANOVA demonstram que hé
diferencas significativas entre as marcas ao nivel de
significancia de 5%. Observou-se também que ha pe-
quena significancia entre os ensaios. Este fato eviden-
cia que para este soro controle o efeito de formacao de
blocos, para os ensaios, foi util para melhorar a preci-
sdo da comparacdo das médias dos tratamentos ou
marca como citado por Montgomery (1997).

Como a variacgao, devido as marcas, mostrou valor F
de 39,45 e valor p de 0,0001, referenciado anterior-
mente na da Tabela I, verificou-se que as marcas pos-
suem diferencas significativas ao nivel de 5%.

Como existem diferencas significativas nas médias
do desvio do ideal das marcas, entao hd o interesse em
descobrir quais marcas diferem, e, para isso usa-se o
teste de Duncan, conforme pode ser visto na Tabela II.

Na Figura 1, é possivel a visualizacao das médias
do desvio do ideal para cada marca.

Como pode ser observado, verificaram-se 7 agru-
pamentos de médias que possuem diferencas signifi-
cativas ao nivel de 5%. Os agrupamentos sao: A,B, C,
D, E F e G, e, dentre estes, existem marcas que estao
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C\?:ris:gde Graus de Soma dos Quadrados f Valor p
céo liberdade | quadrados médios
Marcas 16 9919,12 619,94 39,45 | 0,0001
Ensaios 29 815,08 29,11 1,79 0,0078
Residuos 464 7291,82 15,72
Total 509 18026,02
TABELA I
Teste de Duncan para a variavel desvio
do ideal para soro controle HS P 452
Agrupamento Duncan Desvi’:)/lédd(:aideal N Marca
A 17,900 30 12
B 15,467 30 3
B 15,100 30 16
C 13,067 30 2
C 12,867 30 15
C 12,700 30 9
C 12,700 30 8
C 12,000 30 13
10,167 30 5
9,900 30 4
E 7,833 30 7
E 7,233 30 6
F E 5,767 30 14
F G 5,100 30 1
F G 4,067 30 17
G 3,533 30 11
G 3,300 30 10

presentes em dois grupos. A presenca de uma marca
em dois grupos indica que nao ha diferenca significa-
tiva da marca com os dois grupos.

Na Figura 2, pode ser visualizada a representacao
de Diagrama de caixa para as diferengas encontradas
entre as dosagens de colesterol observadas para as 17
marcas estudadas, e o valor teorico ideal para o soro
controle HS P 452 de 183 mg/dl.

Na seqiiéncia, a Figura 3 mostra a representacao
de diagrama de caixa, para melhor andlise exploratd-
ria, dos valores médios obtidos nas dosagens de coles-
terol para as 17 marcas estudadas.

Com a observacao das Figuras 2 e 3, foi possivel
verificar que as marcas de ntimeros 7, 11 e 17, para o
soro controle HS P 452, subestimam o valor de coles-
terol quando comparado com o valor teérico. Foi pos-
sivel verificar que as marca de numeros 1, 3 e 7 pos-
suem os maiores valores de desvio-padrao.

Classificacao das marcas estudadas,
conforme seu grupo, realizada pelo teste de Duncan
e custo por teste para o soro controle HS P 452

As médias do desvio do ideal das marcas foram dis-
postas em ordem decrescente, na Tabela III, que cor-
respondem ao seu agrupamento conforme a classifi-
cacao feita pelo teste de Duncan. Os dados desta tabe-
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FIG. 1 - Andlise grafica das médias do desvio
do ideal para cada marca com o Soro Controle
HS P 452,
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FIG. 2 - Medidas de tendéncia central e varia-
bilidade para média e desvio-padrao das dife-
rengas para as 17 marcas com o Soro Controle
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FIG. 3 - Medidas de tendéncia central e variabi-
lidade para média e desvio-padrao do valor de
colesterol observado para as 17 marcas com o

HS P 452,

TABELA Il
Agrupamento das marcas e seu custo por teste
em funcao das médias do desvio do ideal,
para cada marca, com o soro controle HS P 452

Grupos | Marcas Desv’\igégi)a?deal Custo/teste Reag(lf)ntes Ori(gi;n
A 12 17,9 0,09 1 |
B 3 15,467 0,247 3 |
B 16 15,1 0,08 2 N
C 2 13,067 0,072 3 |
C 15 12,867 0,079 2 |
C 8 12,7 0,357 3 |
C 9 12,7 0,029 2 N

C-D 13 12 0,08 1 |
D 5 10,167 0,245 3 |
D 4 9,9 0,065 1 |
E 7 7,833 0,031 1 N
E 6 7,233 0,07 3 N

E-F 14 5,767 0,048 1 N

G-F 1 51 0,036 1 |

G-F 17 4,067 0,55 1 |
G 11 3,533 0,197 1 |
G 10 33 0,054 1 N

(*) 7 - Reagente unico; 2 - Reagente preparado por mistura de volume fixo;
3 - Reagente preparado com pipetagem. (**) N - Nacional; | - Importada

20

Data:medSCHP452.STA1v*17¢

Custo/Teste .

Médias
Médias

By
4067

Médias D ] 08

Soro Controle HS P 452.

la constam ainda do custo por teste realizado, tipo de
reagente e origem das marcas estudadas.

As medidas clinicas quantitativas deveriam ser al-
tamente exatas e precisas, mas sabe-se que os méto-
dos e técnicas em uso comum tém graus de incerteza
e variabilidade (Statland et al., 1995). Devido a estas
variabilidades, com o uso de soros controles para mo-
nitorar os métodos, serdo observadas diferencas entre
marcas. O que se deseja é que essas diferencas nao
sejam significativas, a ponto de alterar ou interferir
em um diagndstico.

O presente estudo desejou demonstrar a variabili-
dade das diversas marcas quando sujeitas ao mesmo
erro experimental, isto é, sob as mesmas condicdes de
trabalho.

O valor da média do desvio do ideal quanto mais
préoximo de zero, é considerado o de melhor desempe-
nho. A marca do estudo nimero 12 possui a maior
média do desvio do ideal, com o soro controle HS P
452 de valor tedrico de 183 mg/dl demonstrando um
desempenho menor.

Diferencas de comportamento foram observadas ain-
da na analise grafica das médias do desvio do ideal, na
Figura 1. As marcas estudadas com maiores médias fo-
ram as de numeros 3, 12 e 16.

Com a observacao da Figura 4 é possivel verificar
as diferencas de desempenho em ordem decrescente,
para as médias do desvio do ideal, das 17 marcas quan-
do realizadas as dosagens para colesterol na amostra.

O melhor desempenho para o soro controle HS P
452 foi a marca de numero 10, enquanto que o pior
desempenho foi o da marca nimero 12.

A andlise do soro controle mais préoximo do nivel
de decisao de 200mg/dl, demonstra ser mais eficiente

2D Scatterplot
Média desvio do ideal vs. CUSTO_TE

(Casewise deletion of missing data)
0,65

0,55 |

045 |

0,35

0,25

Custo/Teste
Custo por teste

0,15 |

0,05 |

0,05 i i i i i i i i

I it

12 3 16 2 15 8 9 13 5 4 7 6 14 1 17 1110

FIG. 4 - Distribuicao das 17 marcas, segundo as
médias do desvio do ideal, para o Soro Controle
HS P 452.
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porque analisa o desempenho dos testes nesta faixa
mais critica, onde o nivel do colesterol é o desejavel,
segundo o NCEP (2001).

Foi possivel verificar a partir dos dados demonstra-
dos anteriormente, nos grupos de A a G, que o menor
(nimero 9) e o maior (nimero 8) custo das marcas rea-
lizadas no aparelho Cobas Mira® para o Soro Controle
HS P 452 pertencem ao grupo C. O maior custo total
foi o da marca ntimero 17, realizada no equipamento
Dade Dimension®, que pertence ao grupo G, isto pode
ser melhor visualizado na Figura 5.

Na Figura 6, a distribuicao do custo/teste pela mé-
dia do desvio do ideal das marcas estudadas mostrou
que ndo ha uma relacdo direta entre o maior custo e
melhor desempenho.

A marca de numero 10, de origem nacional, é a que
possui menor custo e melhor desempenho, como pode
ser observado nas Figuras 5 e 6.

O coeficiente de correlacao linear de Peason (r)
obtido para as médias do desvio do ideal e o custo por
teste foi de r=-0,116 com o valor de p= 0,656, aceita a
hipétese nula (H,) da ndo correlacao entre os dados.

O valor de r sera tdo mais préximo de 1 (ou —1) quan-
to mais forte for a correlacao nos dados observados.
Quando nao houver correlacdo nos dados, r acusara
um valor proximo de zero (Barbetta, 2001).

O valor de encontrado (0,656) demonstra ndo exis-
tir significdncia ao nivel de 5%, isto é, ndo existe cor-
relacao positiva entre os dados.

Com a observacao das Figuras 5 e 6, nota-se que
héa custo elevado com média baixa, assim como custo
elevado e média alta. Por outro lado, médias baixas
com custo baixo e também médias altas com custo bai-
x0. Conclui-se que o desempenho das marcas nao tem
relacao direta com seu custo pelos dados observados.

O ideal é conseguir uma marca que obtenha me-
lhor desempenho, ou seja, menor valor de média do
desvio do ideal, com um custo baixo. Na Figura 6 é
possivel verificar que as marcas que ocupam o qua-
drante esquerdo inferior sdo aquelas que possuem
custo menor com desempenho melhor.

CONSIDERACOES FINAIS

A partir da andlise realizada na amostra utilizada
para analisar as 17 marcas de conjuntos para diagnés-
tico in vitro conclui-se que:

* As marcas de conjunto para diagndstico in vitro
para dosagem de colesterol nao possuem desempenho
igual, diferindo significativamente ao nivel de 5% uma
das outras.

* As marcas de conjunto para diagndstico in vitro,
com aplicacdo do teste de Duncan, formaram 7 agru-
pamentos que sado significativamente diferentes ao
nivel de 5%, nas condicdes deste experimento.

* Néao ha uma relacao positiva significativa em re-
lacdo ao binomio custo e qualidade do desempenho
das marcas de conjunto para diagnostico in vitro, veri-
ficado pelo teste de significancia p sobre o valor da
correlacao, r, como foi evidenciado na Figura 10.
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Efeitos dos fitoestrogenos da soja

e da terapia de reposicao hormonal
sobre a formacao de ‘NO, homocisteina

e oxidos de colesterol em mulheres
pos-menopausa hipercolesterolémicas’

Effect of soy phytoestrogens and hormonal replacement therapy on "NO,
homocysteine and cholesterol oxides formation in postmenopausal
hypercolesterolemic women

Isabela Rosier Olimpio Pereira®; André Arpad Faludi®; Marcelo Chiara Bertolami?; Maria Fernanda Campos®; Nadjara Novaes®;
Simone Ferderbar®; José Mendes Aldrighi* & Dulcineia Saes Parra Abdalla®

RESUMO - Verificou-se o efeito dos fitoestrogenos da soja e da terapia de reposi¢cdo hormonal sobre a concentracao
dos metabdlitos do 6xido nitrico (NOx), homocisteina e 6xidos de colesterol (COx) em mulheres pos-menopausa
hipercolesterolémicas que receberam placebo por um més e posteriormente gérmen de soja (F n=11), 178-estra-
diol (E, n=12) ou 17B-estradiol associado ao acetato de noretisterona (E+P, n=11). Determinou-se os NOx e
S-nitrosoti6éis por quimioluminescéncia em fase gasosa, a homocisteina por eletroforese capilar e os COx, por
cromatografia gasosa. O gérmen de soja reduziu as concentracdes de NOx (34 * 16 para 22 = 9uM, p=0,048) e de
homocisteina (13 * 4 para 9 = 4 uyM, p=0,036) e aumentou a concentracdo de S-nitrosotidis (87 = 45 para
180 = 92 nM, p=0,007), em relacdo ao placebo. Nao foi encontrada diferenga significativa para as terapias E e
E+P sobre os NOx, homocisteina e S-nitrosotiéis. A concentracdo de 6xidos de colesterol foi reduzida nos grupos
FeE (96,97 = 41,74 para 28,52 * 11,47 ng/uL, p=0,00002 e 88,7 = 56,9 para 33,9 + 15,8 ng/uL, p=0,027, respec-
tivamente). O uso de fitoestrogenos do gérmen da soja reduziu a concentracdo de homocisteina, aumentou a
concentracdo de S-nitrosotiois e, associada ao 17B-estradiol, reduziu a formagdo de COx. Portanto, estes dados
indicam um efeito protetor dos fitoestrégenos em relacdo a disfuncao endotelial e ao risco de aterosclerose na pos-
menopausa.

PALAVRAS-CHAVE - Isoflavonas, estradiol, menopausa, 6xido nitrico, 6xidos de colesterol, homocisteina.

SUMMARY - The effect of phytoestrogens and hormone replacement therapy on nitric oxide metabolites (Nox), ho-
mocysteine and cholesterol oxides concentration was evaluated in hypercholesterolemic postmenopausal women
that received placebo for 1 month followed by soy germen (F, n=11), 17B-estradiol (E, n=12) or 17B-estradiol plus
noretisterone acetate (E+P, n=11) therapy for 1 month. NOx and S-nitrosothiols were analyzed by chemiluminescen-
ce in gaseous phase. Homocysteine was determined by capillary electrophoresis. COx were analised by gas chroma-
tography. Soy germen phyloestrogens reduced NOx (34 = 16 to 22 * 9uM, p=0.048) and homocysteine (13 = 4
to 9 = 4uM, p=0.036) concentrations and increased S-nitrosothiols concentration (87 = 45 to 180 = 92 nM, p=0.007)
in relation to placebo. No significant effects were found for E or E+P therapy on NOx, homocysteine and nitrosothiols
concentrations. Cholesterol oxides concentrations were reduced in F and E groups (96,97 + 41.74 to 28.52 + 11.47 ng/uL,
p=0.00002 and 88.7 = 56.9 to 33.9 = 15.8 ng/uL, p=0.027, respectively), but not in E+P group. Soy germen phy-
toestrogens reduced homocysteine and increased S-nitrosothiol concenirations. When associated with 1783-estradiol,
phytoestrogens reduced cholesterol oxides levels. Thus, these data indicate a protective effect of phytoestrogens on
endothelial dysfunction and the risk of atherosclerosis in postmenopause.

KEYWORDS - Isoflavones, estradiol, menopause, nitric oxide, cholesterol oxides, homocysteine.

v

INTRODUGAO

oencas cardiovasculares sao menos prevalentes em
mulheres na pré-menopausa quando comparadas

a mulheres pés-menopausa, ou, homens (Barret-Con-
nor e Bush, 1991). Este efeito protetor é atribuido aos

estrogenos, sendo que um dos mecanismos de acao
estaria relacionado ao metabolismo das lipoproteinas
plasmaéticas (Walsh et al., 1991). Os estrégenos redu-
zem o colesterol da LDL e aumentam o colesterol da
HDL (Kannel et al., 1976). Entretanto, estas mudan-
cas no perfil lipidico contribuiriam apenas para cerca
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de 25% do efeito protetor dos estrégenos (Stampfer et
al., 1991). Outros mecanismos potenciais de agdo dos
estrogenos incluiriam a protecdo contra a oxidacao da
LDL (Sack et al., 1994), a diminuicdo da lipoproteina
(a), a potencializacéo da fibrinolise (Koh et al., 1997) e
o aumento da sensibilidade a insulina. Nas artérias,
os estrogenos melhoram a funcédo vasodilatadora, di-
minuem a calcificacdo e a secrecao de moléculas de
adesdao celular (E-seletin, ICAM-1 e VCAM-1) e a for-
macao de lesbes aterosclerdticas (Koh et al., 1999).

Acoes diretas dos estrogenos sobre a parede arterial
também tém sido demonstradas. A administracao de
estrégenos por periodos prolongados inibe a deposicao
arterial de colesterol e o espessamento da intima, em
macacos e coelhos alimentados com uma dieta atero-
génica (Adams et al., 1990). Entretanto, os mecanismos
que determinam os efeitos diretos dos estrégenos na
parede arterial ainda nao estdao completamente eluci-
dados. Os efeitos hemodinamicos podem ser mediados,
em parte, pela atividade dos estrégenos sobre a sintese
de 6xido nitrico endotelial (Hishirikawa et al., 1995).
Tem sido sugerido que os estrégenos podem melhorar a
funcdo endotelial e diminuir os riscos de aterosclerose
em mulheres pré-menopausa. O 6xido nitrico tem sua
bioatividade reduzida na mulher p6s-menopausa; en-
tretanto, nao esta claro se isto ocorre devido a sua me-
nor producao pela 6xido nitrico sintase, ou, se o 6xido
nitrico € inativado pela reacao com o radical superéxi-
do, também gerado pelas células endoteliais, formando
0 anion peroxinitrito (ONOO’), que é um forte agente
oxidante. Diversos estudos indicam que a deficiéncia
no relaxamento vascular dependente do endotélio esta
associada a inativacado do 6xido nitrico pela formacéao
de peroxinitrito (Dewitt et al., 2001; Van der Loo et al.,
2000; Strunk et al., 2001).

Pelo fato da exposicao aos estrogenos induzir pro-
liferacao endometrial, aumentar levemente o risco de
cancer de mama, de tromboembolismo e de doenca da
vesicula biliar, durante o uso prolongado (Satyaswa-
roop et al., 1989), tém sido pesquisadas alternativas
para a terapia de reposicao hormonal. A descricao de
um novo receptor estrogénico, ER-B (Kuiper et al.,
1996), tem possibilitado a compreensao de efeitos se-
letivos de substancias estruturalmente relacionadas ao
estrogeno. Embora o exato papel fisiolégico do ER-B
ainda esteja sob investigacao, diferencas especificas
na sua localizacao tecidual provém explicacdes para
diferentes efeitos de substdncias estrogénicas em va-
rios tecidos. O ER-B é expresso em diversos tecidos,
tais como, o tecido dsseo e o sistema vascular (Kuiper
et al., 1996; Enmark et al., 1998).

Devido aos seus efeitos benéficos na aterosclerose
erisco de cancer, as isoflavonas podem ser usadas como
uma alternativa para a terapia de reposicao hormo-
nal. Isoflavonas sdo os fitoestrogenos mais importan-
tes presentes em vegetais. As isoflavonas genisteina e
daidzeina, derivadas da soja, se ligam a receptores es-
trogénicos, provavelmente por suas similaridades es-
truturais com estrégenos. De acordo com Kuiper et al.
(1998), a afinidade da genisteina ao ER-B é aproxima-
damente 20 vezes maior que ao ER-a. Comparado com
o estradiol, a afinidade de ligacdo da genisteina e da
daidzeina, respectivamente, ao ER-a foi de 4 % e 0,1%,
e para o ER-B foi de 87% e 0,5% (Kuiper et al., 1998).
As isoflavonas genisteina, daidzeina e gliciteina, as-
sim como suas formas glicosiladas, acetiladas e com-
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plexadas aos residuos malonil (genistina, daidzina e
glicitina), formonetina e biocianina A sdo considera-
das substancias potencialmente antioxidantes (Ruiz-
Larrea et al., 1997), inibidoras de crescimento tumoral
(Wei et al., 1993), da agregacao plaquetdria (Furman
et al., 1994) e da secrecdo de serotonina (Nakashima
et al., 1991). Vérios estudos tém mostrado a acao va-
sodilatadora das isoflavonas da soja (Honoré et al.,
1997, Chin-Dusting et al., 2001 e Mishra et al., 2000).
Considerando o exposto, o objetivo deste trabalho
foi comparar o efeito das isoflavonas da soja e da tera-
pia de reposicao hormonal sobre a biodisponibilidade
do 6xido nitrico, por meio da determinacdo da con-
centracao de seus derivados, ou seja, NOx (nitrito e
nitrato) e S-nitrosotiois, sobre a concentracdo de ho-
mocisteina e a formacédo de 6xidos de colesterol (pro-
dutos da peroxidacdo lipidica) no plasma de mulheres
pos-menopausa hipercolesterolémicas.

METODOS

Pacientes e coleta

O projeto foi aprovado pelos comités de ética em
pesquisa das institui¢oes envolvidas. Foram selecio-
nadas 34 mulheres em fase de menopausa, pelo perio-
do minimo de um ano, com idades entre 50 e 65 anos,
que foram distribuidas randomicamente em 3 grupos
de estudo duplo-cego. As mulheres tomaram o respec-
tivo placebo pelo periodo de um més, quando foi feita
a primeira coleta de sangue (col 1) e, posteriormente,
germen de soja (60 mg de isoflavonas/dia) (F n=11),
17B-estradiol (2mg/dia) (E, n=12) ou 17B-estradiol
(2 mg/dia) mais acetato de norestiterona (1mg/dia)
(E+PB n=11) por 1 més, quando foi feita a segunda
coleta de sangue (col 2). O sangue foi coletado em je-
jum de 12 a 15 horas em tubos contendo EDTA e o
plasma foi separado e armazenado em tubos contendo
antioxidante (butil hidroxitolueno, BHT 20 uM) e os
inibidores de proteases aprotinina (2plg/ml), fenil-me-
til-sulfonil fluoreto, PMSF (1mM) e benzamidina
(2 mM).

O gérmen de soja foi fornecido pela Herborisa (Iso-
Soy®) e o 17 beta-estradiol e sua associagdo com ace-
tato de noretisterona foram fornecidos pela Medley®.

Determinacao de lipideos

As determinacbes de colesterol plasmatico total, LDL-
colesterol, HDL-colesterol e triglicerideos foram realiza-
das por métodos enzimaticos comerciais (BioSytems®).

Determinacao dos derivados
de 6xido nitrico (NOx) e S-nitrosotiois

A concentracado de nitrato no plasma foi determi-
nada pelo analisador de "NO (NOA™?¥ Sjevers INC.,
USA). O plasma foi desproteinizado previamente em
etanol gelado (1:2, v/v), deixado em repouso por 30
minutos a 0°C e centrifugado a 10.000 g por 10 minu-
tos. Uma aliquota de 10 pL do sobrenadante foi injeta-
da no analisador de ‘"NO (NOA™?%9% A curva de cali-
bracao foi feita com padrées de nitrato de sédio. No
NOA™28 ¢ nitrato plasmaético é reduzido a "NO com
vanadio (III) a 90°C, e o "NO formado ¢ detectado por
quimiluminescéncia em fase gasosa, apds reacado com
ozobnio.
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A determinacao de S-nitrosotiois totais foi feita de
acordo com Marley et al.”®, com modificacdes. Aliquo-
tas de 500 pL de plasma, previamente preparado, fo-
ram injetadas em duplicata na cela do analisador de
"NO (NOA™?28%) contendo 16 mL de acido acético gla-
cial, 4 mL de KI 50 mg/mL, 1000 puL de decanol (agen-
te anti-espumante) e 400 pL de CuSO, 200 mM (esta
solugéo foi trocada para cada 8 injecoes). A curva de
calibracao foi feita a partir de S-nitrosoalbumina, sin-
tetizada de acordo com Marley et al., 2001.

Determinacao de tidis |

Os tidis foram determinados pela técnica de eletro-
forese capilar acoplada a detecgao por fluorescéncia
induzida a laser (HPE-LIF) de acordo com Vecchione
et al. (1999), com modificagdes. O sangue foi coletado
com EDTA (1 mg/ml) e centrifugado a 1000g por 10
minutos a 4°C para a obtencao do plasma. Em 200 pL
de plasma adicionou-se 2 pL de padréo interno (1 mM
n-(2-mercaptopropionil)-glicine) e 20 pL de tri-n-bu-
tilfosfina 10% (v/v em dimetilformamide). Homogenei-
Zou-se a preparacao e incubou-se por 30 minutos a
4°C. A sequir, adicionou-se 200 UL de &cido tricloroa-
cético 10% contendo 1mM de EDTA diss6dico. Homo-
geneizou-se vigorosamente e centrifugou-se as amos-
tras a 13000 x g por 5 minutos a 4°C. A 100 pL do so-
brenadante, acrescentou-se 100 pL de tampao fosfato
0,5M e ajustou-se o pH para 7,5 com Na,PO, 1M. O
derivatizador (5-bromometilfluoresceina) foi adiciona-
do as amostras em um excesso molar de 5 a 10 vezes,
incubando-se as preparacdes por 15 minutos a 60°C.
Apos a derivatizacdo, diluiu-se as amostras 1/10 (20 pL
do derivatizado em 180 pL de tampao fosfato 0,25 M
pH 7,6), injetando-as com uma pressao de 0,5 psi por
1,5 segundo em um capilar de 67 cm, 75 pm de diame-
tro interno. A corrida eletroforética foi realizada a 25°C,
em 30 kV e polaridade positiva na injecao. O detector
de fluorescéncia induzida por laser operou em 488 nm
(excitacdo) e 520 nm (emissédo). A cada corrida o capi-
lar foi lavado com NaOH 1M.

Determinacao dos 6xidos de colesterol |

A fracdo lipidica do plasma (1000 pL) foi extraida
com cloroféormio:metanol (1:2 v/v), contendo 50l de
50-colestano (Steraloids, Inc) (500 ng/pl) como padrao
interno. O extrato lipidico foi evaporado sob corrente
de nitrogénio e o residuo foi redissolvido em 1,0 ml
tolueno:acetato de etila (1:1, v/v). A fracao lipidica
neutra (triglicerideos, colesterol e 6xidos de coleste-
rol) e a fracado lipidica polar (fosfolipideos) foram iso-

ladas por eluicao seqiiencial através de uma coluna
para extracdo em fase solida (Waters Diol columns) com
tolueno:acetato de etila, seqguido por metanol. A fra-
cdo lipidica neutra foi submetida a saponificacao al-
calina e metilacao com diazometano etéreo. As amos-
tras foram derivatizadas a trimetilsilil (TMS), utilisan-
do-se 50 uL de dimetil-formamida e 50 uL. de N,O-bis
(trimethilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA, Sigma)
(1:1, v/v). Os tubos foram selados, purgados com ni-
trogénio, aquecidos a 80°C por 20 min e entdo transfe-
ridos para um frasco. Uma aliquota de 1pl foi injetada
no cromatégrafo a gas (CG 6890-Plus — Hewlett Pa-
ckard), acoplado a uma coluna HP-5 (30 m de compri-
mento, 0,32mm D.I., 0,25 pm de espessura do preen-
chimento; Hewlett Packard) e operada com “split ra-
tio" de 1:5. Utilizou-se hidrogénio como gas carreador
a um fluxo de 5 ml/min. A temperatura de injecao foi
de 290°C e a temperatura inicial da coluna igual a
260°C. A corrida foi programada para permanecer a
temperatura inicial por 2 min seguida por uma rampa
de 5°C/min até 290°C. A temperatura do detector de
ionizacao de chama foi de 300°C. Os padroes usados
foram (Steraloids, Inc.): 5-cholestene-38B,7a-diol
(7a-OH), 5-cholestene-38,78-diol (76-OH), cholestan-
50,60-epoxy-3B-ol (a-epox), cholestan-58,66-epoxy-
3B-o0l (B-epox), cholestan-386,5a,6B-triol (CT), 5-choles-
ten-3B-0l-7-one (7-Keto) e 5-cholesten-3B,25-diol
(25-OH). O 7-keto e 0 25-OH apresentam o mesmo
tempo de retencao e foram quantificados como uma
somatoéria, usando-se como padrdo uma solucao de
concentracao equimolar de cada um deles.

| Determinacao de estradiol |

A determinacdao da concentracdo de estradiol foi
realizada utilizando-se o "kit" IMx® System Estradiol
da Abbott Laboratories.

| Anélise estatistica |

Os dados sdo apresentados como média = desvio-
padrédo. A analise estatistica foi realizada utilizando-
se o método “one way"” ANOVA e o programa ORIGIN
5.0. As correlagdes foram feitas pelo método de Pear-
son utilizando-se o programa Sigma Stat 1.0. O nivel
de significancia foi estabelecido como p < 0,05.

RESULTADOS

As Figuras 1, 2 e 3 mostram a concentracao de co-
lesterol do plasma, da LDL e da HDL, respectivamen-
te, nas coletas 1 e 2. Somente o grupo E+P teve as
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FIG. 1 - Comparacgao da concentracao de coles-
terol total encontrada apds o uso de placebo e
apos uso de fitoestrogenos (F), 17B-estradiol (E)
ou 17B-estradiol + acetato de noretisterona
(E+P). Os valores séao apresentados como mé-
dia = desvio-padrao. *Diferenca significativa
entre os grupos (p<0,05).
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FIG. 2 - Comparacao da concentracao de LDL-
colesterol encontrada apés o uso de placebo e
apos uso de fitoestrogenos (F), 17B-estradiol (E)
ou 17B-estradiol + acetato de noretisterona
(E+P). Os valores sao apresentados como mé-
dia = desvio-padrao. *Diferenca significativa
entre os grupos (p<0,05).

FIG. 3 - Comparacéao da concentracao de HDL-
colesterol encontrada apds o uso de placebo e
apos uso de fitoestrogenos (F), 17B-estradiol (E)
ou 17B-estradiol + acetato de noretisterona
(E+P). Os valores séao apresentados como mé-
dia + desvio-padrao. *Diferenca significativa
entre os grupos (p<0,05).
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FIG. 4 - Comparacao da concentracao de NOx
encontrada apds o uso de placebo e apés uso
de fitoestrogenos (F), 17B-estradiol (E) ou
17B-estradiol + acetato de noretisterona (E+P).
Os valores sao apresentados como média +
desvio-padrao. *Diferenca significativa entre os
grupos (p<0,05).

FIG. 5 - Comparagao da concentragao de S-
nitrosoalbumina encontrada ap6s o uso de
placebo e apés uso de fitoestréogenos (F),
17B-estradiol (E) ou 17B-estradiol + acetato de
noretisterona (E+P). Os valores sao apresenta-
dos como média *+ desvio-padrao. *Diferenca
significativa entre os grupos (p<0,05).

FIG. 6 - Comparacao da concentracao de
Homocisteina encontrada apos o uso de placebo
e apos uso de fitoestrogenos (F), 17B-estradiol
(E) ou 17B-estradiol + acetato de noretisterona
(E+P). Os valores sao apresentados como mé-
dia + desvio-padrao. *Diferenca significativa
entre os grupos (p<0,05).
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FIG. 7 - Comparacao da concentracao de
Cisteina encontrada apds o uso de placebo e
apos uso de fitoestrogenos (F), 17B-estradiol (E)
ou 17B-estradiol + acetato de noretisterona
(E+P). Os valores sao apresentados como mé-
dia = desvio-padrao. *Diferenca significativa
entre os grupos (p<0,05).

concentracoes de colesterol total e
LDL-colesterol reduzidas significa-
tivamente em relacao o uso de pla-
cebo. Somente o grupo E teve um
aumento da concentracao de HDL-
colesterol apds o tratamento.

As Figuras 4 e 5 mostram a con-
centracdo plasmatica de NOx e S-
nitrosotidis, respectivamente, dos
trés grupos analisados. O grupo
suplementado com fitoestrégenos
teve uma reducao da concentracao
plasmatica de NOx e um aumento
da concentracao de nitrosotiéis em
relacao ao uso de placebo.

As Figuras 6 e 7 mostram que as
concentracdes de homocisteina e
cisteina foram reduzidas no grupo
suplementado com isoflavonas. A
concentracao de metionina néao foi
alterada em nenhum dos grupos (Fi-
gura 8).

As Figuras de 9 a 11 mostram
as concentracoes de 6xidos de co-
lesterol. Os grupos F e E tiveram
reducao significativa da concentra-
cdo de o6xidos de colesterol totais
apos o periodo de tratamento (Fi-
gura 9). Nao houve alteracdo das

concentracoes de 7-alfa-hidroxicolesterol e colestano-
triol em nenhum dos grupos analisados (Figuras 10 e
11), embora os grupos E e E+P tenham mostrado um
certa tendéncia de reducao. Os 6xidos 7-beta-hidroxi-
colesterol e beta-epoxicolesterol foram reduzidos ape-
nas no grupo E Houve uma tendéncia de reducao do
alfa-epoxicolesterol em todos os tratamentos, embora
no grupo E ndo tenha sido significativa (Figura 13).
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FIG. 8 - Comparacao da concentracao de
Metionina encontrada apds o uso de placebo e
apos uso de fitoestrogenos (F), 17B-estradiol (E)
ou 17B-estradiol + acetato de noretisterona
(E+P). Os valores sao apresentados como mé-
dia + desvio-padrao. *Diferenca significativa
entre os grupos (p<0,05).

FIG. 9 - Comparacao da concentracao de
oxisterodis totais encontrada apés o uso de
placebo e apés uso de fitoestrégenos (F), 178-
estradiol (E) ou 17B-estradiol + acetato de
noretisterona (E+P). Os valores sao apresenta-
dos como média *+ desvio-padrao. *Diferenca
significativa entre os grupos (p<0,05).
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FIG. 10 - Comparacao da concentracao de 7a-
hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol e B-epoxi-
colesterol encontrada apds o uso de placebo e
apos uso de fitoestrogenos (F), 17B-estradiol (E)
ou 17B-estradiol + acetato de noretisterona
(E+P). Os valores sao apresentados como mé-
dia = desvio-padrao. *Diferenca significativa
entre os grupos (p<0,05).

FIG. 11 - Comparacéo da concentracao de a-epoxi-
colesterol, colesterotriol, e 26-hidroxicolesterol/7
cetocolesterol encontrada ap6s o uso de place-
bo e ap6s uso de fitoestrogenos (F), 17B-estra-
diol (E) ou 17B-estradiol + acetato de noretiste-
rona (E+P). Os valores sao apresentados como
média + desvio-padrao. *Diferenca significati-
va entre os grupos (p<0,05).

Da mesma forma, as concentracoes de 25-OH-coles-
terol e 7-cetocolesterol foram reduzidas significativa-
mente apenas no grupo E

A Tabela I mostra algumas correlacoes importantes
encontradas neste trabalho. A concentracao de estra-
diol correlacionou-se negativamente com a do LDL-
colesterol e negativamente com a do HDL-colesterol.
A concentracdo de homocisteina correlacionou-se po-
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TABELA |
Correlacao entre as concentracoes plasmaticas
de varios parametros analisados (r? / p<0,05)

Corrrga I/apgao collé?tlé-rol colei?elFbl Cisteina Metionina | S-nitrosotiois
Estradiol -0,58/<0,001 | 0,54/0,003 | 0,52/0,01 - -

Homocisteina - - 0,70/<0,0001 | 0,32/0,02 | -0,27/0,043
Cisteina - - - - -0,28/0,034

sitivamente com as concentracoes de metionina e cis-
teina e, negativamente, com a concentracao de S-ni-
trosotidis. As concentragoes de cisteina se correlacio-
naram negativamente com os niveis de S-nitrosotiol e
positivamente as concetracoes de estradiol.

DISCUSSAO

Apos a terapia de reposicdo hormonal simples ou
combinada, observou-se uma tendéncia de reducao do
LDL-colesterol, embora apenas a terapia combinada
tenha mostrado diferenca estatistica (Figura 2). A as-
sociacao do acetato de noretisterona ao 17B-estradiol
anulou o efeito da terapia simples em aumentar o HDL-
colesterol (Figura 3). Os estrégenos aumentam o fluxo
de colesterol da dieta para o figado, por meio da sua
incorporacdo aos quilomicrons e posterior captacao
hepatica dos remanescentes de quilomicrons. Subse-
qlentemente, ocorre o fluxo de colesterol para as cé-
lulas do tecido periférico, pelas VLDL e LDL, e o retor-
no ao figado pelo transporte reverso do colesterol, via
HDL. O colesterol, nas células hepaticas, é transfor-
mado em acidos biliares, que por sua vez sdo excreta-
dos na bile. Sob a influéncia dos estrégenos, ocorrem
os seguintes eventos:

(i) os triglicerideos plasmaticos aumentam devido
ao aumento da producao de VLDL;

(ii) a concentracao de LDL é reduzida, devido ao
aumento da expressao do receptor da LDL,;

(iii) a HDL é aumentada por dois mecanismos:
maior secrecdo de apolipoproteina A-1 e decréscimo da
lipolise, pois os estrégenos levam a reducéo da ativida-
de da lipase hepética (revisado por Zhu et al., 1999).

Os progestdgenos sao usados juntamente com os
estrogenos na reposicdo hormonal pdés-menopausa
para balancear o efeito proliferativo dos estrogenos no
endométrio; entretanto, alguns progestagenos tém ate-
nuado os beneficios cardiovasculares do estrégeno.
Progestdgenos parecem reduzir o efeito estimulatdrio
do estrogeno sobre o transporte das lipoproteinas na
circulacdo sangtinea. Especificamente, promovem
uma reducao da secrecao de VLDL, da remocéao de
remanescentes da VLDL, da atividade do receptor da
LDL, o que resulta no aumento do colesterol da LDL, e
diminuicdao da HDL, associada com um aumento da
atividade da lipase hepética (Zhu et al., 1999).

As isoflavonas presentes no gérmen de soja ndo mo-
dificaram o perfil lipidico em um més de tratamento. Al-
guns trabalhos tém demonstrado reducéao de LDL-coles-
terol e aumento de HDL-colesterol apos tratamento com
isoflavonas de soja (Antony et al., 1996 e Crouse et al.,
1999). Outros trabalhos ndo tém visto alteragées no per-
fil lipidico com o uso de isoflavonas (Greaves et al., 1999
e Nestel et al., 1997). Esse efeito pode ser dependente do
tempo de tratamento, das diferencas na composicao de
isoflavonas nos produtos e das doses utilizadas.
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A condicao de hipercolesterolemia esta associada
a um aumento da concentracdo plasmatica de nitrato
(Pereira, 2000 e Freyschuss et al., 1996). Recentemen-
te, a localizacdo da éxido nitrico sintase endotelial
(eNOS) em invaginagdes especializadas da membra-
na plasmatica, denominadas cavéolas, tem sido pro-
posta como necesséaria para a maxima atividade dessa
enzima (Forsterman et al., 1991; Boje et al., 1990). As
cavéolas sdo altamente enriquecidas em colesterol. O
RNA mensageiro da caveolina (proteina presente nas
cavéolas e que interagem com eNOS) é hiper-regula-
do quando a entrada de colesterol livre da LDL para a
célula é aumentada e a regulacao do efluxo de coles-
terol livre pela via caveolar ¢ modulada pela caveoli-
na (Fielding et al., 1997). Vérias evidéncias indicam
que o aumento da regulagdo da caveolina, em células
expostas a altos niveis de LDL-colesterol, resulta dire-
tamente de um aumento na transcricao do gene da
eNOS, induzido pelo maior contetdo celular de coles-
terol (Bist et al., 1997). Estudos in vitro demonstram
que, ap6s 24 horas de exposicdo das células endote-
liais a baixas concentracdes de LDL oxidada (LDL-0x),
observa-se aumento do RNA mensageiro da eNOS,
porém em altas concentracoes de LDL-o0x, esse efeito
é revertido (Hirata et al., 1995). Além disso, a hperco-
lesterolemia pode promover a producao de 6xido nitrico
pela NOS indutivel (Wan et al., 2000). Essas observa-
coes mostram que existe correlacao entre a producao
de 6xido nitrico, a hipercolesterolemia e a peroxida-
cao lipidica.

Barbacanne et al. (1999) encontraram aumento da
atividade do NO, induzido pelos estrégenos, mas nao
observaram mudancas na expressao do gene da eNOS,
ou da atividade dessa enzima, embora detectassem
menor producao do radical superéxido. A diminuicao
da geracdo de superodxido derivado do endotélio, em
resposta aos estrégenos, poderia aumentar a bioativi-
dade do 6xido nitrico por diminuir a sua inativacao pela
formacao de peroxinitrito. Hayashi et al. (1999) verifi-
caram que o 17 B-estradiol aumenta a atividade da
eNOS, mediada por receptor, sendo que altas concen-
tracoes de 17 B-estradiol tenderam a inibir a atividade
da eNOS por uma via independente de receptor. Ob-
servou-se, ainda, que o 17 B-estradiol diminuiu a libe-
racdo de 6xidos de nitrogénio (NOx) produzidos pela
oxido nitrico sintase indutivel (iNOS), em cultura de
macrofagos. Muitas condicoes patoldgicas, incluindo
isquemia/reperfusao, inflamacao e a deficiéncia de te-
trahidrobiopterina, um cofator para a sintese de 6xido
nitrico, podem induzir a producédo simultdnea de radi-
cal superdxido (O,™") e "NO em diversos tecidos (Lan-
caster et al., 1996), gerando peroxinitrito (Huie et al.,
1999), que possui potencial oxidante bem maior que o
dos radicais 6xido nitrico ("NO) e superéxido (O,™°) iso-
ladamente. O peroxinitrito promove a nitracao (incor-
poragdo de um grupo nitro - NO,) de residuos alifaticos
e aromaticos. Residuos de tirosina nas proteinas consti-
tuem alvos-chave da nitracao, mediada por peroxinitri-
to, sendo que a presenca de 3-nitrotirosina em protei-
nas representa um marcador da formacao endégena de
peroxinitrito. Portanto, a reducdo da concentracao de
nitrato na hipercolesterolemia pode ser benéfica, signi-
ficando uma reversao do estresse oxidativo envolvido
no aumeto de sua produgao.

A administracao das isoflavonas reduziu significan-
temente a concentracdo plasmatica de nitrato. As iso-
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flavonas, em especial a genisteina, inibem a sintese de
oxido nitrico por inibicdo das proteinas tirosina quina-
ses (Sargeant et al., 1993, Orliceck et al., 1996). Resul-
tado semelhante foi encontrado apds suplementacao de
coelhos machos hipercolesterolémicos com isoflavonas
da soja (Pereira, 2000), indicando que esse efeito pode
ser independete do efeito estrogénico das isoflavonas.

Apesar de reduzir a concentracdo plasmatica de
nitrato, as isoflavonas da soja aumentaram a concen-
tracdo de S-nitrosotiodis. Isso demonstra que o 6xido
nitrico estaria mais biodisponivel para formacao de S-
nitrosotioéis, ao invés de ser degradado rapidamente.
Os nitrosotidis (RSNO's) podem ser formados pela rea-
¢do do "NO com grupos tidis (Marley et al., 2001) (pre-
sentes em residuos de cisteina, homocisteina e gluta-
tiona) e a sua concentracdo é dependente da sintese
de "NO (Eiserich et al., 1998). Os RSNO's possuem
acdo vasodilatadora e de inibicao da agregacao pla-
quetéria (Eiserich et al., 1998). Estes compostos sdo
considerados como reservatorios de "NO e muitos dos
efeitos promovidos pelos RSNO's podem ser explica-
dos pela liberacdo de "NO. Entretanto, nem todos os
efeitos biolégicos descritos para os RSNO's sdo atri-
buidos a funcdo doadora de "NO desses compostos.
Ha evidéncias de um efeito intrinsico dos RSNO's de-
vido a ativacdo da guanilato ciclase, produzindo vaso-
dilatacao (Stamler et al., 1995). A alteracgédo da ativida-
de vasodilatadora na pés-menopausa pode resultar da
degradacéao acelerada do "NO e/ou da sua menor con-
versdao a RSNO's.

A homocisteina (Hcy) é um aminodcido sulfurado,
cujo metabolismo estd situado entre duas vias meta-
boélicas: remetilacao e transulfuracao. Na remetilacao,
a homocisteina adquire um grupo metil da N-5-metil-
tetrahidrofolato (MTHF) ou de betaina para formar a
metionina. A reagdao com MTHF acontece em todos os
tecidos e é dependente de vitamina B,,, enquanto que
a de betaina ocorre principalmente no figado e rins,
em humanos. Na via de transulfuracdo a homocistei-
na se condensa com serina para formar a cistationa
por meio de uma reacao irreversivel, dependente de
piridoxal 5 fosfato (vitamina B), formando ao final a
cisteina (Bostom & Lathrop, 1997). A reatividade do
grupo sulfidrila da homocisteina tem sido vista como
um dos mecanismos envolvidos na acdo da homocis-
teina na aterosclerose. A lesdo vascular induzida pela
homocisteina parece ser secundéaria a formacao de
peréxido de hidrogénio, proveniente da oxidacao de
aminodacidos sulfurados por agentes oxidantes, tais
como o cobre (Starkebaum e Harlan, 1986). A forma-
cdo de S-nitroso-homocisteina previne a oxidacao do
grupo tiol e a formacao de perdxido de hidrogénio, além
de ter potente acao vasodilatadora e de inibicao da
agregacao plaquetéaria (Stamler et al., 1993).

A exposicao das células endoteliais a homocisteina
por periodos longos (>3h) diminui a liberacdo de "NO,
enquanto que a exposicdo aguda (<15 min) induz um
aumento na liberacdo de "NO. A explicacdo para esse
fato é que no primeiro momento ocorre a formacao de
S-NO-homocisteina. Paralelamente, ocorre a liberacao
de H,O, que degrada a S-NO-homocisteina, gerando a
tiolactona da homocisteina, produto téxico para o en-
dotélio (Stamler et al., 1993). A degradacao da S-NO-
homocisteina também resulta na formacao de nitrato.

Alguns estudos demonstram que apds seis meses
de terapia de reposicao hormonal, ocorre uma redu-
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cdo da concentracao de homocisteina (Man et al., 2001;
Hak et al., 2001). Em contraste, os resultados mostra-
dos neste trabalho nao indicaram uma reducao de ho-
mocisteina pelas terapias de reposicao hormonal uti-
lizadas. No entanto, no grupo tratado com as isoflavo-
nas, observou-se uma reducao da concentracao plas-
matica de homocisteina. Esse efeito esta relacionado,
provavelmente, ao aumento da formacado e estabiliza-
cdo da S-nitroso-homocisteina. Isso € confirmado pela
correlacao negativa existente entre a concentracao de
S-nitrosotidis e homocisteina mostrada na Tabela I.

A inativacao do 6xido nitrico e a consequiente for-
macao de peroxinitrito pode promover a producao de
varias espécies oxidantes (Beckman et al., 1992). A
molécula do colesterol também pode ser oxidada com
a conseqiiente formacéao dos 6xidos de colesterol (oxis-
terdis). O colesterol oxidado na posicao 7 pode reduzir
o relaxamento dependente do endotélio e a producao
de 6xido nitrico por células endoteliais (Dekert et al.,
1997). Os 6xidos de colesterol sdo encontrados em con-
centracoes elevadas nas artérias aterosclero6ticas e em
lipoproteinas de pacientes hipercolesterolémicos (Vaya
et al., 2001). Ja foi demonstrado que alguns éxidos de
colesterol, principalmente o 7-cetocolesterol, possuem
atividade anti-estrogénica (Murphy et al., 1985;
Hwang et al., 1989).

Dentre os 6xidos de colesterol analisados, apenas o
o-epoxicolesterol apresentou reducao significativa
apos tratamento com a terapia de reposicdo hormonal
combinada, embora tenha havido uma tendéncia de
reducao da maioria dos oxisterdis com todas os trata-
mentos utilizados. Este 6xido ndo inibe a sintese do
oxido nitrico e ndo tem acao sobre receptores estrogé-
nicos, mas possui acao citotéxica sobre as células en-
doteliais (Lizard et al., 1997; Sevanian et al., 1995).
Porém, analisando-se a somatéria de todos os oxiste-
r0is, apenas os fitoestrogenos e o 17B-estradiol foram
capazes de reduzir a concentracao dos oxisterdis. As
isoflavonas se mostraram mais eficientes que as TRH
na reducao dos 6xidos de colesterol, pois, além dos
efeitos estrogénico e antioxidante, nesse trabalho foi
mostrada uma sequéncia de efeitos que pode ter
potencializado a sua acdo na reducéao do estresse oxi-
dativo e, conseqiientemente, na formacao de oxiste-
rois, em relacdo a TRH. Alguns estudos verificaram
que os progestagenos podem inibir o efeito antioxi-
dante dos estrégenos (Zhu et al., 2000; McManus et
al., 1997), justificando a perda da capacidade de redu-
cdo dos oxidos de colesterol do grupo E+P. Estudos in
vitro demonstram que o estradiol é mais efetivo que o
o-tocoferol ou o Beta-caroteno em inibir a formacao de
oxidos de colesterol (Ayres et al., 1996) sendo que va-
rios estudos tém mostrado a acao antioxidante dos es-
trégenos in vitro (Zhu et al., 1999) e in vivo (Brussard et
al., 1997; McManus et al., 1997; McKidney et al., 1997).

A reducéao da inativacdo do 6xido nitrico pela for-
macao de peroxinitrito, o conseqiiente aumento da for-
macao de S-nitrosotidis e a redugdo da concentracao
de homocisteina pelas isoflavonas da soja sao fatores
que poderiam melhorar a vasodilatagao e prevenir a
formacao de lesées aterosclerdticas na mulher pos-
menopausa. Esses resultados parecem ser mediados
pela inibicdo das proteinas tirosina-quinases e nao pelo
efeito estrogénico ja que o mesmo efeito ndo pode ser
observado com a terapia de reposicao hormonal con-
vencional, durante o periodo analisado. A reducgédo da
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concentracao de 6xidos de colesterol pelas isoflavo-
nas de soja pode ser, em parte, consequéncia dos re-
sultados de reducao do estresse oxidativo envolvido
na decomposicao do 6xido nitrico, além dos efeitos
estrogénico e antioxidante, desde que um resultado
menos intenso foi observado com o uso de 17B-estra-
diol. Estes resultados abrem novas perspectivas para
futuras pesquisas em relacdo a eficiéncia do uso de
fitoestrogenos como uma alternativa de reposicao hor-
monal sobre a funcao endotelial e a prevencao da ate-
rosclerose em mulheres pés-menopausa.
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Carga viral de HPV de alto risco por
captura hibrida e lesoes intra-epiteliais
escamosas cervicais

High risk HPV viral load by hybrid capture and cervical intraepithelial lesions

José Eleutério Junior'; Diane Isabelle Magno Cavalcante?; Fabricia Martins Teixeira® & Renata Mirian Nunes Eleutério®

RESUMO - Estudos da carga viral de Papilomavirus humano (HPV) em relacdo a grau de lesbes intra-epiteliais
escamosas tém sido realizados, mas os resultados foram conflitantes. O objetivo deste trabalho foi correlacionar
lesdes intra-epiteliais escamosas cervicais (SIL), morfologicamente diagnosticadas como de baixo grau e alto grau e
casos negativos para SIL no histopatolégico, com carga viral de HPV de alto risco, obtida por captura hibrida de
segunda geracao. As cargas virais entre as trés situacdes ndo demonstraram diferenca estatisticamente significante
( SIL de baixo grau 262 + 124,4 RLU, SIL de alto grau 631,2 + 287,2 RLU, e negativo para SIL 532,6 + 353,1 RLU)
(p>0,05). Assim, a carga viral de HPV de alto risco parece nao ter correlagdo com o grau da lesao cervical, embora a
persisténcia do HPV de alto risco com alta carga viral esteja relacionada com a recorréncia e a evolucao da lesdo.

PALAVRAS-CHAVE - Papillomavirus humano, captura hibrida, lesdo intra-epitelial escamosa.

SUMMARY - The high risk Human Papillomavirus (HPV) load has been evaluated in comparison with the grade of cervical
intra-epithelial lesions, but the results have been conflicting. The aim of this study was to correlate cervical squamous intra-
epithelial lesions (SIL), morphologically diagnosed as low grade and high grade, and cases negative for SIL on tissue, with
viral load of high risk HPV by hybrid capture of second generation. The viral loads in the three situations showed no statistic
significant difference (low grade SIL 262 * 124.4 RLU, high grade SIL 631.2 + 287.2 RLU, and negative for SIL 532.6 + 353.1
RLU) (p>0.05). So, the high risk HPV load seems to have no correlation with the cervical lesion grade, even though the high

risk HPV persistence with high viral load is related to recurrence and evolution of the cervical lesions.
KEYWORDS - Human papillomavirus, hybrid capture, squamous intra-epithelial lesion.
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INTRODUGAO

ma correlacdo entre lesdes escamosas cervicais,
cancerosas e pré-cancerosas e o Papilomavirus hu-
mano (HPV) estd bem estabelecida e parece claro que HPV
de alto risco esta 7p1resente em virtualmente todos os can-
ceres cervicais**”#91° Sabe-se que as lesdes intra-epite-
liais escamosas tém, inclusive, um maior potencial evoluti-
vo quando hé cb;rupo de HPV de alto risco de forma persis-
tente!234°0891% com substancial evidéncia epidemioldgi-
ca e laboratorial de um papel central desta persisténcia vi-
ral na etiologia do cancer cervical e seu precursores®.
Trabalhos recentes tém abordado a questdo da carga
viral como fator de risco para lesbes escamosas cervicais
de alto grau***4891° considerando que mulheres de alto
risco seriam identificadas pelo uso de um teste quantitati-
vo de HPV em adigdo a citologia de rastreio'. A taxa de
positividade e a carga viral de DNA-HPV de alto risco,
aumentariam com a severidade de lesOes escamosas cer-
vicais®. Com o uso de PCR, método extremamente sensi-
vel na deteccao de DNA-HPV, tem-se mostrado que a
maioria das mulheres com SIL de baixo grau tem baixa
carga viral, ao passo que, mulheres com HSIL teriam uma
maior quantidade do DNA-HPV. O teste de captura hibri-
da de segunda geracao (CH II), que tem mostrado ter sen-
sibilidade e especificade semelhantes ao do PCR, quanti-
fica a carga viral do grupo identificado"*?. Através da CH
IT para HPV a andlise da quantidade de DNA do grupo
viral poderia, assim, predizer o risco de cancer*.
No entanto, outros autores consideram que a persi-
téncia viral, mas nédo a carga viral, representa ferramen-

ta confidvel para selecionar populagdes de risco para
desenvolvimento de lesdes de alto grau®. Embora pareca
a alguns que a quantidade de DNA-HPV poderia ser um
indicador para severidade e histdria natural de doenca
cervical, mais estudos sdo necessarios para avaliar o sig-
nificado da carga viral na progressdo neopldsica, visto
os resultados discrepantes relatados até o momento®®°,
Nosso objetivo é avaliar comparativamente a carga de
DNA-virus de alto risco (grupo B, do método de CH II)
em casos de HPV latente (sem lesdo morfoldgica), lesdo
intra-epitelial escamosa de baixo grau (LSIL) e lesdo in-
tra-epitelial escamosa de alto grau (HSIL), com diagnos-
ticos colposcopicamente e histologicamente confirmados.

MATERIAL E METODOS

No periodo de janeiro de 2001 a janeiro de 2002, fo-
ram biopsiadas e submetidas a pesquisa de Papilomavi-
rus humano (HPV) de maneira concomitante, 85 pacien-
tes submetidas a colposcopia, em que se evidenciava zona
de transformacao anormal.

O material de biépsia foi fixado em formol a 10% e
encaminhado ao laboratério de patologia, onde foi pro-
cessado para coloracdo em hematoxilina e eosina.

A identificacdo de DNA-HPV em escovado cervical,
colhido imediantamente antes da colposcopia, foi deter-
minado por captura hibrida de 22 geracdo. O material co-
lhido do colo, na zona suspeita, foi desnaturado e hibridi-
zado para deteccdo por quimioluminescéncia e leitura em
microplaca, de dois grupos virais, grupos A (6, 11, 42, 43,
44) e B (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68). A
expressao foi medida como unidade de luz reativa (RLU).
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FIG. 1 - Correlagao da carga viral de grupo HPV
de alto risco (B) entre casos de LSIL (n=26) e
casos com biopsia negativa (normal) (n=5)

Foram considerados positivos casos maiores ou iguais a 1
RLU, conforme orientacao do fabricante.

A correlacgao entre a carga viral de casos positivos para
o grupo B (37) foi feito com 26 casos de HPV/NIC I (le-
sdo intra-epitelial escamosa de baixo grau), 6 casos de
NIC II/NIC III (lesdo intra-epitelial escamosa de alto
grau) e 5 casos sem anormalidade na biopsia.

Utilizou-se teste t de Sudent, para avaliagcdao nao pa-
ramétrica dos grupos, através do programa Prism 3.0, com
intervalo de confianca de 95% e considerando com esta-
tisticamente significante quando p<0,05.

O projeto do estudo foi sumetido a comité de ética e
aprovado.

RESULTADOS

Dos 85 casos estudados a CH II foi positiva em 50
oportunidades (58,82%), das quais em 37 (74%) havia
positividade para o grupo B.

Nagqueles diagnosticados como LSIL pela biépsia e com
CH II positivo para grupo B, a carga viral variou de 1,23 a
2814,9 RLU, com uma média de 262 (= 124,4). Quando o
diagnostico histopatolégico foi de HSIL a carga viral mi-
nima encontrada foi de 63,07 e a méxima de 1549,11 RLU,
com uma média de 631,2 (= 287,2). J& no grupo de qua-
dro latente, ou seja, sem lesao identificada na bidpsia guia-
da por colposcopia, a carga viral variou de 2,79 a 1882,21
RLU, com uma média de 532,6 (+ 353,1).

Ao se comparar o grupo de LSIL com o grupo de la-
téncia viral observa-se que néo hd diferenca significante
(p= 4064) entre as cargas virais de casos clinicos e sub-
clinicos, com lesdo identificada de baixo grau, e casos
latentes, com auséncia de lesdo morfolégica (Figura 1).
Quando a avaliacao é feita entre os grupos de HSIL e
latente, o valor de p demonstra também néo haver dife-
renca estatistica significante (p=0,8314) (Figura 2). O
mesmo ocorre na comparacao de grupos de LSIL e HSIL
onde a carga viral mais alta ndo se correlacionou com a
gravidade da lesdo (p=0,2169) (Figura 3).

DISCUSSAO

Alguns estudos tém mostrado uma maior quantidade
de DNA-HPV em material de colo com lesao de alto grau
do que quando hé lesdo de baixo grau. Utilizam-se, as-
sim, este dado como indicador de condutas mais agressi-
vas, mesmo quando o diagndstico morfologico é menor®’.
A presenca de virus de alto risco de forma predominante
entre lesdes de alto grau e cancer tém sido bastante discu-
tida como falho fator de prognoéstico, uma vez que confor-
me nossa prépria observacao, mesmo em lesodes de baixo
grau, a incidéncia de HPV de alto risco é alta'?®.

Embora a carga viral venha sendo defendida como
importante fator diagnéstico e prognoéstico entre alguns
autores. Nossos dados nos impelem a concordar com Cla-
vel et al.® que ndo dao tanta importancia a carga viral,
mas sim a persisténcia do virus. Conforme nos foi possi-
vel observar, mesmo no grupo de mulheres com infecgao
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FIG. 2 - Correlagao da carga viral de grupo HPV
de alto risco (B) entre casos de HSIL (n=6) e
casos com bidpsia negativa (normal) (n=5)

FIG. 3 - Correlagao da carga viral de grupo HPV
de alto risco (B) entre casos de LSIL (n=26) e
casos de HSIL (n=6)

latente foi encontrado um caso com carga viral de 1882,21
RLU, considerada extremamente alta. Os grupos de LSIL
e HSIL tiveram a maior carga viral de 2814,9 RLU e
1549,11 RLU, respectivamente. O estudo dos grupos ava-
liados ndao mostrou diferenca estatisticamente significan-
te entre LSIL e HSIL (p=0,2169), HSIL e latente
(p=0,8314) e entre LSIL e latente (p=0,4064). No traba-
lho referido®, os autores ponderaram que a carga viral de
DNA-HPV de alto risco nao pode ser considerada um tes-
te sensivel para ser usado na pratica diaria com finalida-
de de predicdo da persisténcia do virus e rastreio de le-
soes de alto grau.

Dessa forma, pelos achados do presente estudo nao
podemos considerar que a questdo da carga viral esteja
definida. Embora as lesoes de alto grau tenham grupo
de DNA-HPV de alto risco, a sua carga viral é semelhan-
te as lesdes de baixo grau e até a quadros de laténcia, o
que pode levar a um sobre-tratamento quando do uso da
carga viral para delinear condutas diagndsticas. Cremos
que antes da carga viral a conduta deve ser delineada
pela morfologia e pela identificacdo de persisténcia vi-
ral, diagnosticada pelo teste do HPV, principalmente apds
o tratamento. Concordando com Clavel et al.®, conside-
ramos uma indicacdo para o uso da captura hibrida, o
seguimento de mulheres tratadas para lesdes cervicais
no intuito de identificar as com persisténcia viral e, nes-
te caso, com alta carga viral, que seriam consideradas de
risco para recidivas e evolucao.
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Prevaléncia de enteroparasitoses

em escolares da rede publica de Seropédica,

municipio do estado do Rio de Janeiro

Schoolchildren intestinal parasitosis prevalence in Seropédica, Rio de Janeiro

Marcelo Silva Marinho'; Graziele Brito da Silva'; Carla Andresa Diele? & Jodo Bezerra de Carvalho®

RESUMO - As helmintoses intestinais representam um grave problema de satide publica. No Brasil, esse problema
se agrava, devido a falta de saneamento basico associado a falta de medidas pessoais de higiene. O presente
trabalho teve como objetivo verificar a prevaléncia de enteroparasitoses em escolares da rede publica de Seropédi-
ca. Neste estudo foram avaliadas 1092 amostras de fezes de criangas com idade entre 3 e 15 anos, no periodo de
setembro de 1995 a maio de 2001. As amostras coletadas foram examinadas pela técnica de Kato, como descrita
por Katz et al. (1972). O percentual de amostras positivas foi de 33,88% e a de negativas, 76,12%. Os resultados
mostram a ocorréncia de Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Ancylostoma sp., Hymenolepis nana e Enterobius
vermicularis.

PALAVRAS-CHAVE - Prevaléncia, enteroparasitoses, escolares, Seropédica.

SUMMARY - The enteric helmintic represents a serious problem in the public health. In Brazil this problem aggravate
it self because of the non having basic sanitation associated to the absence of personal hygienics customs. The
present work has the objective to verify the prevalent of enteric parasitics in the public schools students of Seropédi-
ca. In this study was appraised 1092 children samples who was an age between 3 and 15 years old, since September
of 1995 to may of 2001. the samples collected was examined by the Kato tecnics, like’s was report by Katz et al.
(1972). The positive results percentage was 33.88% and the negative, 76.12%. This results shows the occurrence of

Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Ancylostoma sp., Hymenolepis nana and Enterobius vermicularis.

KEYWORDS - Prevalent, enteric helmintic, school students, Seropédica.
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INTRODUGAO

s helmintoses intestinais representam um grave
problema de satude publica, principalmente, nos
paises de terceiro mundo, onde se verificam condicoes
precéarias de saneamento bésico e higiene. A alta fre-
gliéncia de enteroparasitoses pode gerar déficits or-
ganicos, com comprometimento no desenvolvimento
normal das criancas. Nos adultos, pode haver uma li-
mitacdo na capacidade de producao, gerando em suas
formas mais graves, grande numero de enfermos, que
pesam nos orcamentos familiares e no Estado, pela
improdutividade ou pelos custos de assisténcia médi-
ca e hospitalar®. A transmissdo desses parasitos, ge-
ralmente é oro-fecal, ou seja, a infeccao da-se pela in-
gestao de ovos ou cistos, através de alimentos, dgua
ou mesmo de qualquer outro objeto contaminado com
fezes, que se coloque na boca. Ha alguns anos, foram
realizados trabalhos isolados, mostrando altos indices
de prevaléncia de enteroparasitoses chegando a atin-
gir mais de 50% da populacao estudada*®’. Os hel-
mintos mais encontrados em criancas em idade esco-
lar sdo Ascaris lumbricoides e Tricuris trichiura®. No
estado do Rio de Janeiro, alguns trabalhos tém demons-
trado a alta prevaléncia de enteroparasitoses, princi-

palmente em criancas, devido ao contato mais estreito
com as formas infectantes e a sua imunidade ainda
ser deficiente para eliminacdo destes parasitos®. Este
trabalho teve como objetivo, verificar a prevaléncia de
enteroparasitoses de escolares da rede publica de Se-
ropédica, municipio do estado do Rio de Janeiro.

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de setembro de 1995 a maio de
2001 foram analisadas 1092 amostras fecais de escola-
res da rede publica de Seropédica, na faixa etdria en-
tre 3 e 15 anos, de ambos 0s sexos.

Foram entregues aos responsaveis ou aos proprios
alunos potes contendo solucdo conservadora (90% de
dgua destilada, 5% de mercurio cromo e 5% de for-
mol). No momento da entrega, os alunos foram instru-
idos quanto a coleta do material.

O procedimento utilizado para o exame parasitolo-
gico das fezes foi a técnica de Kato, como descrito por
Katz et al’. Os resultados dos exames foram entregues
aos interessados, sendo os casos positivos encaminha-
dos ao posto médico. Ao fim do trabalho, foram reali-
zadas palestras nas escolas, esclarecendo as medidas
preventivas para se evitar essas parasitoses.
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RESULTADOS

A prevaléncia de enteroparasitoses encontrada nas
1092 amostras foi de 370 amostras positivas, correspon-
dendo a 33,88%, sendo estes valores proximos aos en-
contrados por outros autores. O parasita de maior pre-
valéncia foi A. lumbricoides, com uma freqiiéncia total
de 79,46%, seguido de T. trichiura com 38,92% (do total
de exames positivos). A Tabela 1 mostra a prevaléncia
de parasitos em criancas do sexo masculino e feminino.

O poliparasitismo intestinal, ou seja, a presenca si-
multanea de duas ou mais espécies de parasitos atin-
giu 76 individuos (20,54% dos individuos parasitados).
A Tabela IT apresenta a prevaléncia dos parasitos em
escolares da rede publica de Seropédica.

TABELA |
Freqgiiéncia de enteroparasitos em 1092 escolares,
segundo o sexo, no periodo de setembro de 1995
a maio de 2001, em Seropédica, RJ

Sexo Negativo Positivo Total Freqiiéncia (%)
Masculino 339 175 514 34,05
Feminino 383 195 578 33,74

TABELA Il

Prevaléncia de enteroparasitos em exames positivos
realizados em escolares da rede publica, no municipio
de Seropédica, RJ, no periodo de set. de 1995 a maio de 2001

Parasitos Total Freqtiéncia (%)
Ancylostoma sp. 2 0,54
Ascaris lumbricoides 219 59,19
Enterobius vermicularis 1 0,27
Hymenolepis nana 1 0,27
Trichiuris trichiura 4l 19,19
A. lumbricoides+T. trichiura 70 18,92
A. lumbricoides +Ancylostoma sp. 2 0,54
A. lumbricoides+E. vermicularis 1 0,27
T. trichiura+E. vermicularis 1 0,27
A. lumbricoides+T. trichiura+E. vermicularis 1 0,27
A. lumbricoides+T. trichiura+H. nana+Ancylostoma sp. 1 0,27
Total 370 100,00
DISCUSSAO

O elevado indice de parasitoses encontrado no pre-
sente trabalho é um reflexo da falta de saneamento
bésico da regidao estudada, bem como, o baixo nivel

socio econdmico e a falta de medidas pessoais de higie-
ne da populacao em geral.

O indice de infeccao parasitaria encontrado foi igual
a 33,88% das amostras.

Os resultados obtidos evidenciaram as prevaléncias
mais elevadas para A. lumbricoides e T. trichiura, am-
bas espécies com contaminacao oral-fecal. Os ancilos-
tomideos apresentaram baixos indices. Estes resulta-
dos podem estar subestimados devido aos casos de leve
infecgao, propiciando diagnosticos falsos negativos'.

Este trabalho foi realizado em escolares, por acre-
ditarmos que este é o local mais propicio para educa-
cdo da saude, pelo grande ntimero de criangas, que
nesta fase de vida, podem adquirir com mais facilida-
de hébitos e atitudes.

A quimioterapia nos casos positivos foi realizada
na tentativa de controlar as parasitoses intestinais.
Porém, sabemos que a mesma nao é o bastante para a
erradicacao das helmintoses, mas que ela deve estar
associada a medidas de melhoramento ambiental e ele-
vacao do nivel educacional?®.
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Sepse relacionada ao uso
de cateter intravascular’

Intravascular catheter - related sepsis
T. B. Filippin*?; F. B. Nunes?; T. A. Castaman?; R. C. V. Santos?; J. C. F. Alves Filho? & J. R. Oliveira®

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi relacionar de forma retrospectiva, o uso de cateteres intravasculares em
pacientes hospitalizados em Unidades de Tratamento Intensivo (UTIs), com a incidéncia de bacteremia e sepse. Os
cateteres (n = 250) foram semeados em &gar suplementado com 5% de sangue de carneiro. A cultura foi semi-
quantitativa e, considerada positiva, quando encontrou-se o crescimento de 15 ou mais colénias em placa de agar.
As hemoculturas foram incubadas e monitoradas pelo sistema Bact Alert (Organon Teknika). A identificacdo mi-
crobiana foi realizada através de provas bioquimicas convencionais ou sistemas automatizados. Do total de 250
cateteres, 12,4% tiveram cultura positiva (31/250), com maior freqiiéncia para Staphylococcus sp. coagulase nega-
tiva (49%). Foram realizadas hemoculturas de 13 pacientes que tiveram cultura positiva para o cateter intracath,
sendo que 7 (58,8 %) foram positivas e, 4 dessas hemoculturas, apresentaram o mesmo microorganismo encontra-
do no cateter, sinalizando uma bacteremia devida ao cateter (30,7%). Dos 7 pacientes, 4 (57%) evoluiram clinica-
mente para sepse e chegaram ao 6bito. Esse achado, demonstra uma relacdo importante entre a implantacdo de
cateteres intravasculares e o desenvolvimento de bacteremia e sepse.

PALAVRAS-CHAVE - Sepse, cateter, bacteremia.

SUMMARY - The aim of this paper was to analyze a retrospective way from the use of catheters in patients hospitali-
zed in Intensive Care Units, with bacteraemia incidence and sepsis. The catheters (n=250) were sowed in agar blood
(5% of sheep blood). The culture was semi-quantitative and considered positive, when were found the growth 15 or
more colonies in agar plate. The hemocultures were incubated and monitored by the Bact Alert system (Organon
Teknika). The microbial identification was accomplished through conventional biochemical proofs or automated
systems. From the 250 catheters, 12.4% had positive culture (31/250) in which the most frequent were the Staphylo-
coccus sp. negative coagulase (49%). Also it was accomplished the hemocultures of 13 patient who had positive
culture for the catheter intracath, 7 (58.8%) were positive and 4 of those hemocultures presented the same microor-
ganism found in the catheter, meaning a due bacteraemia to the catheter (30.7%). From 7 patients, 4 (57%) develo-
ped clinically for sepsis and died. That results demonstrates an important relationship between the intravascular
catheter implantation and the bacteraemia development and sepsis.

KEYWORDS - Sepsis, catheter, bacteraemia.

/

INTRODUGAO

arios fatores predispéem os pacientes ao desen-
V volvimento de sepse como: medicina invasiva (ca-
teteres, monitorizagdo, diagnostico), terapias imunos-
supressoras (cdncer e transplante), aumento da lon-
gevidade (particularmente de pacientes com doencas
cronicas (como diabetes e cancer), incidéncia aumen-
tada de infeccao por germes multirresistentes e au-
mento da populacao de pacientes com doencas imu-
nossupressoras (AIDS)3,

A presenca de infecgdo associada com o uso de ca-
teter venoso central é uma das mais freqiientes causas
de morbidade e mortalidade, representando uma fon-
te de bacteremia e sepse em pacientes hospitalizados®.

Os critérios clinicos existentes ndo sdo suficientes
para estabelecer o diagnostico de infeccao relacionada
ao cateter. O diagnoéstico usualmente empregado, re-
quer remocao da ponta de cateter para realizacao de
cultura. A limitacdo para esse diagndstico é que o estu-
do é geralmente realizado de forma retrospectiva e, so-

mente 15 a 25% dos cateteres removidos por suspeita
de infeccao, estao realmente infectados. Para evitar a
remocao injustificada do cateter e os riscos associados
a introduc¢ao de um novo dispositivo intravascular em
outro sitio, outras técnicas como hemoculturas de amos-
tras colhidas simultaneamente do cateter e de veia pe-
riférica, tem sido propostas. Apesar da alta especifici-
dade deste método, este ndo é usado na rotina da prati-
ca clinica, devido a complexidade e custos elevados®.

A sepse que é uma resposta inflamatoria sistémica
a uma infeccdo, pode estar relacionada com a implan-
tacdo e o tempo de permanéncia do cateter*. Os pa-
cientes podem apresentar febre ou hipotermia, leuco-
citose ou leucopenia, taquicardia e taquipnéia, acido-
se metabdlica, trombocitopenia, choque, vasodilatacdo
periférica e alteracdo renal e hepatica, que resultam
da passagem de microrganismos para o sangue'®, O
diagnéstico de sepse e bacteremia induzida por cate-
ter, pode ser baseado no isolamento simultaneo do
mesmo microrganismo de culturas de cateter e san-
gue periférico®.

Recebido em 8/8/2002
Aprovado em 23/8/2002
*Trabalho Desenvolvido no Laboratério Central da Irmandade Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre (ISCMPA)
e Laboratério de Pesquisa em Biofisica da Faculdade de Biociéncias da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (PUCRS).
"Laboratério Central da ISCMPA; 2Laboratério de Pesquisa em Biofisica da PUCRS.
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O presente trabalho caracteriza-se por um estudo
retrospectivo, cujo objetivo foi relacionar o uso de ca-
teter intravascular em pacientes hospitalizados em
UTIs com a presenca de bacteremia e sepse.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo consistiu em uma andlise retrospectiva
de 250 amostras de cateteres provenientes das UTIs
que integram a Irmandade Santa Casa de Misericor-
dia de Porto Alegre ISCMPA enviadas ao Laboratdério
Central no periodo de junho a agosto de 2001. De acor-
do com o Departamento de Epidemiologia do Hospi-
tal Henri Mondor - Franga, as hemoculturas incluidas
no estudo foram somente aquelas colhidas 48 horas
antes ou ap6s a remocao do cateter.

As culturas realizaram-se no setor de bacteriologia
do Laboratoério Central de Analises Clinicas da ISCM-
PA. Os cateteres foram semeados em agar suplemen-
tado com 5% de sangue de carneiro (dgar sangue). A
cultura realizada foi semi-quantitativa e foi conside-
rada positiva quando encontrou-se o crescimento de
15 (quinze) ou mais colonias em placa de dgar san-
gueG. As hemoculturas, solicitadas em triplicata, foram
incubadas e monitoradas pelo sistema automatizado
Bact Alert, Organon teknika. A identifica¢cdo microbia-
na foi realizada através de provas bioquimicas con-
vencionais ou através de sistemas automatizados (Mi-
croScan, DADE e Vitek, bioMeriéux).

Foram revisados os dados de prontudrios dos pa-
cientes que tiveram cultura de cateter positiva, que
incluiam o tipo de cateter utilizado e seu tempo de
permanéncia.

RESULTADOS

Do total de 250 cateteres analisados, 31 apresenta-
ram cultura positiva, correspondendo a 12,4% do to-
tal. O cateter que teve a maior ocorréncia de positivi-
dade foi o Intracath, representando 42% dos 31 catete-
res. A Figura 1 representa o percentual de positivida-
de dos diferentes tipos de cateter. Os microrganismos
encontrados nos cateteres e sua freqiiéncia podem ser
identificados pela Figura 2.

Dos 31 cateteres positivos, em 13 amostras foram
realizadas hemoculturas. Do total de hemoculturas, 7
amostras mostraram-se positivas, perfazendo 53,8%.
Nestas 7 amostras positivas foram isolados os micror-
ganismos Staphylococcus sp. coagulase negativo, Sta-
phylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Kleb-
siella pneumoniae, Serratia marcescens, Acinetobac-
ter baumannii e Micrococcus sp, cuja ocorréncia pode-
se observar na Figura 3.

Outro dado relevante refere-se a permanéncia, nos
pacientes, dos cateteres com cultura positiva, que teve
um tempo médio de 7,6 dias. Dos pacientes que apre-
sentaram bacteremia (7 em 13), o tempo foi de 13,4 dias.

DISCUSSAO

Estudos anteriores demostraram que aproximada-
mente 15-25% dos cateteres suspeitos de serem cau-
sadores de infec¢do podem ter cultura positiva (7, 8, 9,
10). Em nosso estudo encontramos um valor de 12,4%
(31 em 250).

198

Tipos de cateteres

41,30% 42%
2,80% 2,80%
2,80% 5,50% 2,80%
O intracath M Portocath
2 Flebotomia Arterial umbilical

O puplo iimen O outros

[ Hemodilise

FIG. 1 - Porcentagem de positividade, segundo o tipo de cateter (n=31).

Culturas de cateteres positivas

6% 6% 6%

O Acinetobacter baumanni
Staphylococcus aureus

O Staphylococcus sp coagulase negativa
O pseudomonas aeruginosa
Il Kiebsiella pneumoniae E Serratia marcescens

W wicrococcus sp

FIG. 2 - Ocorréncia de microrganismos em culturas de cateteres.

Hemoculturas positivas

14,28%

14,28% 42,86%

14,28% 14,28%

O Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis

[l Acinetobacter baumanni O Kiebsiella pneumoniae

& Morganella morganni W Enterobacter aerogenes

FIG. 3 - Ocorréncia de microrganismos em hemoculturas positivas.
Observagao: o percentual geral ultrapassa 100%, devido a multipla
presenca dos microrganismos nas hemoculturas.

Analisando as 7 hemoculturas positivas verificamos
que 4 apresentaram o mesmo microrganismo encon-
trado no cateter, sinalizando uma bacteremia prova-
velmente devida ao cateter. Se, relacionarmos a bac-
teremia encontrada, que teve como possivel causa a
implantacdo do cateter, com o numero de cateteres,
verificamos um percentual de 30,77% (4 em 13).

Dos 7 pacientes que apresentaram bacteremia, 4
evoluiram clinicamente para sepse sendo que todos
foram a 6bito e, destes, 1 teve crescimento do mesmo
microrganismo na hemocultura e no cateter, o que pode
sugerir o diagnoéstico de sepse induzida por cateter.

Segundo Passerini et al. (1992) (11), o Staphylo-
coccus sp. coagulase negativa ocorre com mais fre-
quiéncia em cultura de cateteres, sequido de Staphylo-
coccus aureus, Candida albicans, Enterococcus sp.,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter cloacae. Neste
estudo verifica-se um predominio de Staphylococcus
sp. coagulase negativa perfazendo um percentual de
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49%, seguido de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, E. coli. O percentual elevado de Staphylo-
coccus sp. coagulase negativa justifica-se por ser este,
um patoégeno colonizante da pele, que adere-se a su-
perficie do cateter em aproximadamente 30 minutos
(12), desenvolvendo microcoldonias em 1 hora, com
pesada colonizacéao entre 6 a 12 horas (13). Estas colo-
nias vém, eventualmente, cobertas por glicocélix - uma
barreira aos antibioticos, neutrofilos fagociticos e ma-
créfagos (14).

Sugere-se que a contaminacao dos cateteres pelos
demais microrganismos (principalmente, Klebsiella,
Enterobacter, Serratia, Pseudomonas e Citrobacter),
ocorra pela contaminacdo do fluido intravenoso, ad-
ministrado através do cateter (15, 16).

Nos cateteres com culturas positivas, o mais freqiien-
te foi o tipo Intracath. Isto pode ser explicado pela alta
freqliéncia de utilizacdo destes como acessos venosos
em pacientes internados em unidades de tratamento
intensivo, ou administracdo de nutricao parenteral.

De acordo com Eyer et al. (1990) (17), pacientes
que fazem uso de cateter por tempo inferior a 72h, tém
incidéncia de sepse relacionada ao cateter igual a zero.
Entretanto, pacientes que fazem uso por mais de 7 dias,
tém maior incidéncia de bacteremia e morte. Neste
estudo, a média de uso do cateter foi de 7,6 dias, sen-
do que aqueles que apresentaram bacteremia, o tem-
po de permanéncia foi maior (13,4 dias), comprovan-
do o estudo do Departamento de Epidemiologia do
Hospital Henri Mondor-Franca.

Ao analisarmos o resultado de 7 hemoculturas po-
sitivas notou-se a presenca do mesmo microrganismo
na cultura do cateter em 4 amostras, o que correspon-
de a 57%. O achado de sepse relacionada ao cateter
tem importante impacto (7,7%) (1 em 13), o que de-
monstra a importante fonte de infeccao atribuida a
cateteres intravasculares.

Podemos concluir que dos 250 cateteres analisados,
possivelmente 4 bacteremias foram causadas pelo ca-
teter e que 1 destes pacientes, que apresentou o mesmo
microrganismo no cateter e na hemocultutra, foi a 6bi-
to, provavelmente devido a sepse induzida por cateter.
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Deteccao de f3-globina PCR

em amostras citologicas cérvico-uterinas

estudo retrospectivo

PCR f3-globin detection in cytological uterine cervix samples:
retrospective study

Sbénia Maria Miranda Pereira™°; Marina Yoshié Sakamoto Maeda’™°; Alda Wakamatsu®™;
Suely Nonogaki**; Cecilia Roteli-Martins*"° & Adhemar Longatto Filho®™°

RESUMO - Estudos retrospectivos com a sensivel técnica da polymerase chain reaction (PCR) feitos em esfregagos
previamente corados por Papanicolaou pode revelar importantes parametros sobre o comportamento biolégico das
alteracoes citolégicas provocadas por infecgdes virais e outros agentes mutagénicos. Para isso, o dominio metodo-
légico das reagodes deve ser confidvel e factivel. O objetivo do presente estudo foi avaliar a extracdo do DNA da
B-globina por PCR nas amostras cérvico-uterinas em varias condicdes de preparo para avaliacao da qualidade do
DNA sob a acéo de fixadores, corantes e sua relacdo com o protocolo utilizado. Para tanto, testou-se esfregacos
citolégicos preparados sob diferentes condicdes técnicas de fixacdo, coloracdo e montagem. As principais condi-
coes envolveram fixacdo em 4alcool e carbowax esfregacos corados e ndo corados, montagem com laminula ou nao,
e ainda descoloracdo com HCI. Os primers usados para identificagcdo da B-globina foram PCO3 5' - ACACAACTG-
TGTTCACTAGC - 3', e PCO4 5'- CAACTTCATCCACGTTCACC - 3'. O contetudo de DNA extraido e quantificado
variaram de 23,46 ng/pL a 734,40 ng/pUL. Somente amostras fixadas em alcool 100% e carbowax sem a coloragao
pelo método de Papanicolaou amplificaram 110 pares de bases do gene de B—globina. Pelo protocolo analisado
ficou evidente que estudos retrospectivos em séries previamente coradas pelo método de Papanicolaou apresen-
tam importantes limitagcdes para suas realizagoes. Para superar essas limitagcdes temos que estudar novos protoco-
los que superem os fatores inibitorios oriundos dos processos de fixacdo e sobre tudo coloracéo.

PALAVRAS-CHAVE - Papanicolaou, PCR, R-globina.

SUMMARY - Retrospective studies with polymerize chain reaction (PCR) methodology in cytological smears previous-
ly stained with Papanicolaou could reveal important parameters about the biological behavior of cytological alter-
ations induced by viral infection and other mutagenic agents. To obtain such informations, methodology should be
reliable. The goal of this study was to evaluate the extraction B-globin DNA using PCR in uterine cervix samples
prepared under several conditions such as fixation and stain. We have tested cytological smears prepared with
different types of fixation, stain and mountain medium. The main conditions were: fixation with absolute etanol or
carbowax, previous stain or not, type of mounting and decoloration with HCI. The primers used for 3-globin identifi-
cation were: PCO3 5' - ACACAACTGTGTTCACTAGC - 3’, e PCO4 5'- CAACTTCATCCACGTTCACC - 3'. DNA content
extracted and measured ranged from 23.46 ng/uL a 734.40 ng/uL. The amplification of 110 pairs of base gene de
B-globin was observed in alcohol and carbowax without previous Papanicolaou stain. From the protocol used for this
study is evident that retrospective studies in cytological smears previously stained with Papanicolaou method show
important limitations. Further studies with alternative protocols can optimize the reactions and avoid the inhibitors
factors inherent in stain and fixation process.

KEYWORDS - Papanicolaou, PCR, B-globin.
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INTRODUCAO

andlise de alteracdes moleculares do DNA, bem
A como a deteccao de uma bactéria especifica ou
genoma viral, tem sido facilitada pelo uso do método
de Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR). Segmen-
tos de &cidos nucléicos podem ser amplificados em nu-
merosas copias a partir de uma pequena quantidade
de material genético’.
Uma maneira de atestar a qualidade das amostras

genitais submetidas a andlise do PCR ¢é avaliar a pre-
senca de DNA B-globina®.

A possibilidade de estudar DNA em laminas de se-
crecao cérvico-uterina coradas pelo método de Papa-
nicolaou obtidas de arquivo pode ser de grande valia
em estudo retrospectivo®.

Uma variedade de corantes sao utilizados na colo-
racdo de laminas citolégicas pelo método de Papani-
colaou para deteccao de agentes infecciosos, lesdes
precursoras de neoplasia e neoplasia do colo uterino’.

Recebido em 2/7/2002
Aprovado em 3/7/2002
"Divisao de Patologia do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP; 2Hospital Leonor Mendes de Barros, Sao Paulo, SP
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Estudos demonstraram que varios fatores podem
impedir a deteccao de agentes infecciosos em amos-
tras cervicais quando submetidas ao PCR. Amostras
que nao puderam ser analisadas pelo comprometimen-
to da integridade do DNA continham algum tipo de
inibidores'?.

Outros estudos demonstraram que o muco cervical
€ o maior inibidor da amplificacdo pelo PCR em amos-
tras cervicais®.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a extracao
do DNA da B-globina por PCR nas amostras cérvico-
uterinas em vdrias condicdes de preparo para avalia-
cdo da qualidade do DNA sob a acao de fixadores, co-
rantes e sua relacao com o protocolo utilizado.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados para a confeccdao dos esfregacos
cérvico-uterinos, a escova (cytobrush) para coleta de
células da endocérvice e a espatula de Ayre para a
coleta de células da vagina e ectocérvice (Tab. I).

Na coloracao pelo método de Papanicolaou foi utili-
zado corantes de Hematoxilina de Harris, Orange G, Eo-
sina Amarelada (EA36) e solventes como 4lcool e xilol.
Alguns grupos de amostras foram montadas com resina
balsédmica e laminula. Outro grupo de amostras foram
submetidas a descoloracgdo pelo &cido cloridrico a 1%.

Extracao do DNA

O DNA foi isolado de acordo com o protocolo des-
crito pelo GAL et al. (1993) modificado*: Os esfrega-
¢os foram imersos em xilol para remocao da laminula.
Uma segunda imersdo em xilol para remocao da resi-
na balsdmica. O material das laminas foi retirado deli-
cadamente com lamina de bisturi esterilizada e trans-
feridas para eppendorfs contendo 1,0mL de xilol.

As amostras foram vortexadas em xilol e aquecidas
em banho-maria por 10min a 37°C seguida de centri-
fugacao a 10000rpm por 5min. O xilol foi removido e
adicionado etanol a 100% vortexando em temperatura
ambiente deixando secar totalmente. Para digestao, as
amostras foram incubadas overnight a 60°C imersas
em solucdo de 375uL de acetato de sédio 2M, 25uL. de
SDS a 10% e 5puL de proteinase K (125mg/mL diluido
em &gua). Foi adicionado 120pL de solugdo de fenol-
cloroférmio e &lcool isoamilico (24:24:1). Os tubos fo-
ram centrifugados (3 minutos a 10000 rpm) e 1,0mL
de etanol a 100% foi adicionado ao sobrenadante e in-
cubado a -40°C “overnight” para precipitacao do DNA.
Depois foram centrifugados e o “pellet"” foi resuspen-
dido com 50l de dgua deionizada estéril.

Os DNAs extraidos foram medidos em um espec-
trofotdémetro (HP-8453) (5L do DNA extraido diluido
em 1000pL de &dgua deionizada estéril) a 260nm
(Tab. II, IIT e IV).

Produtos da PCR obtidos da extracdao do DNA dos
esfregacos citologicos foram separados pela eletrofore-
se de gel de agarose a 1,5% e de poliacrilamida a 7%.

* Controle positivo para B-globina: DNA isolado

de sangue periférico.

* Controle negativo: 4gua
* Marcador molecular: ladder de 110pb
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TABELA |
Amostras e condicoes de preparo
Grupos Fixadores ’goéltgfscgg M’\gr?tiggiem Laminula Outros
1 (Polggmv Jico) Papiggcﬁlaou Resina | Sim | Demrortase?
2 Carbowax Nao Nao Nao Nao
3 Carbowax Pap Resina Sim Nao
4 Alcool 100% Pap Resina Sim Néo
5 Alcool 100% Pap Néo Néo Néo
6 Alcool 100% Néo Resina Sim Néo
7 Alcool 100% Nao Nao Nao Nao
TABELA 1l
Primers usados para identificacao da B-globina
Primers 3-globina
PCO3 5" - ACACAACTGTGTTCACTAGC - 3’
PCO4 5’ - CAACTTCATCCACGTTCACC - 3
TABELA Il
Solucao de mix usado para a amplificacao da B-globina
Reagentes Volume - pL
Agua deionizada estéril 32.50
10 X PCR buffer 5.00
dNTPs - 10 mM 1.0
Primer — sense - PCO3 0.5
Primer — antisense - PCO4 0.5
Tag DNA polymerase — 5 U/uL 0.5
DNA 10
Final volume 50

TABELA IV
Amplificacao da B-globina realizada
em um termociclador (Genius Techne Ltda, Inglaterra)

Programa para R-globina

1 ciclo 5 min a 94°C

35 ciclos 1 min a 94°C

1min 30 seg a 53°C

2mina72°C

1 ciclo 7 min a 72°C

RESULTADO

O DNA extraido e quantificado através de leituras
obtidas pelo espectrofotometro a 260nm variaram de
23,46 ng/pL a 734,40 ng/pL.

Somente amostras fixadas em alcool 100% e carbo-
wax, sem a coloracdo pelo método de Papanicolaou,
amplificaram 110 pares de bases do gene de B-globi-
na, visualizados em gel de agarose e poliacrilamida.
(Fig. 1). Os demais casos foram negativos indepen-
dente dos métodos de preparo utilizados.
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FIG. 1 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida a 7% de produtos da PCR obtidos
da extracao de amostras cérvico-vaginais.

Legenda: L = Ladder (50); N = Controle negativo; A1 = amostra do grupo 1;
A2 = amostra do grupo 6; A3 = amostra do grupo 3; A4 = amostra do grupo 4;
A5 = amostra do grupo 5; A6 = amostra do grupo 1; A7 = amostra do grupo 7;
P = controle positivo

DISCUSSAO

A B-globina tem sido usada como um marcador de
viabilidade para as reacoes de PCR. Apesar disso, exis-
tem muitos fatores que podem inibir sua expresséo e
impedindo uma reacdo negativa para 5-globina como
um marcador especifico. Muitas vezes, uma reacao
negativa para B-globina pode ter uma pesquisa satis-
fatoria de DNA de um agente etiolégico especifico. A
reacdo de PCR para identificacdo de B-globina é por-
tanto praticdvel mas ndo dispensa o uso de controle
interno®.

Em amostras previamente coradas pelo método de
Papanicolaou, a coloragao e os métodos de fixacao sao
muitas vezes apontados como importantes inibidores
de uma reacdo de PCR para pesquisa de B-globina.
Alguns autores destacam que apenas alguns corantes
do método teriam um potencial inibidor, como o Oran-
ge G; uma vez misturada ao EA e a Hematoxilina, o
Orange G perderia essa capacidade de inibir a reacdao
de PCR. Embora néo haja clara evidéncia da acao do
Orange G, a coloracao de Papanicolaou tem-se mos-
trado uma importante limitacdo para estudos retros-
pectivos em material previamente corados, posto que
alguns autores conseguiram otimizar suas reagoes apos
a descoloracéo dos esfregagos com solugao de HCI.

Em nossa experiéncia todas as ldminas previamente
coradas e mesmo aquelas descoradas por HCl resulta-
ram negativas, enfatizando a agao limitante da colo-
racao para a reacao de PCR.

Um outro fator limitante as reagoes de PCR ¢ a fixa-
cdo. Muitos autores tem destacado a acdo inibitéria dos
agentes fixadores e/ou tempo de fixacdo’. Em nosso es-
tudo porém, essa acao inibitéria nao foi tdo marcante
uma vez que conseguimos reacgoes satisfatdrias tanto
nas amostras fixadas com alcool 100% ou carbowax.

A celularidade dos esfregacos selecionados para
andlise também deve ser considerada, pois ha fortes
evidéncias de que amostras com baixo numero de cé-
lulas sdo mais susceptiveis as reacdes de PCR insatis-
fatérias®. Em nosso estudo seguimos a premissa de
selecionarmos casos com grande celularidade para
tentarmos evitar reagoes negativas por falta de mate-
rial nuclear.

Pelo protocolo analisado nesse estudo fica claro que
estudos retrospectivos em séries previamente coradas
pelo método de Papanicolaou apresentam importan-
tes limitacOes para suas realizacoes. Para superar es-
sas limitacoes temos que estudar novos protocolos que
superem os fatores inibitérios oriundos dos processos
de fixacao e sobre tudo coloracao.
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Displasias ectodérmicas do grupo A:
elaboracao de um banco de dados
informatizado para auxilio
ao diagnostico geneético-clinico

Toni Lisboa Costa®?; Nina A. B. Pagnan?; Newton Freire-Maia*; Remy Lessnau® & Eduardo E. Sord/?

RESUMO - As displasias ectodérmicas sdo afeccbes em que ocorre comprometimento das estruturas derivadas da
ectoderme, constituindo um grupo nosolégico grande e complexo. Freire-Maia, em 1971 e 1977, prop6s uma defi-
nicédo clinica e uma classificacao clinico-mnemonica das displasias ectodérmicas, dividindo-as em 2 grupos prin-
cipais (A e B), de acordo com a presenca de sinais classicos em estruturas relacionadas a pélos, dentes, unhas e
glandulas sudoriparas.

OBJETIVOS: Este projeto teve como objetivos principais: 1) A andlise da literatura sobre as displasias ectodérmi-
cas ja descritas, com relagdo aos aspectos genéticos e clinicos. 2) A atualizacdao da classificacao de Freire-Maia
(1971, 1977), revista por Pinheiro e Freire-Maia (1994), com a realizacdo das alteracdes necessarias no grupo A
(unido de afeccoes descritas anteriormente como distintas, mudancas de subgrupo, inclusdo de novas afecgoes
encontradas na literatura). 3) A criacdo de um sistema de controle informatizado (disponivel em Home Page na
Internet), responsavel pelo gerenciamento de um banco de dados contendo as informacées obtidas, bem como um
banco de imagens selecionadas, referentes as displasias ectodérmicas conhecidas e também um sistema de pes-
quisa, onde as informacoes fornecidas pelo usuério (de acordo com os sinais clinicos do paciente) sdo confrontadas
com o banco de dados, resultando na filtragem das possiveis displasias ectodérmicas.

RESULTADOS: O banco de dados encontra-se disponivel na Internet no endereco http://displasias.bio.ufpr.br.
Cada afeccao foi analisada individualmente, tendo sido elaborado para cada uma delas uma "“ficha", com os se-
guintes dados: Informacdes gerais, aspectos genéticos, sinais clinicos classicos, outros sinais freqiientes, comenta-
rios e referéncias bibliograficas utilizadas. Um banco de imagens e sistemas de pesquisa (por palavra chave e por
critérios clinicos) também foram disponibilizados.

CONCLUSOES: Este trabalho ampliou o nimero de displasias ectodérmicas conhecidas para 192 (grupo A). A
maioria das displasias ectodérmicas tem heranca autossémica recessiva (38%), seguidas das que possuem heranca
autossdmica dominante (28%). As displasias ligadas ao X constituem 5% e os 29% restantes incluem sindromes

cuja etiologia ndo é conhecida.

PALAVRAS-CHAVE - Genética; displasias ectodérmicas; banco de dados.
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INTRODUGAO

s displasias ectodérmicas sao afeccoes em que ocor-
A re comprometimento das estruturas derivadas da
ectoderme, constituindo um grupo nosolégico grande
e complexo. Freire-Maia, em 1971 e 1977, propds uma
definigdo clinica e uma classificacdo clinico-mnemo-
nica das displasias ectodérmicas, dividindo-as em 2
grupos principais (A e B), de acordo com a presenca
de sinais classicos em estruturas relacionadas a pélos,
dentes, unhas e glandulas sudoriparas.

OBJETIVOS

Este projeto teve como objetivos principais:

1) A andlise abrangente da literatura sobre as dis-
plasias ectodérmicas ja descritas, com relagao aos as-
pectos genéticos (padrao de heranca, gene responsa-
vel, localizacdo cromossdémica, produto protéico e suas
funcoes) e clinicos (descricédo fenotipica, sinais cardi-
nais, etc.).

2) A atualizacdo da distribuicdo das displasias ec-
todérmicas na classificagdo clinico-mnemonica de Frei-

re-Maia (1971, 1977), revista por Pinheiro e Freire-
Maia (1994), com a realizacao das alteracdes necessa-
rias (unido de afeccées descritas anteriormente como
distintas, mudancas de subgrupo, etc.).

3) A inclusao de novas afecgoes encontradas na li-
teratura, com pelo menos dois sinais relacionados a
pélos, dentes, unhas e sudorese (grupo A), agrupan-
do-as segundo a classificagdo clinico-mnemonica das
displasias ectodérmicas proposta por Freire-Maia (ci-
tada acima).

4) A criacdo de um sistema de controle informati-
zado (disponivel em Home Page na Internet), respon-
savel pelo gerenciamento de:

* Um banco de dados contendo as informacdes ob-
tidas, bem como um banco de imagens selecio-
nadas, referentes as displasias ectodérmicas co-
nhecidas;

* Um sistema de pesquisa, onde as informacoes
fornecidas pelo usuério (de acordo com os sinais
clinicos do paciente) sdo confrontadas com o ban-
co de dados, resultando na filtragem das possi-
veis displasias ectodérmicas.

Recebido em 8/7/2002
Aprovado em 11/7/2002
*Prémio HOTSOFT - XXIX CBAC, 2002, Fortaleza, CE
'Departamento de Genética, UFPR; ?Setor de Genética, Laboratério Alvaro (Cascavel, PR);
Manual de utilizagao - informagodes gerais: http://displasias.bio.ufpr.br

RBAGC, vol. 34(4): 205-211, 2002

205



As displasias ectodérmicas formam um grupo no-
sologico com 192 afeccdes, em geral de natureza ge-
nética. Nos ultimos 10 anos, mais de 800 artigos fo-
ram publicados na literatura cientifica mundial (Ad-
vanced Pubmed Search - Entrez - Medline, 2000), nas
mais diferentes areas de atuacédo (genética médica/cli-
nica, biologia molecular, pediatria, dermatologia, odon-
tologia, neurocirurgia, dismorfologia, etc.). Diversos
artigos de revisdo foram apresentados (Freire-Maia,
1971, 1977; Solomon e Keuer, 1980; Freire-Maia e Pi-
nheiro, 1984a, 1987, 1988; Solomon et al., 1987; Pinhei-
ro e Freire-Maia, 1994, 1996), evidenciando a neces-
sidade da atualizacdo continua dos dados obtidos e a
busca de novas informacoes.

A velocidade com que ocorreu a ampliacao dos co-
nhecimentos genéticos aumentou, principalmente na
ultima década, com o desenvolvimento de pesquisas na
area da genética molecular e o advento das novas tecno-
logias de DNA, possibilitando o reconhecimento da lo-
calizacao e funcao dos diversos genes, bem como dos
produtos protéicos envolvidos e suas respectivas fungoes.

E necessério salientar a importdncia da sistemati-
zacdo na pratica de genética clinica e médica, ou seja,
a importancia de classificagdes (para grupos nosolo-
gicos com base em critérios clinicos), com a finalidade
de auxiliar no diagnostico e no aconselhamento gené-
tico. Numerosos exemplos podem ser citados além da
classificacao clinico mnemoénica de Freire-Maia para
as displasias ectodérmicas, como a classificacdo de sin-
dromes com camptodactilia (Pagnan,1988) e a classi-
ficacdo das artrogriposes (Hall, 1985).

Atualmente, faz-se necessaria a utilizacdo do cam-
po da informética, com o advento dos recursos de mul-
timidia que foram criados e desenvolvidos, bem como
o aparecimento da Internet, que como meio de comu-
nicacdo propicia uma troca constante e rapida de in-
formacgoes. Diversos programas na area de Genética
foram criados, com a finalidade de servirem como fer-
ramentas auxiliares ao geneticista clinico ou pesqui-
sador, sendo utilizados pela comunidade cientifica e
citados com freqiiéncia na literatura mundial. A reali-
zacao de um banco de dados informatizado atualiza-
do, disponivel na Internet, envolvendo o grupo noso-
légico das displasias ectodérmicas ¢, portanto, util,
necessaria e justificavel.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos para a realizacao deste projeto
foram realizados em uma série de etapas descritas a
seguir.

Revisao bibliografica abrangente
da literatura mundial

As informagoes pertinentes sobre as displasias ec-
todérmicas (aspectos genéticos e clinicos) foram obti-
das de periddicos apds revisao através do PubMed
(Advanced PubMed Search - Entrez - Medline, 2000).
Este sistema de pesquisa, disponivel pelo Entrez Re-
trieval System (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedy), foi
desenvolvido pelo Centro Nacional de Informacao em
Biotecnologia (NCBI), nos Estados Unidos, em con-
junto com editores de literatura biomédica, para ser
utilizado como ferramenta para levantamento biblio-
grafico.
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Livros de referéncia sobre o assunto também foram
utilizados, como o “"Ectodermal Dysplasias: a Clinical
and Genetic Study" (Freire-Maia e Pinheiro, 1984a -
a base para a realizacdo do projeto) e o BDE - “Birth
Defects Encyclopedia” (Buyse, 1990).

Além disso, foram utilizados alguns programas in-
formatizados, disponiveis em CD-ROM ou encontra-
dos na Internet, e que sao atualizados continuamente,
como o OMIM - Online Mendelian Inheritance in Man
(OMIM, 2000), o GeneCards: encyclopedia for genes,
proteins and diseases (GeneCards, 2000), o SWISS-
PROT annotated protein sequence database (SWISS-
PROT, 2000), o GDB - Genome Database (GDB, 2000),
e o POSSUM - Pictures of Standard Syndromes and
Undiagnosed Malformations (POSSUM, 1994).

Organizacao das displasias ectodérmicas (grupo A)
segundo a classificagao clinico-mnemonica
de Freire-Maia (1971, 1977)

Apos a andlise da literatura, verificou-se a necessi-
dade da realizacao de alteracoes em relacao a ultima
revisdo (Pinheiro e Freire-Maia, 1994), como, por
exemplo, a unido de afec¢des descritas anteriormente
como distintas, mudancas de subgrupo, ou ainda a
inclusao de novas afeccoes encontradas na literatura,
nos diferentes subgrupos do grupo A.

Os 11 subgrupos da classificacao de Freire-Maia
foram dicotomizados com base em critérios clinicos,
até que se chegasse a uma Unica displasia (segundo
técnicas de elaboracdo de chaves de identificacdo).
Uma chave corresponde a um esquema ou arranjo
analitico artificial, que proporciona uma escolha entre
duas proposi¢oes contraditorias, dela resultando a acei-
tacdo de uma e rejeicao de outra.

Este processo foi fundamental para o funcionamento
do software, uma vez que os critérios usados na dico-
tomizacdo vém a ser os filtros clinicos (que selecio-
nam as informacdes da base de dados).

Criacao de um sistema de controle informatizado

Para esta etapa, foi necesséria a definicdo clara da
quantidade de dados a serem armazenados e qual seria
a plataforma do computador servidor (local onde sao
armazenados os dados, para a disposi¢ao do contetido
online na Internet), j& que, dependendo dessas infor-
magcoes, as opcoes existentes poderiam ser completa-
mente divergentes. Apds reunides com os responsaveis
pelo servidor da Universidade Federal do Parana (Se-
tor de Ciéncias Biolégicas), local onde estaria locada a
Home Page ap6s o seu término, ficou definido que a
plataforma utilizada seria o Windows NT Server 4.0 (Mi-
crosoft Corporation, 1997b), com o servidor Web IIS -
Internet Information Server 4.0 (Microsoft Corporation,
1997a). Com estas informacbes, foi entdo escolhido o
Microsoft Access 2000 (Microsoft Corporation, 1999)
como o formato para o banco de dados, considerando a
sua facilidade de utilizacao, bem como, a sua compati-
bilidade com diversos outros modelos de bancos de da-
dos existentes, caso fosse necessdria a posterior expor-
tacdo. Para o auxilio na linguagem de consulta ao ban-
co de dados, foi utilizado também o padrao ASP (Active
Server Page), na composicdo das paginas que incluiam
scripts (instrucdes a serem seguidas), tendo como base
alinguagem SQL (Structured Query Language) (Micro-
soft Corporation, 1999).
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Elaboracao de um banco de dados, contendo
as informacgoes de cada displasia ectodérmica
encontrada, e de um sistema de pesquisa
(filtros por palavra-chave e por critérios clinicos)

O banco de dados apresentou duas linhas distintas
de trabalho:

1) o cadastro das 192 displasias ectodérmicas pre-
viamente analisadas, com suas respectivas informa-
¢oes;

2) a utilizacao de sistemas de pesquisa (filtros por
palavra-chave e por critérios clinicos). Foi entao defi-
nida uma linha principal de modelagem, que consis-
tiu na elaboracdo de duas estruturas principais (uma
para cada respectiva situagao).

Elaboragcao de um banco de imagens
das displasias ectodérmicas

Para a realizacao do banco de imagens, foi selecio-
nado material fotografico pertencente ao CEDE (Cen-
tro de Estudos de Displasias Ectodérmicas), que cor-
responde a casos publicados pelo professor Newton
Freire-Maia e iniimeros colaboradores. Foram esco-
lhidas 15 fotografias, referentes a 8 displasias ectodér-
micas. O CEDE dispoe de autorizacao para utilizacao
das imagens (Anexos 1 a 9).

Desenvolvimento da Home Page |

Esta etapa consistiu na incorporacao dos dados pre-
viamente digitados para o formato HTML (Hyperlink
Text Markup Language), que é a linguagem padrao
usada para a disponibilizacdo de documentos na In-
ternet.

Para a criacao de uma programacao visual dos docu-
mentos, visando atingir uma interface simples, agrada-
vel e rdpida, agregada ao conteudo HTML, foram inseri-
das na maioria das paginas imagens desenvolvidas em
FLASH 5.0 (Macromedia Inc, 2000), um software de de-
senvolvimento e composicao de imagens animadas, o que
permitiu a inclusao de um layout com efeitos que nao
puderam ser desenvolvidos em HTML bésico.

Simulacao de casos para a verificagao
da funcionalidade do programa

O banco de dados foi inserido no servidor da UFPR,
no endereco http://displasias.bio.ufpr.br, tendo sido
realizados varios testes para a visualizagdo do funcio-
namento das diversas func¢bdes apresentadas (fichario
das displasias ectodérmicas, sistemas de pesquisas,
visualizacdo de textos e tabelas, ativacao dos links,
visualizacdao de imagens selecionadas, endereco ele-
tronico dos responsaveis pelo projeto, créditos, etc.).

RESULTADOS

Banco de dados

Visao geral
O banco de dados com as informacoes referentes
as displasias ectodérmicas encontra-se disponivel na
Internet no endereco http://displasias.bio.ufpr.br. Abai-
xo0 estdo alguns exemplos do produto final (ilustraces
extraidas da Internet), com a visualizagdo dos diferen-
tes componentes do software.
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Classificacao atual das displasias ectodérmicas

Em cada subgrupo na classificacao de Freire-Maia,
as displasias ectodérmicas foram analisadas indivi-
dualmente, tendo sido elaborado para cada uma delas
uma “ficha", com os seguintes dados:

* Informacodes gerais: nome da displasia ectodér-
mica e seus respectivos sinénimos, subgrupo ao
qual a afeccdo pertence (de acordo com os crité-
rios da classificacdo de Freire-Maia).

* Localizacdo das displasias em livros de referén-
cia sobre o assunto e também em bancos de da-
dos informatizados (disponiveis em CD-ROM ou
na Internet): OMIM (Online Mendelian Inheri-
tance in Man, 2000), POSSUM (Pictures of Stan-
dard Syndromes and Undiagnosed Malforma-
tions - versao 4.0, 1994), BDE (Birth Defects En-
cyclopedia - Buyse, 1990), Freire-Maia e Pinheiro
- 1984 (Ectodermal Dysplasias: A Clinical and
Genetic Study - Freire-Maia e Pinheiro, 1984a).

* Aspectos genéticos: etiologia, localizacao cro-
mossOmica, nome do gene, produto génico (pro-
teina).

e Sinais clinicos classicos (relacionados com a in-
sercao da displasia no subgrupo ao qual perten-
ce): pélos, dentes, unhas, glandulas sudoripa-
ras.

* Qutros sinais de ocorréncia relativamente fre-
quentes: pele, audicao, olhos, face, desenvolvi-
mento psicomotor e de crescimento, membros,
outros achados.

* Comentarios pertinentes a cada displasia ecto-
dérmica e referéncias bibliogréficas utilizadas.

Este projeto apresenta uma atualizacao da classifi-
cacgdo de Freire-Maia (1971, 1977), ampliando o nu-
mero de displasias conhecidas (grupo A) de 154 (Pi-
nheiro e Freire-Maia, 1994) para 192.

Apresentacao do projeto
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DISPLASIAS ECTODERMICAS

Filtros clinicos

Banco de imagens
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Para a realizacdo do banco de imagens, foi selecionado
material fotografico pertencente ao CEDE (Centro de Estu-
dos de Displasias Ectodérmicas).

As displasias ectodérmicas incluidas no banco de ima-
gens foram:

* Labio/palato fendido, oligodontia, sindactilia e alte-

racdes nos cabelos

* Dermo-odontodisplasia

RBAC, vol. 34(4), 2002

* Displasia odonto-micro-oniquial
e Sindrome trico-odonto-onico-dermal
* Agenesia das palpebras, macrostomia, retardo psicomo-

tor, hipertricose da testa e dente natal

e Trico-dermo displasia com altera¢oes dentais
¢ Displasia trico-odonto-oniquial
* Displasia ectodérmica hipoidroética, com hipotireoidis-

mo e discinesia ciliar
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BANCO DE IMAGENS

Alguns exemplos

Displasia ectodérmica hipoidrotica,

Sindrome trico-odonto-onico-dermal s . R
com hipotireoidismo e discinesia ciliar

Dermo-odontodisplasia

Unhas dos dedos distréficas Hipodontia, dentes com forma e tamanho Alopecia na regiao parietal central
anormais, dentes extranumerarios do couro cabeludo

BANCO DE DADOS

(Exemplo de ficha individual de uma displasia ectodérmica)

Subgrupo: 1234-1

Titulo: Sindrome de Christ-Siemens-Touraine

Sindnimos: Displasia ectodérmica anidroética 1; ED1; sindrome CST; displasia ectodérmica anidrotica; EDA;
EDA1; displasia ectodérmica hipoidroética; HED; displasia ectodérmica hipoidroética ligada ao X; XHED; XLHED;
displasia ectodérmica ligada ao sexo; displasia ectodérmica anidrética congénita; Sindrome de Siemens-Touraine;
polidisplasia ectodérmica; defeito ectodérmico congénito; sindrome da anidrose-hipotricose-anodontia; anidrose
hipotricotica ligada ao sexo; displasia ectodérmica hereditdria; sindrome de Jacquet; dermatose de Siemens; sin-
drome de Siemens; sindrome de Weech; ectodisplasina A; ectodisplasina.

OMIM: 305100 POSSUM: 3208

BDE: 0333 Freire-Maia e Pinheiro (1984a): 1234-1
Etiologia: XR Cromossomo: Xq12-q13.1

Gene: ED1 ou EDA Proteina: Ectodisplasina A

Pélos: Finos, secos, hipocrémicos; hipotricose (couro cabeludo e corpo); sobrancelhas e cilios ausentes ou es-
cassos; alteracdes estruturais (barba e bigode).

Dentes: Hipodontia; caninos e/ou incisivos pequenos e pontudos; persisténcia dos dentes deciduos; erupcao
tardia; anodontia ocasional.

Unhas: Distréficas ou ausentes no nascimento (esporadicamente); fradgeis, quebradicas, com desenvolvimento
incompleto e celoniquia (ocasional).

Glandulas sudoriparas: Hipoidrose com ou sem hipertermia; auséncia ou diminui¢ao dos poros sudoriparos dos
sulcos epidérmicos; resposta reduzida a pilocarpina pela iontoforese e calor.

Pele: Pele fina, suave, seca; hipoplasia/auséncia das glandulas sebaceas; alteracoes dermatoglificas e de pig-
mentacdo (ocasionais); mamilos e aréolas ausentes; mamilos e aréolas extranumerarios; regido periorbital com
pigmentacdo mais escura que o resto do corpo.

Audicao: Perda condutiva ocasional.

Olhos: Fotofobia; hipoplasia dos ductos lacrimais; distrofia cérnea; diminuigdo da funcdo das glandulas lacri-
mais.

Face: Labio grossos, proeminentes; ponte nasal baixa; nariz em sela; bossa frontal; hipoplasia do maxilar; rugas
(abaixo e em volta dos olhos, nariz e boca); anormalidades menores no pavilhdo auricular.

Desenvolvimento psicomotor e de crescimento: Retardo mental ocasional; estatura baixa.

Membros: Defeitos nas méos e pés ocasionais.

Outros achados: Rinite atréfica (algumas vezes associada com ozena e epistaxe); otite média; diminuicdo da
sensibilidade do paladar e/ou olfato; glandulas mucosas do trato respiratério superior atrofiadas (levando a um
aumento na suscetibilidade a infec¢des); dificuldades respiratoérias; faringite e laringite cronica (com disfonia e
rouquidéo); aplasia/hipoplasia das glandulas mamadrias; salivacdo reduzida; crosta nasal; producao anormal de
imunoglobulinas; asma ou chiado recorrente; alergias especificas (comidas, remédios); problemas na alimentacéao.

Comentarios: Thurnam (1848) parece ter sido o primeiro autor a descrever esta sindrome. Danz (1792) descre-
veu 2 homens sem pélos e dentes, mas ndao deu nenhuma informacéao adicional sobre eles. Wedderburn é freqiien-
temente citado como tendo descrito uma familia com individuos afetados (origem indiana) em 1838, mas a sua
descricao nao apareceu na literatura até 1875, quando Darwin mencionou-a em seu livro.

Referéncias bibliograficas: Danz, 1792; Thurnam, 1848; Darwin, 1880; Freire-Maia e Pinheiro, 1984a; Buyse,
1990; POSSUM 4.0, 1994; Kupietzky e Houpt, 1995; GeneCards, 2000; OMIM, 2000; Swiss-Prot, 2000.
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Filtro clinico

(Exemplos em um subgrupo)

SUBGRUPO 1-3-4

1 - Sindactilia e/ou contraturas

Sim: Displasia ectodérmica com anomalias digitais e oculares

Nao: Ir para a pergunta n° 2

2 - Surdez

Sim: Alopecia, onicodisplasia, hipoidrose e surdez

Nao: Ir para a pergunta n° 3

3 - Estatura baixa

Sim: Ir para a pergunta n° 4

Nao: Ir para a pergunta n° 6

4 - Retardo psicomotor

Sim: Ir para a pergunta n° 5

Nao: Displasia ectodérmica hipoidrética, com hipotireoidismo
e discinesia ciliar

5 - Catarata

Sim: Tricodisplasia, onicogripose, hipoidrose e catarata

Né&o: Sindrome dermotriquica

6 - Cegueira

Sim: Displasia ectodérmica com retardo mental grave

Nao: Ir para a pergunta n° 7

7 - Lesoes cicatriciais na lingua e pele

Sim: Alopecia, atrofia da pele, anoniquia e defeitos na lingua

Nao: Ir para a pergunta n° 8

8 - Hipoidrose

Sim: Displasia ectodérmica e fragilidade da pele

Né&o: Sindrome de Fischer-Volavsek

Sistemas de Pesquisa

Dois sistemas de pesquisa foram disponibilizados,
para proporcionar uma melhor obtencao dos dados
referentes as displasias ectodérmicas pelo usuario.

1. Filtro por palavra-chave

Este filtro permite a consulta ao banco de dados
(que contém informacdes sobre as displasias ectodér-
micas cadastradas), através do uso de palavra(s)
chave(s). Na linguagem de consulta (como sera escri-
to o termo para o inicio da pesquisa) deve-se digitar
a(s) palavra(s) desejada(s) (exemplos: hipotricose, hi-
potricose acentuada, etc.), sem a utilizacdo de carac-
teres especiais (exemplos: ", +, -, *, etc.).

2. Filtro por critério clinico

Cada afeccéao foi analisada individualmente, e os
sinais que aparecem com freqiiéncia (responséveis pela
definicao do quadro clinico da displasia) foram selecio-
nados e posteriormente incluidos em bancos de dados
especificos (para cada subgrupo). As informacdes for-
necidas pelo usuario sdo confrontadas com o banco de
dados escolhido, resultando na filtragem daf(s)
possivel(eis) displasia(s) ectodérmica(s).

Existem, portanto, 11 bancos de dados (de acordo
com a classificacao das displasias ectodérmicas).

CONCLUSOES

O banco de dados encontra-se disponivel na Inter-
net no endereco http://displasias.bio.ufpr.br. Cada afec-
cao foi analisada individualmente, tendo sido elabo-
rado para cada uma delas uma “ficha", com os seguin-
tes dados: Informacodes gerais, aspectos genéticos, si-
nais clinicos classicos, outros sinais freqlientes, comen-
tarios e referéncias bibliograficas utilizadas. Um ban-
co de imagens e sistemas de pesquisa (por palavra
chave e por critérios clinicos) também foram disponi-
bilizados. Diversas outras funcoes foram incluidas nes-
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te software (textos explicativos e tabelas, links uteis,
endereco eletronico dos responsaveis pelo projeto, cré-
ditos, etc.), visando aumentar a facilidade na obten-
cdo das informacodes necessarias.

Este trabalho ampliou o nimero de displasias ecto-
dérmicas conhecidas para 192 (grupo A), agrupadas em
11 subgrupos. A maioria das displasias ectodérmicas
tem heranca autossdmica recessiva (38%), sequidas das
que possuem heranca autossémica dominante (28%).
As displasias ligadas ao X constituem 5% e os 29% res-
tantes incluem sindromes cuja etiologia néo é conheci-
da. Os subgrupos com maior nimero de afeccoes sao
os chamados 1-2-3 e 1-2-3-4, com 48 e 40 displasias
respectivamente. Seguem-se os subgrupos 1-2 com 34
afeccoes, o subgrupo 1-3 com 25 e o subgrupo 2-3 com
15 displasias ectodérmicas. Os demais subgrupos con-
tém um numero inferior a 10 displasias.
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Efeito de Monascus sobre os constituintes

sanguineos em coelhos

Monascus effects in rabbit's blood serum constituents

T. T. de Oliveira®; T. J. Nagem?; R. M. Lopes®; G. H. K. Moraes®; R. R. da Silva® & M. R. da Costa*

RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes dosagens de monascus sobre os
constituintes sanguineos, em coelhos da raca Nova Zelandia, com 55 dias de vida para verificar o seu efeito
hipolipidémico e sua inocuidade nos parametros sanguineos. Os resultados evidenciaram uma reducgdo nos niveis
de colesterol total nas fémeas e um aumento nos triacilgliceréis, na dose de 100 mg da substdncia.Os niveis de
albumina e creatinina, mostraram alteracoes estatisticamente significativas em todos os grupos e tempos conside-
rados, mas nenhuma alteracédo foi observada nos valores médios de uréia e glicose, proteina sérica, calcio e HDL-
colesterol. Os resultados encontrados para bilirrubina total ndo indicaram efeito toxicoldgico das substancias tes-
tadas. Os niveis de Gama-GT aumentou para a dose de 100 mg de monascus nas fémeas e permaneceram inalte-
rados nos coelhos machos. O aumento dos niveis de cloro podem ser consideradas irrelevantes. As fémeas que
receberam 40 mg de monascus apresentaram niveis aumentados de TGP, sendo que niveis séricos de fésforo ndo
apresentaram flutuacoes.

PALAVRAS-CHAVE - Monascus, toxicologia, coelhos.

SUMMARY — The aim of this study was to test the effect of different doses of monascus, in rabbits, in order to verify
hipolipydaemic effects in the blood serum parameters. The results showed a reduction of total cholesterol in the
females and an increase of the triacilglicerdis, in the dose of 100 mg of monascus. The albumin and creatinin levels,
showed statistically significant alterations in all the groups and times, but no alteration was observed in the medium
values of uréia and glycose, serum protein calcium and HDL-cholesterol. The results found for total bilirrubin did not
showed toxicological effect of the monascus. The gama GT levels increased for the dose of 100mg of monascus in the
females and was unaffected for male rabbits. The increase of chlorine level can be considered not important. The

KEYWORDS - Monascus, toxicology, rabbits.

females that received 40mg of monascus showed increase of TGP levels but not for serum phosphorus.
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INTRODUCAO

s povos asidticos usam o produto da fermentacéo

do arroz por fungos do género Monascus (Mo-
nascus pilosus, Monascus purpureus, e Monascus ru-
ber), como corante e condimento na produgdo de ali-
mentos, especialmente para a coloracdao de carnes,
peixes, aves (Fink-Gremmels &, Leitsner, 1989).

Esta fermentacao produz uma massa vermelha, usa-
da na forma de p6 como corante (Francis, 1987) além
de grande quantidade de enzimas hidroliticas: amila-
se, glicoamilase, protease e lipase, etc., e pigmentos
vermelhos, amarelos e purpureos, que incluem: mo-
nascorubrina, rubropunctamina, rubropunctatina, mo-
nascina, ankaflavina, e monascorubramina (Wong &
Koelhler, 1989).

O principal composto com atividade antibacteria-
na produzido por Monascus purpureus, € a monasci-
dina A, (Blanc et al., 1995).

A atividade antibacteriana foi testada em carnes
substituindo nitrito e nitrato (Fink-Gremmels et al.,

(1991). Este apresentou acdo inibitoria para Listeria
monocytogenes, Salmonellae, Escherichia coli, Baci-
llus subtilis, Enterococus faecalis e Sthaphylococcus au-
reus (Fink-Gremmels et al., 1991). Esses autores havi-
am pesquisado antes a acdao dos pigmentos de Monas-
cus purpureus soluveis em metanol (extrato de ang-
kak), quanto a toxidade e efeito anticolesterolémico
em ratos. Foram observados que os animais hiperlipi-
démicos tiveram reducao nos niveis de colesterol to-
tal, HDL-colesterol e triacilgliceréis plasmaticos sem
efeitos téxicos nas doses de 5 e 10g/kg de peso corpo-
ral do extrato de pigmento (Fink-Gremmels &, Leits-
ner, 1989).

Por outro lado, monacolina K (mevinolina), um com-
posto que ndo apresenta um anel tetrahidrofurénico
mostrou acao hipocolesterolémica, que especificamen-
te inibe a enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima
A redutase Endo et al. (1985). A monacolina K foi iso-
lada a partir dos fungos Monascus ruber e Aspergillus
terreus, ndo sendo produzida pelo Monascus purpu-
reus (Fink-Gremmels &, Leitsner, 1989).
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Extratos metandlicos de arroz fermentado por Mo-
nascus purpureus in vitro apresentaram mutagénese
com testes em Salmonella (Jahn,1991). Outros testes
envolvendo genotoxidade e mutagenicidade foram fei-
tos (Fink-Gremmels et al., 1991) tendo seus resulta-
dos sido inferiores aos dos compostos nitrosos forma-
dos em carnes curadas. Isto levou esses autores a con-
cluirem que extratos de Monascus podem ser uma al-
ternativa para substituicao de nitritos em carnes (Fink-
Gremmels et al., 1991)

MATERIAL E METODOS

Nesse experimento foram utilizados 40 coelhos da
raca Nova Zeldndia, com 55 dias de idade, sendo os
grupos formados por metade machos e metade fémeas.
Todos os animais foram provenientes do setor de cuni-
cultura da Universidade Federal de Vicosa. Monascus
nas doses de 40, 80 e 100 mg foram administrados oral-
mente, na forma de cépsulas. Os animais foram dispos-
tos em gaiolas individuais conforme descricao abaixo e
a temperatura local do ensaio foi 22 + 3°C. A taxa de
umidade relativa do ar era em torno de 70%.

* Grupo 1- Racao

* Grupo 2- Racao + monascus (40mg)

* Grupo 3- Ragao + monascus (80mg)

* Grupo 4- Racao + monascus (100mg)

O regime alimentar se constituiu de dgua potavel
ad libitum e racao comercial marca Socil. Foram for-
necidos uma quantidade de 120g/dia por animal. Apos
um periodo de adaptacdo de sete dias as condic¢oes
locais do experimento foi administrada a substancia
teste e 0s animais receberam as substancias teste, com
suas respectivas doses, durante 28 dias. Cada animal
recebeu uma cdpsula diariamente as 9 horas da ma-
nha. Apods o vigésimo oitavo dia, esperou-se 24 horas
para a coleta de sangue dos animais que estavam em
jejum. O sangue foi coletado pelo plexo venoso retro-
orbital de cada animal, centrifugado a 7100 x g duran-
te 15 minutos. As dosagens sorolégicas foram efetua-
das em equipamento de dosagens multiparamétrico

de Bioquimica (Alizé), sendo realizadas as seguintes
andlises: colesterol total, colesterol-HDL, triacilglice-
r0is, albumina, proteinas totais, creatinina, uréia, aci-
do urico, bilirrubina direta, bilirrubina total, alanina
aminotransferase, aspartato aminotransferase, gama-
glutamil-transferase, calcio, fésforo, cloro, glicose uti-
lizando-se kits da marca Biomérieux.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sabe-se que constituintes bioquimicos, quando al-
terados, podem indicar estados patologicos e lesdes
em 0rgaos importantes para o bom funcionamento do
organismo, tais como: figado, rins, pancreas, dentre
outros. Desta forma, estudos bioquimicos de constitu-
intes como cloretos, fésforo, calcio, bilirrubina, creati-
nina e uréia sdo bons indicadores de possiveis efeitos
toxicolégicos de medicamentos ou outras substancias
em nivel histolégico.

A andlise da Figura 1 mostram ganho de peso de
636,75 g para machos e de 622,20 para fémeas.

A Figura 2 mostra que os grupos de machos néao
variaram os seus valores médios de colesterol total,
mantendo os seus niveis séricos de colesterol em 64,53
mg/dL Observou-se que os niveis de colesterol foram
reduzidos em todas as fémeas dos grupos tratados,
evidenciando-se uma capacidade hipocolesterolémi-
ca nestes animais, embora nos machos nao foi obser-
vado o mesmo efeito.

Em fémeas, apos o tratamento com 100 mg de mo-
nascus houve uma elevacao no colesterol total dos
animais para 166,97 mg/dL enquanto doses estimati-
vas de 38,10 mg do corante reduziria o constituinte
para 113,94 mg/dL.

A andlise da Figura 3 mostra que os machos e as
fémeas ndo apresentaram alteracoes significativas de
colesterol-HDL, quando se comparou os tempos 0 e
28 dias.

Os niveis séricos de triacilgliceréis em machos tra-
tados com monascus encontram-se registrados na Fi-
gura 4 e apresentaram manutencdo em suas médias
nas doses testadas. Verifica-se que monascus em sua
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maior dose aplicada em fémeas (100 mg) elevou o tria-
cilglicerol em 147,00mg/dL. Estima-se que 35,33 mg
do corante reduz de forma significativa tais niveis para
97,99 mg/dL.

A Figura 5 mostra que machos tratados com 80 mg do
corante monascus apresentaram variacoes estatistica-
mente significativas quando considerados os tempos ini-
cial e final com um aumento de 4,50 para 4,81 mg/dL.

E fato conhecido que proteinas séricas em coelhos
adultos sdo similares aos de outras espécies, e que
quantidades relativas de albumina compreendem 40-
60% das proteinas (Bortolotti et al. 1989).

O figado é o principal 6rgao de producéao da albu-
mina, sendo esta uma molécula transportadora no san-
gue de medicamentos, nutrientes, e outros constituin-
tes quimicos. A hiperalbuminemia ocorre na desidra-
tacdo. A reducdo dos niveis, entretanto, é observada
em varias situacdes, como na sindrome nefrética pela
perda macica do constituinte pelos rins e a diminui-
cdo da capacidade de sintese pelo organismo (Lima,
et al. 1985).

Verificam-se valores nos animais empregados no
grupo controle de 4,65 mg/dL em machos e 4,33 mg/
dL em fémeas, no tempo zero dos experimentos.
Correlacionando-se os resultados obtidos expressos na
Figura 5 com o fato da reducao de albumina estar as-
sociada com doencas renais e hepéticas, conclui-se que
monascus nao interferiu sobre os 6rgaos responsaveis
pelo metabolismo do constituinte. Ele ndo atuou sig-
nificativamente no aumento do constituinte em ma-
chos e o tratamento com 100 mg a elevou para 4,76
mg/dL. Sabendo que o valor médio do grupo controle
foi de 4,54 mg/dL e nas fémeas foi de 4,48 mg/dL.

Com relacdo a creatinina (Figura 6), os animais do
mesmo sexo e dentro do mesmo grupo nos tempos 0 e
28 dias, apresentaram variacoes estatisticamente sig-
nificativas somente nos machos que receberam racao
eracdo + 100 mg de monascus. Ja as fémeas apresen-
taram variacodes dentro dos grupos que consumiram
racao + 40 mg de monascus, e, no final do experimen-
to todos os grupos aumentaram as suas concentracoes.

Considerando-se que os valores normais de creati-

nina para machos foram de 1,18 mg/dL e para fémeas
de 1,24 mg/dL, as variacoes observadas foram relati-
vamente baixas.

A creatinina se forma do &cido fosforico da fosfo-
creatina muscular, a partir de reagdes dos aminodci-
dos arginina e glicina, sendo, portanto, um produto
endogeno do catabolismo da creatina a nivel muscu-
lar. E eliminada pelos rins em quantidade singular-
mente constantes, através da filtracdo glomerular em
excrecao tubular ativa. Seus valores independem da
ingestdo de proteinas da alimentacdo e nao é afetada
pelo volume urindrio (Lima et al., 1985).

Elevacdes dos niveis séricos de creatinina no san-
gue ocorre por insuficiéncia renal, na nefrite incipien-
te, na glomerulonefrite crénica, obstrucdes urindrias,
por afecgoes da préstata, bexiga ou ureter, bem como
na oliguria reflexa provocada pela nefrolitiase (Lima
etal., 1985).

Monascus em doses de 53,31 mg acarretariam num
aumento para 1,47 mg/dL de creatinina e o grupo con-
trole apresentou valores médios de 1,24 mg/dL. Esti-
ma-se que a menor média calculada de 1,17 mg/dL se
apresentaria em um tratamento com 38,27 mg do co-
rante.

Apenas fémeas tratadas com ragdo apresentaram
variacoes estatisticamente significativas, quando com-
paramos os tempos inicial e final do experimento.

Em relacdo a uréia (Figura 7) observou-se que os
valores normais nos coelhos foram de 27,52 mg/dL para
machos e 28,54 mg/dL em fémeas.

Mitruka & Raw, 1981, citam que as variacoes nor-
mais de uréia em coelhos se encontram numa faixa
semelhante aquelas encontradas em um homem, por
isso os resultados ndo apresentaram efeito toxicologi-
co nas doses administradas, ja que os valores médios
de uréia em coelhos machos, ap6s administracao de
Monascus manteve-se constante em 29,66mg/dL. A
dose didria de 100mg do corante em fémeas elevaram
o nivel da uréia para um valor médio de 34,40mg/dL,
ainda dentro da faixa de normalidade em comparacao
com o grupo controle que apresentou a menor média
de 28,77mg/dL.
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Coelhos eliminam amoénia como principal forma de
excrecao nitrogenada. Entretanto, nos mamiferos em
geral, a uréia é o principal produto final do metabolis-
mo das proteinas, sendo responsavel pela excrecao de
80% do nitrogénio nao protéico excretado pela urina
(Lima et al., 1985). A dosagem sérica de uréia é comu-
mente utilizada para se avaliar as funcoes renais.

O aumento no teor de uréia no sangue pode ser
devido a reducgao da eliminacao renal, aumento do
catabolismo de proteinas ou combinacao desses dois
processos (Lima et al., 1985). ou também a causas pa-
tolégicas como choques traumaticos, choques hemor-
ragicos, desidratacdo aguda ou perda de eletrolitos,
descompensacao cardiaca, infeccao aguda, toxemia, e
catabolismo protéico aumentado bem como na glome-
rulonefrite (Ragan, 1989).

Ja a reducao de uréia sangtiiinea sdo causadas por
esteroides anabolicos, diminuicdo da ingestdo protéi-
ca na dieta e na insuficiéncia hepatica aguda (Ragan,
1989).

Para acido urico (Figura 8) foram encontradas vari-
acoes estisticamente significativas quando compara-
dos machos e fémeas em todos os grupos e tempos,
nos tratamentos com racao + 80 mg de monascus aos
28 dias.

Pela baixa varia¢dao encontrada nos coelhos em to-
dos os grupos do ensaio, verificou-se que o monascus
ndo interferiu no metabolismo deste constituinte bio-
quimico.

Fémeas que receberam diferentes doses de monas-
cus também nao alteraram o referido constituinte,
quando comparadas com 0 grupo controle permane-
cendo com médias de 0,12mg/dL. Variacoes neste pa-
rdmetro so6 foi verificado em machos, nos quais a me-
nor média estimada (0,13mg/dL) foi calculada no tra-
tamento situado entre o grupo controle até 40mg e a
maior (0,22mg/dL) foi encontrada no tratamento com
a dose de 80mg do corante. Observou-se que ocorreu
uma reducdo progressiva dos niveis séricos de acido
urico em machos, quando foi analisado o intervalo
entre as doses diarias de monascus de 80 a 100mg (Fi-
gura 8).

409 0,25 q

O acido trico é o principal metabdlito das purinas
no organismo humano. Elevacao desse pode ocorrer
em todas as formas de insuficiéncia renal, obstrucéo
do trato renal, lesdes renais, hipogenesia dos rins, in-
suficiéncia cardiaca congénita, no hipotiroidismo, na
hipertensao, na quimioterapia de tumores malignos,
na psoriase, no jejum prolongado e no hiperparatireoi-
dismo (Lima et al., 1985).

A Figura 9 apresenta as alteracoes que ocorreram
nos niveis séricos de glicose e que nao foram estatisti-
camente significativos em todos os grupos e tempos
do ensaio bioldgico.

Os niveis de glicose ndo sofreram alteragdes pelo
tratamento com as substancias-teste. Machos tratados
com monascus em suas diferentes doses mantiveram
o mesmo valor de glicose que o grupo controle
(145,86mg/dL).

Fémeas tratadas com monascus em todos os gru-
pos mantiveram a média encontrada no grupo contro-
le, ou seja, 142, 55mg/dL (Figura 9).

O metabolismo de carboidratos é freqiientemente
mensurado através da determinacao da glicose sérica.
Dentre os fatores que afetam os niveis normais de gli-
cose em coelhos estdo os distiirbios hereditarios (Koz-
maet al.1974), idade, hipotermia, medicamentos e die-
ta (Pegorier et al., 1987). Os resultados indicam uma
auséncia de toxicidade do monascus sobre o metabolis-
mo de carboidratos nos coelhos nas doses empregadas.

A glicose é o unico carboidrato circulante no san-
gue, outros monossacarideos podem transitoriamente
ser encontrados no sangue, apds a alimentacdo, mas
sdo prontamente convertidas a glicose no figado.

A glicemia se eleva depois da ingestdao de alimen-
tos, seu nivel atinge cerca de 160mg/dL, dentro de um
intervalo médio de uma hora em uma pessoa normal.
Transposto este nivel (limiar renal) a glicose é excre-
tada na urina, indicando uma condicdo patolégica
(Lima et al.,1985).

O controle glicémico ocorre pela interacdo de di-
versos hormédnios, destacando-se a insulina produzi-
da pelas células beta das ilhotas de Langerhans do
péncreas (atuando na reducéo da taxa glicémica). O
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glucagon produzido pelas células alfa das mesmas ilho-
tas, a epinefrina, a norepinefrina, os glicocorticéides,
0 ACTH e o hormoénio do crescimento atuam na eleva-
cdo da glicemia. Patologicamente, altos niveis de gli-
cose sao encontrados nos casos de diabetes mellitus.

Os valores normais de glicose no inicio do experi-
mento no grupo controle foi de 139,14mg/dL para ma-
chos e de 137,62mg/dL em fémeas.

Considerando-se que a dieta de coelhos é constitu-
ida de 80% de carboidratos e seu metabolismo é inten-
so para esta classe de compostos, o resultado observa-
do demonstrou baixo potencial toxicoldgico do monas-
cus nas doses empregadas.

A Figura 10, referente ao tratamento realizado com
monascus, mostra diferencas entre os niveis do constitu-
inte em machos e fémeas. A anadlise grafica indica que a
bilirrubina reduziu no soro da menor para a maior dose
em animais machos: 0,35mg/dL no grupo controle e
0,26mg/dL no tratamento didrio com 10mg do corante.

As fémeas que ingeriram diariamente 80mg de
monascus demonstraram a maior estimativa média de
nivel sérico da bilirrubina (0,38mg/dL), e o grupo que
ingeria 40mg diminui seus niveis para 0,27mg/dL.

Os resultados apresentados para bilirrubina total e
direta ndo demonstraram efeitos téxicos para as subs-
tancias testadas. As diferencas estatisticamente signi-
ficativas encontradas, a nivel fisiol6gico, ndo indicam
que o corante tenham causado patologias hepéticas.

Os valores normais das dosagens sorologicas de
bilirrubina direta em coelhos machos e fémeas foi de
0,03mg/dL (Figura 10). A origem da bilirrubina ocorre
a partir da destruicdo fisioldgica de hemdcias enve-
lhecidas localizadas no sistema reticuloendotelial, a
custa da hemoglobina. Bilirrubina é transportada ao
figado onde é conjugada pela glicuronil transferase e
secretada na bile. Munoz et al. 1974, sugere que a gli-
cose exdgena modifica o processo de conjugacao he-
péatica da bilirrubina.

Aumento dos niveis séricos de bilirrubina ocorrem
na ictericia obstrutiva e hepatocelular; hepatite viroti-
ca, cirrose e necrose hepética; tumores hepéaticos; in-
toxicagoes por éter, cloroférmio e tetracloreto de car-
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bono; anemia hemolitica, maldria e envenenamento
por cogumelos ou mordidas de ofideos (Lima et
al.1985).

Machos quando tratados com monascus permane-
ceram com seu nivel médio de Gama-GT em 9,35 Ul
em todos os grupos. Entretanto, quando consideramos
o estudo sobre as fémeas, verificou-se que a dose de
100mg do corante natural aumentou a média dos ni-
veis do constituinte (11,75 UI), sendo que o grupo con-
trole demonstrou a menor média (7,64 UI).

E importante ressaltar que ao se observar a Figura
11, verifica-se que monascus agiu de forma antagonica
sobre os niveis séricos de Gama-GT sobre as fémeas.

A gama glutamil transferase catalisa a conjugacgao
de aminodcidos com a gama cisteinil glicina, produ-
zindo gama-glutamil aminodcido e cisteinil glicina que
resulta na transferéncia do residuo de glutamil do glu-
tation para o aminoacido que esta penetrando no cito-
plasma celular. Esta reacdo é um exemplo de translo-
cacao de grupo no qual o substrato transportado apa-
rece em uma forma quimica diferente dentro da célu-
la. Todo este processo representa uma forma de entra-
da de aminodcidos para o interior das células (Leh-
ninger et al. 1995).

Pode-se estimar que uma alteracdo acentuada nos
niveis normais da gama glutamil transferase poderia
afetar a entrada de aminodcidos a nivel celular. Desta
forma, poderia haver alteracdes da sintese protéica a
nivel de reticulo endoplasmatico rugoso e, ou, poliri-
bossomos. Entretanto, os dados obtidos indicam que
as dosagens encontradas nos tratamentos com monas-
cus nado apresentaram alteracoes na atividade dessa
enzima consideradas toxicas.

O corante monascus alterou os niveis sangiiineos
de cloro nos animais (Fig. 12). A maior média estima-
tiva em machos foi obtida em animais cujo tratamento
foi de 100 mg por dia (109,45mg/dL), sendo que o
menor valor médio encontrado seria de 104,83mg/dL,
correlacionado o mesmo com uma dose calculada dia-
ria de 42,47mg de monascus ao longo de 28 dias.

A diminuicao de cloro no sangue pode ser detecta-
da na diabete grave com acidose, nos estados febris,
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FIG. 10 - Estimativa da bilirrubina total de
machos e fémeas de coelhos avaliados aos 28
dias, em funcao de monascus.
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nos disturbios gastrointestinais, na sudorese abundan-
te, na insuficiéncia renal e pancreatite aguda (Lima et
al. 1985). Segundo o mesmo autor, a hipercloremia,
apesar de ser mais rara, pode ocorrer nos estados de
nefrose, hipertensao, pela administracao excessiva de
solucéo fisioldgica nos pds-operatédrio e na anemia.

Fémeas tratadas com o corante em doses de 80mg,
apresentaram valores médios de cloro de 106,12mg/
dL, (menor estimativa encontrada). O valor maximo
do constituinte foi de 107,24mg/dL, obtido em animais
submetidos a doses de 40mg didria do composto estu-
dado.

Os valores normais de cloro para coelhos machos e
fémeas foram de 103,60mg/dL e 103,58mg/dL, respec-
tivamente.

Conclui-se que as variagdes nos niveis de cloro en-
contradas nos animais submetidos ao tratamento de
monascus podem ser consideradas irrelevantes, uma vez
que os valores médios obtidos dos niveis sorolégicos de
cloro pouco se diferenciam dos grupos controle.

Os niveis séricos de proteinas em machos que in-
geriram monascus nao sofreram modificagdes em suas
médias, permanecendo em todos os grupos no valor
de 69,45mg/dL (Figura 13), ndo sendo observado re-
sultado em fémeas, em que a maior dose do corante
influenciou na elevacdo maxima de proteinas para
70,57mg/dL. O grupo controle obteve a menor estimati-
va calculada: mantendo-se com o valor médio em
64,83mg/dL.

Segundo Bortolotti et al. (1989), os niveis normais
de proteinas totais em coelhos adultos varia entre 60 e
70g/L. Considerando-se que nas amostras realizada no
tempo final (28 dias), os animais estavam com aproxi-
madamente 85 dias, a média apresentada em todos os
grupos tratados se encontravam em niveis normais.
Conseqiientemente, estima-se que nao houve efeitos
toxicos da substancia-teste nas doses assimiladas pe-
los animais.

As redugdes nos niveis de albumina e proteina to-
tais podem se associar com lesdes hepéticas e renais.
Proteinas totais podem apresentar valores acima do
normal em desidratacoes e hipotermia.

100 100

A Figura 14 mostra a estimativa da TGP nos ani-
mais avaliados e demonstra que nos machos a dose de
80mg de monascus apresentou uma diminuicao esta-
tisticamente significativa e na dose de 40mg uma ele-
vacdo também estatisticamente significativa. As fémeas
tratadas com monascus nao sofreram variagoes de TGP
no soro,

Quarenta miligramas de monascus aumentou o
valor desta transaminase para 84,80 UI, enquanto que
o dobro da dose em questao (80mg) diminuiu para a
menor estimativa calculada, ou seja, um valor de 60
UL Valores médios de 70,23 Ul foram calculados para
todos os grupos de tratamentos.

Alanina aminotransferase também conhecida como
transaminase glutdmico-piravica (TGP) catalisa a re-
acao acido piruvico +4acido glutamico « alanina + &ci-
do alfa-cetoglutarico. TGP é considerada especifica
para o figado e seus niveis plasmaticos servem como
bons indicadores de injurias hepéticas. Entretanto, em
coelhos, existem altas concentracoes de TGP no mus-
culo cardiaco (Hoffmann et al., 1989).

A Figura 15 indica que os niveis séricos de fésforo
em fémeas tratadas com monascus, de acordo com a
dose empregada, ndo mostraram flutuagoes nos valo-
res médios do constituinte bioquimico analisado
(7,11mg/dL). Para individuos machos a maior média
encontrada foi de 8,49mg/dL no grupo de 80mg e a
menor de 7,11mg/dL encontrada no grupo de animais
que ingeriram 40mg/dia da substancia testada. Obser-
vando que os valores normais de fésforo em machos
foram de 7,37mg/dL e em fémeas de 7,29mg/dL, os re-
sultados apresentados nao demonstraram toxicidade do
Monascus sobre os niveis sangtiiineos de fésforo.

O fosforo sérico existe principalmente na forma de
fosfato sendo que esses niveis sdo controlados pela
vitamina D, niveis de calcitonina e paratormonio, die-
ta, balango acido-base, e niveis de ions célcio.

Hiperfosfatemia é verificada na hipervitaminose D,
insuficiéncia renal cronica, hipoparatiroidismo, oste-
oporose, carcinomas osteolistica metastéatica e acido-
se latica.

A Figura 16 mostra que nao houve alteragoes esta-
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FIG. 13 - Estimativa da proteina de machos e
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FIG. 15 - Estimativa do teor de fosforo de machos
e fémeas de coelhos avaliados aos 28 dias, em
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tisticamente significativas de calcio quando compara-
dos machos e fémeas. Observou-se que dentro de um
mesmo grupo, os machos tratados com 80mg do co-
rante mostraram diferencas estatisticamente signifi-
cativas em relacao ao controle. Entretanto essas alte-
racdes ndo apresentam significancia fisiolégica uma
vez que as demais doses empregadas nao mostraram
variacodes significativas. Os valores de calcio do grupo
controle, nos tempos inicial e final, se situaram numa
faixa préoxima dos resultados obtidos em todos os gru-
pos de animais que foram submetidos aos tratamen-
tos, ou seja, uma concentracdo média de 11,30mg/dL
para machos e uma média de 11,90mg/dL para fémeas,
ambas no tempo zero. Estimativas de 13,08mg/dL de
célcio para machos e de 12,56mg/dL para fémeas fo-
ram obtidos quando calculados para monascus.

O célcio em coelhos é absorvido no intestino del-
gado. Dietas ricas em calcio acarretam liberacdo de
urina rica em carbonato de cdlcio, sendo a excrecao
de célcio pela urina do coelho um fator que demonstra
a auséncia de controle homeostatico dos niveis de cal-
cio no soro (Hoffmann et al., 1989).

Segundo Cheeke,(1987), as diferencas existentes
entre o coelho e a maioria dos animais com relacao ao
metabolismo do cdlcio pode ser resumida nos seguin-
tes aspectos:

a) o animal tem uma alta taxa de absorcdo de cdl-
cio, que néo estd regulada com as necessidades meta-
bélicas de utilizacdo deste componente; o que explica
os valores de célcio nos coelhos acima do encontrado
na espeécie humana;

b) os niveis de célcio no sangue nao estdo regula-
dos homeostaticamente e sim guardam relacdo direta
com a concentracdo de célcio presente na dieta;

c) A fracgéo ultrafiltravel do célcio presente no san-
gue é elevada, determinando uma passagem acentua-
da do constituinte ao rim; d) A principal rota de excre-
cdo de cdlcio nos coelhos é a urina, o que os diferencia
dos outros animais, cuja principal rota de eliminacao
se da pela bile.

CONCLUSOES
O presente trabalho permite concluir que as fémeas

RBAC, vol. 34(4), 2002

apresentaram aumento nos niveis de TGP para a dose
de 40mg de monascus e de gama GT para a dose de
100 mg.. Os demais parametros sendo alterados de-
monstram falta de toxidade de monascus sobre os pa-
rdmetros bioquimicos do sangue.
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O antigeno prostatico especifico
e sua importancia na decisao clinica
no cancer de prostata

The prostatic specific antigen and its importance
in the clinical decision in the prostate cancer

Anelise S. Marchesan®; Alan A. Azambuja®; Patrick Gaspareto®; Marcio de Assis®;
Melissa Guerra Simoes Pires* & Jarbas Rodrigues de Oliveira®

RESUMO - O céancer de préstata (CaP) representa um problema de satde publica de proporcées cada vez mais
importantes. E uma das neoplasias mais freqiientes nos homens e representa uma das principais causas de morte
na populacgdo. A busca de métodos diagnoésticos para as neoplasias é um constante objetivo clinico laboratorial.
Exame fisico, métodos de imagem e dosagens laboratoriais compreendem o conjunto de auxilio diagnéstico no
CaP. O antigeno prostatico especifico (PSA) é produzido pelo tecido prostatico normal, bem como, em casos de
Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) e no CaP. Sua dosagem constitui importante método laboratorial na pratica
médica, uma vez que se apresenta com grande valor no rastreamento, diagnéstico e acompanhamento dos casos
de CaP O entendimento do seu papel pelo farmacéutico-bioquimico, bem como, a interacdo com a equipe clinica
mostra-se promissor para influenciar as decisdes diagnoéstico-terapéuticas.

PALAVRAS-CHAVE - Cancer de prostata, antigeno prostético especifico, marcador tumoral.

SUMMARY - Prostate cancer represents a public health concern whose proportions are becoming increasingly impor-
tant. It is one of the most common neoplasia among men and it represents one of the main causes of death in the
population. The search por diagnostic methods for this neoplasia has been a constant laboratory clinic target. Physi-
cial checking, imaging methods and laboratory dosages compose the range of diagnostic support when dealing with
prostate cancer. The prostate specific antigen (PSA) is produced tissue as by benign prostatic hyperplasia and pros-
tate cancer. Its dosage constitutes an important laboratory method among medical practices as it contributes signifi-
cantly to tracing, diagnosis and checking prostate cancer cases. Understanding its role as well as interacting with all
the members from the clinic board means a promising scenario that influences positively the diagnostic/therapeutic
decisions.

KEYWORDS - Prostate cancer, prostate specific antigen, tumor marker.

TABELA |
Representacao da sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo e taxa de deteccao do CaP
através das técnicas de Toque Retal, Dosagem do PSA
e Ultrassonografia Transretal segundo estudo de Cupp®

INTRODUCAO

Tanto nos Estados Unidos quanto no Brasil, o Cén-
cer de Préstata (CaP) representa a segunda maior cau-
sa de mortalidade entre os homens, sendo apenas supe-

rado pelo cancer de pele!. No Brasil, no ano de 1998, . Sensibilidade | Especificidade Pr\e/glig(/o DI:?‘:: gg
houve 7.140 6bitos por CaP e, de acordo com estimativas % % Positivo do CgP
do Instituto Nacional do Cancer (INCA), em 2001, deve-

rdo ocorrer 20.820 novos casos de CaP* Essa doenca tem Togue Retal 69-89 84-98 26-35 1317
como caracteristicas elevacdo da incidéncia com o au- PSA 57-79 59-68 40-49 2.2:2.6
mento da idade e apresentacao de forma assintomatica USTR 36-85 4179 27-36 26

num elevado nimero de individuos®. Desde o inicio de
programas de screening, que compreendem Toque Retal
(TR), dosagem sérica do Antigeno Prostatico Especifico
(PSA), Ultrassonografia Transretal (USTR) e Bidpsia da
Préstata (Tabela I), houve um acréscimo significativo no
diagnéstico dessa neoplasia em funcdo da descoberta de
tumores com apresentacgéo ainda assintomatica®. Devido
a abrangente incidéncia do Cancer de Prostata, realiza-
mos uma revisao bibliografica destacando a importancia

da avaliacdo sérica do PSA nas decisdes diagnosticas e
terapéuticas acerca do CaP.

Antigeno prostatico especifico

Em 1971, Hara et al. identificaram o PSA no liquido
seminal denominando-o gama-seminoproteina®. Wang et
al., em 1979, isolaram no tecido prostatico uma proteina
referida com “prostate specific antigen”, que, apés tra-
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balhos subseqtiientes, se revelou idéntica a gama-semi-
noproteina do liquido seminal’. Anélises posteriores de-
finiram o PSA como uma enzima do grupo das Serino
Proteases, semelhante a Calicreina, com peso molecular
entre 30 e 34 kD sendo constituida por uma unica cadeia
glicoprotéica, que contém 237 aminodcidos e 4 cadeias
laterais de carboidratos®. No cromossomo 9, estd situado
o gene responséavel pela sintese do PSA sendo constitui-
do por uma seqiiéncia de 6 kpb®. O PSA possui meia-
vida de 2,2 a 3,2 dias apresentando uma concentracao
sérica normal de até 4 ng/mL. Sua funcéo fisiologica re-
laciona-se com a liquefacdo do codgulo seminal formado
apods a ejaculagdo. Na corrente sanglinea, o PSA apre-
senta-se sob duas formas moleculares, livre e conjugado.
Até 95% encontram-se na forma conjugada a inibidores
de Serino Proteases, principalmente a,-Macroglobulina
(AMG) e a,-Antiquimiotripsina (ACT) estando também
ligado a inibidores da Proteina C (PC), da a, Antitripsina
(AT) e inter-a-Tripsina (IT). Quando o PSA esta conjuga-
do a AMG, néo hé qualquer epitopo exposto, o que im-
pede o reconhecimento imunolégico. Entretanto, a liga-
cdo do PSA a ACT se faz de forma parcial, permitindo
sua avaliacao laboratorial. Assim, os métodos imunolé-
gicos disponiveis quantificam, essencialmente, o PSA li-
vre, que corresponde entre 5% a 40% do total e a fracao
conjugada a ACT, que perfaz entre 60% a 95% do PSA
imunodetectavel no plasma. Esses conhecimentos sdo de
extrema relevéncia, visto que estudos preliminares indi-
cam haver uma elevacdao de aproximadamente 90% na
proporcdo de PSA conjugado a ACT em pacientes com
CaP quando comparados aos valores observados em in-
dividuos com Hiperplasia Prostdtica Benigna (HPB)®. As
concentracdes séricas de PSA variam de acordo com a
idade, sendo altas no nascimento e decaindo a niveis in-
detectdveis por volta dos seis meses de vida. Por volta
dos dez anos de idade, essa glicoproteina reaparece com
niveis crescentes até o final da puberdade®. Seus niveis
séricos elevam-se nos casos de CaP, bem como, em pro-
cessos benignos como HPB, Infeccoes e Infartos Glan-
dulares, tornando esse marcador prostata especifico, mas
nao cancer especifico’. O PSA apresenta uma sensibili-
dade tal que, entre 6 e 18 meses antes do CaP tornar-se
clinicamente sintomadtica, seus niveis podem estar per-
sistentemente elevados'.

Métodos de avaliagao do PSA sérico |

O PSA sérico é determinado por Ensaio Imunoabsor-
vente Enzimdatico (ELISA) sendo o substrato TMB ou
IRMA™, A segunda linha de ensaios para PSA baseia-se
no uso de substratos quimioluminescentes com sensibi-
lidade para valores inferiores a 1ng/mL'. No primeiro
caso, sao exemplos de kits CIS bio total PSA, Abbott IMX
PSA e Beckman Coulter PSA total. Na segunda situacao,
citamos DPC-Immulite PSA e Bayer Immuno 1 PSA®,

Interferentes

Toque Retal

Crawford et al. realizaram estudo com 2.754 homens
demonstrando que varia¢des positivas no PSA apds o to-
que somente ocorrem quando os niveis basais do antige-
no situam-se acima de 20 ng/mL pelo método de Tan-
dem-R. Como nessa faixa todos os pacientes sao subme-
tidos a Bidpsia de Prostata, as alteragdes na concentra-
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cdo do PSA induzidas pelo TR deixam de ter implicacoes
clinicas®. Chybowski et al. estudaram 143 individuos
observando que oscilacoes nos valores do PSA ocorre-
ram de forma semelhante tanto num grupo de homens
submetido ao TR como num grupo controle, tendo efetua-
do duas dosagens de PSA', Yuan et al. ao estudarem 43
pacientes, observaram que o PSA sérico eleva-se acima
do limite normal em 9% dos mesmos apds TR sendo que
essa alteracdo perdura por 24 horas'. Assim, estando os
niveis séricos do PSA abaixo de 20 ng/mL ndo ha uma
interferéncia do TR sobre a sua dosagem?.

Prostatite e Infarto da Préstata

O PSA sérico pode atingir até 80 ng/mL em casos de
Prostatite e Infarto da Prostata sendo que tal valor regri-
de a niveis basais em 4 semanas. Especificamente em
relacdo a prostatite, a elevacdo do PSA relaciona-se a
fase aguda da doenca podendo elevar-se até 28 vezes o
valor basal'®. Para individuos nessa situacdo, preconiza-
se dosagens seriadas do PSA. Se em 8 semanas os niveis
desse marcador ndo se normalizarem, deve-se indicar a
Bidpsia da Prostata, visto que em 35% desses casos CaP
local é encontrado®?°,

Bidpsia e Resseccdo Transuretral da Prostata

O PSA sérico eleva-se entre 6 a 50 vezes em pacien-
tes submetidos a Bidpsia Prostatica®. E necesséario um pe-
riodo entre 3 e 30 dias para um retorno aos niveis basais,
permanecendo em 7% desses casos elevado apds 4 se-
manas da biopsia?"'’. A Ressecgao Transuretral da Pros-
tata, nos casos de HPB, eleva os niveis de PSA entre 10 e
50 vezes em 85% dos pacientes podendo atingir até 80
ng/mL regredindo a niveis basais em 30 dias' Tal efeito
ndo é visto em pacientes com Adenocarcinoma de Pros-
tata. E necessario um intervalo de 6 semanas apods a rea-
lizacdo de Bidpsia e Resseccdo Transuretral da Prostata
para se efetuar dosagem de PSA?%,

Trauma Prostatico Persistente

Valores basais de PSA préximos a 6 ng/mL elevaram-
se até a 3200 ng/mL em individuos submetidos a exerci-
cios com bicicleta, sugerindo descarga do PSA na circu-
lacdo apo6s compressdo perineal. Niveis séricos de PSA
inexplicavelmente elevados exigem questionamento
quanto a trauma na regido perineal®?,

| Valor diagnéstico do PSA

Hammerer et al. demonstraram que cada grama de
tecido hiperpldsico benigno é responsavel pelo aumento
dos niveis sangiiineos de PSA em 0,31 ng/mL*. Entre-
tanto, o tecido com processo maligno produz 10 vezes
mais PSA, elevando os niveis séricos de PSA em 3,5 ng/
mL por grama de tumor. A medida que aumentam a ex-
tensdo e o estdgio da neoplasia, elevam-se os niveis séri-
cos de PSA?. Individuos com tumores localizados apre-
sentam niveis séricos inferiores a 20 ng/mL enquanto na
doenca regional extraprostatica, tais niveis situam-se
entre 20 ng/mL e 80 ng/mL. Na presenca de tumores dis-
seminados, os valores sérico ultrapassam 100 ng/mLS. A
Tabela de Partin (Tabela II) é um instrumento usado na
escolha de tratamento, consistindo num normograma que
possibilita a correlacdo entre o valor de PSA, o estdgio
clinico e a escala de Gleason para predizer se o tumor
estd confinado a prostata?”~. Sob o ponto de vista prati-
co, o sistema de graduacédo histolégica mais usado é o
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proposto por Gleason, que valoriza o padrao glandular e
arelacdo entre a glandula e o seu estroma. Ocorre a clas-
sificacdo dos tumores em cinco graus, atribuindo-se as
lesdes mais diferenciadas grau 1 e as mais indiferencia-
das, grau 5. Como a Adenocarcinoma de Prostata apre-
senta mais de um padréao histoldgico, o valor final € atri-
buido somando-se o grau do padrao primario (predomi-
nante) com o grau do padrdo secundario (segunda me-
nor area apresentada). Assim, tumores mais diferencia-
dos apresentam grau 2 (1+1) e os mais indiferenciados,
grau 10 (5+5)° Um paciente com estdgio clinico T3a,
Gleason de 6 e PSA sérico de 50 ng/mL tem 5% de chan-
ce de apresentar um tumor localizado apenas na prosta-
ta, ou seja, hd 95% de chance da doenca estar dissemina-
da. Caso esse paciente apresentasse um PSA sérico en-
tre 0-4 ng/mL, a chance do tumor localizado seria de 42%.
Conforme o aumento da idade, ha uma variacao fisiol6-
gica nos niveis de PSA'™, Oesterling et al. demonstraram
que a concentracdo sérica do PSA eleva-se a cada déca-
da e, através de dados obtidos com 471 homens, definiu
o limite superior de PSA para cada faixa de idade (Tabe-
la III). Assim, concluiu que o valor de 4 ng/mL deve ser
corrigido para cada faixa etdria®®. A dosagem sérica do
PSA associada ao toque retal é cada vez mais usada em
programas de screening para o CaP. Preconiza-se que,
nos individuos com mais de 50 anos, seja feito anual-
mente e, naqueles com histéria familiar ou de raca ne-
gra, mais precocemente’ Em pacientes com mais de 50
anos, a probabilidade de deteccdo do CaP estd direta-
mente relacionada com o nivel sérico de PSA. Somente
10% dos pacientes apresentam um PSA superior a 4 ng/
mL nos programas de screening sendo que 1/3 desses
tem diagnostico de CaP*. Niveis séricos de PSA inferio-
res a 4 ng/mL em individuos com toque prostatico nor-
mal acompanham-se de riscos despreziveis para CaP. Se
os valores do PSA superam 10 ng/mL, a chance de existir
neoplasia prostética é de cerca de 55% estando indicada
biépsia. Niveis de PSA entre 4 ng/mL e 10 ng/mL indi-
cam um risco de se identificar um CaP de cerca de 25%
sendo que nesse caso superpde-se a presenca de HPB.
Nesses pacientes, bidpsia rotineira apresenta resultados
negativos em 75% dos casos®. Smith et al. questionaram
0 uso de um PSA sérico de 4 ng/mL como limite de corte
para indicacdo de biépsia demonstrando que a incidén-
cia de CaP em pacientes com PSA entre 2,6 ng/mL e 4
ng/mL é similar a constatada em pacientes com PSA pou-
co superior a 4 ng/mL. Também ficou provado que indi-
viduos de raga negra apresentam incidéncia de CaP duas
vezes maior mesmo nas faixas entre 2,6 ng/mL e 4 ng/
mL?*. Devido a pouca especificidade do PSA, para se evi-
tar a realizacdo desnecessaria de bidpsia, tem-se recorri-
do a avalia¢des adicionais: andlise da relacdo entre PSA
Livre e PSA Total séricos, velocidade de ascensao do PSA,
valor méaximo toleravel e densidade do PSA®.

Anaélise da relacdo entre PSA Livre
e PSA Total séricos

O tecido maligno produz menor quantidade de PSA
Livre. A partir disso, estabeleceu-se a fragao que divide o
PSA Livre pelo PSA Total*'. A relagao entre o PSA Livre e
o PSA conjugado a ACT é menor em funcdo da maior
producéao da forma conjugada na neoplasia maligna se
comparada a HPB*. Qesterling et al. sugerem que, quan-
do a relacao entre o PSA Livre e o PSA Total ultrpassa
0,15, as chances de se identificar um CaP elevam-se sig-
nificativamente®. Na HPB, a relacao entre PSA Livre e
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TABELA I
Probabilidade de doenca confinada a prostata
baseada no estagio clinico, classificacao
de Gleason e dosagem do PSA®

Gleason
Score Tla T1b Tilc T2a T2b T2c T3a

PSA 0.0 - 4.0 ng/mL

2-4 100 85 92 88 76 82 -
5 100 78 81 81 67 71 -
6 100 68 69 72 54 69 42
7 - 54 55 61 41 46 -

8-10 - - - 48 51 - -

PSA 4.1 - 10.0 ng/mL

2-4 100 78 82 83 67 61 -
5 100 70 71 83 56 64 43
6 100 53 59 62 44 48 33
7 100 39 43 51 32 37 26

8-10 - 32 331 39 22 25 12

PSA 10.1 - 20 ng/mL

2-4 100 - - 61 52 - -
5 100 49 55 58 43 37 37
6 - 36 41 44 28 37 19
7 - 24 24 36 19 24 14

8-10 - 11 - 29 14 15 9
PSA > 20 ng/mL

2-4 - - 33 20 7 - -
5 - - 24 32 - 3 -
6 - - 22 14 11 4 5
7 - - 7 18 4 5 3

8-10 - - 3 3 1 2 2
TABELA llI
Valores do PSA Sérico por idade?
Faixa etaria PSA mediano Limite superior
(anos) ng/mL ng/mL
40-49 0,7 2,5
50-59 1,0 3,5
60-69 1,4 4,5
70-79 2,0 6,5

PSA Total é maior que 25%. Entretanto, em pacientes com
CaP a relacao tende a ficar abaixo da 10%"°.

Velocidade de ascensdo do PSA

Carter et al. estudaram os niveis de PSA em plasma
armazenado de um grupo de homens inicialmente nor-
mais e acompanhados através de exames periédicos por
pelo menos 7 anos. Observou uma rapida elevacdo do
PSA sérico, na ordem de 0,75 ng/mL por ano, nos indivi-
duos que desenvolveram CaP. Individuos normais e com
HPB apresentaram um aumento mais lento do PSA séri-
co com incremento anual inferior a 0,75 ng/mL*. Assim,
o cdlculo da velocidade de ascensdao do PSA ¢é mais util
do que dosagens isoladas para que se possa distinguir os
casos de CaP e HPB*. Em pacientes com CaP, os niveis
de PSA tendem a subir anualmente entre 50% e 100%.
Quando a elevagao é superior a 200% ao ano, é provavel
que a doenca de base seja uma prostatite, visto que tal
processo provoca elevagdes substanciais nos niveis de
PSA, que pode atingir valores de 70 a 80 ng/mL em pro-
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cessos agudos febris®. Entretanto, questiona-se o uso da
velocidade do PSA como meio diagndstico, visto que o
PSA sérico pode apresentar uma variabilidade de até 30%
no mesmo individuo num pequeno intervalo de tempo. A
variacdo da técnica também pode acarretar diferencas
nos resultados do PSA sérico obtidos de uma mesma
amostra, sendo descritas variacoes de até 10,5%.

Valor maximo toleravel do PSA

O valor méaximo compativel com crescimento benig-
no da préstata equivale ao peso (volume) da glandula
determinado pela ultrassonografia dividido por 10. Um
homem com PSA sérico de 7 ng/mL provavelmente nao
apresenta CaP se a glandula pesar 80g (valor maximo
tolerdvel igual a 8), mas talvez seja portador de neopla-
sia local se a préstata pesar 30g. Devem ser feitas ava-
liagoes anuais quando os niveis de PSA situam-se acima
de 2 ng/mL e a cada 2 anos se os niveis sdo inferiores a
2 ng/mL>,

Densidade do PSA

O valor do PSA se altera com o aumento no volume
prostéatico, sendo pequena a producdo em casos de HPB
e acentuada no CaP. Benson et al. introduziram o concei-
to da Densidade do PSA (PSAD), correspondente ao quo-
ciente entre o PSA sérico e o peso ou volume da prostata
determinado pela ultrassonografia®**’. Seaman recomen-
da que pacientes com PSA entre 4ng/mL e 10 ng/mL e
PSAD superior a 0,15 sejam biopsiados®. A PSAD possui
duas limitacoes: falha na determinacao exata do volume
da préstata pela ultrassonografia e a variabilidade do con-
teudo glandular versus estroma, variavel de glandula para
glandula®.

Monitoragao do tratamento e PSA

O acompanhamento de pacientes com CaP submeti-
dos as diferentes formas de tratamento foi bastante favo-
recido pela avaliacdo do PSA** Com a reducdo da massa
tumoral ou erradicacdo da neoplasia h4, respectivamen-
te, queda ou desaparecimento desse marcador no plas-
ma. Uma elevacdo subseqlente, apés queda inicial, su-
gere fortemente presenca de doenca focal e/ou a distan-
cia’®**?2, De uma maneira geral, os tumores confinados
a glandula devem ser tratados com cirurgia, enquanto
que os disseminados devem receber abordagem endo-
crina*"*2,
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Avaliacao comparativa entre duas técnicas
sorologicas para HIV em pacientes
com diferentes niveis de carga viral

Comparative evaluation between two serologic techniques to HIV
in patients with different levels viral

Ana Conceicdo Ribeiro Dantas Saturnino, Fabia Emanuelle Lopes de Medeiros, Renata Gomes Alves,
Yvana Trindade Almeida, Ralfo Cavalcante de Medeiros & Valéria Cristina Ribeiro Dantas

RESUMO - O HIV é um retrovirus com genoma RNA (4cido ribonucléico), que é membro da familia Retroviridae, na
subfamilia lentivirus. O diagnéstico laboratorial do HIV é baseado principalmente em técnicas soroldgicas nas
quais € feita a pesquisa de anticorpos e também de antigenos associados. A utilizacdo da biologia molecular
possibilita a deteccédo direta do HIV e sua utilizacao é estratégica em varias circunstancias. O objetivo deste traba-
lho foi fazer a comparacéao entre duas técnicas de triagem; uma que pesquisa apenas anticorpos, uma outra que
pesquisa antigeno-anticorpo com dupla deteccdo e a terceira foi a quantificacdo da carga viral de pacientes conhe-
cidamente soro-positivos em diferentes estdgios de doenca. As amostras de plasma foram colhidas com os cuida-
dos necessarios para primeiramente ser realizada a detecgdo da carga viral, logo apoés foram submetidas as técni-
cas de enzimaimunoensaio e fluorimetria, isto em um total de 16 amostras de pacientes em diferentes estagios de
doenca para ser aplicada a sensibilidade e especificidade das técnicas utilizadas. Em nosso estudo, as aplicagoes
das técnicas mostraram uma concordancia em 100% dos casos, nos quais tivemos o cuidado de obter pacientes com
carga viral tanto de baixa como de elevada quantificacdo, possibilitando assim a boa sensibilidade das técnicas
empregadas.

PALAVRAS-CHAVE - Carga viral, sensibilidade, fluorimetria, HIV.

SUMMARY - The HIV is a retrovirus with a RNA genome. It is of the family of Retroviridae, in the lentivirus subfamily.
The laboratorial diagnostic of HIV is leader in serological methods that are made a research to antibody and allied
antigens. To prefer of the molecular biology make possible the detection of HIV. The objective of this work is to
compare two methods of exams. One wilch find antibodies, another witch find antigens and antibodies with double
detection and third the qualification of the viral level in patients positives to HIV in different levels of they illness.
The most of the plasmas were collected with necessary attention to detect the viral level, later they were submitted to
an enzyme immunoassay and fluorescent methods. In our research the application of these methods shown a agree-
ment in 100% cases, that we had careful to take patients with low qualification of viral level and high qualification,
making possible a good sensibility of those methods.

9 KEYWORDS - Viral level, sensibility, fluorimetric, HIV.
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INTRODUGCAO

M. Estudos realizados indicam que a grande maioria das
amostras analisadas pertencem ao subtipo B (89%) apro-

infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana
A (HIV) vem se alastrando de forma assustadora nos
ultimos anos. Dados epidemioldgicos no Brasil mostram
que até 30 de junho de 2001 foram confirmados 215.810
casos e no Rio Grande do Norte um total de 1.072 casos
confirmados (SINAM - Sistema de Notificacdes e Agra-
vos/ Ministério da Satde). Os primeiros testes para o diag-
nostico de infeccao pelo HIV foram constituidos basea-
dos na detecgdo de anticorpos contra HIV-1. Entretanto
em 1986, um novo virus da imunodeficiéncia, conhecido
como HIV-2, foi descoberto em pacientes da Africa. A
caracterizacdo deste virus relevou caracteristicas biold-
gicas, morfoldgicas e clinicas muito semelhante as do
HIV-1. Recentemente foram descritas variantes gendémi-
cas (subtipos), tanto de HIV-1 quanto de HIV-2, em pa-
cientes infectados de diversas regides geograficas.O HIV-
1 é classificado em dois grupos, M (major) e o O (outler)
que apresentam variabilidade genética de até 30%. O
grupo M é dividido em nove subtipos; (A, B, C, D, E, E
G, H e I) e no grupo O apenas um. No Brasil ja foram
identificados os subtipos B, C, F e D de HIV-1 do grupo

ximadamente, 10% ao subgrupo F e 1% ao subgrupo C.
Intimeras metodologias foram desenvolvidas e estdo sen-
do aplicadas para estudo de marcadores sorolégicos e
moleculares para a determinacao da infeccdo e doenca
causada pelo HIV-1 e 2. A maioria das técnicas empre-
gadas apresentam grande eficiéncia, nas quais destaca-
mos a determinacdo soroldogica de anticorpos circulan-
tes, deteccédo e quantificacao de antigenos virais (Ag p24),
isolamento do virus, identificacdo e quantificacdo de ge-
nomas, DNA ou RNA*81521,

As principais formas de transmissao do HIV séao: se-
xual, seja entre parceiros homo, hetero, bissexual', san-
glinea (em receptores de sangue ou hemoderivados e
em usudrios de drogas injetdveis, ou UDI) e vertical (da
mae para o filho, durante a gestacao, o parto ou por alei-
tamento). Além dessas formas, mais freqientes, também
pode ocorrer a transmissao ocupacional, ocasionada por
acidente de trabalho, em profissionais da area da saude
que sofrem ferimentos com instrumentos pérfuro-cortan-
tes contaminados com sangue de pacientes infectados
pelo HIV'#'8,
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 16 amostras provenientes de pacien-
tes soros reagentes, com idade entre 22 a 52 anos, de
ambos os sexos.

As amostras de sangue foram obtidas através de pun-
cdo de sangue periférico, por coleta a vacuo, em tubos
com anticoagulante EDTA, em condicoes estéreis para
obtencao de plasma, o qual foi centrifugado e separado
no periodo méaximo de 4 horas apoés a coleta, refrigerado
logo em seguida.

A obtencdo de plasma foi para a determinacao da
quantificacao da carga viral do HIV, e, logo depois, para
as determinag¢des imunoenzimadticas empregadas.

Os procedimentos realizados seguiram todas as nor-
mas de biosseguranca, desde a protecdao individual ao
descarte do material bioldgico utilizado no desenvolvi-
mento dos ensaios laboratoriais.

Técnica Fluorimétrica
(HIV DUO - Sistema Minividas BioMérieux)

A Fluorimetria emprega a associacao de duas reacoes
imunoenzimdticas com uma detecgédo final em fluores-
céncia (ELFA - Enzime Linked Fluorescent Assay). O
cone de utilizacdo unica serve tanto de fase s6lida como
de sistema de pipetagem. Os reagentes sao distribuidos
no barrete/tira. Todas as etapas do teste sao realizadas
automaticamente no equipamento. A reacdo é dividida
em duas etapas, nas quais a primeira é realizada na par-
te inferior do cone e a segunda na parte superior. A reve-
lacgdo final é feita simultaneamente sobre as duas partes.

Reacao 1: Detecgao de imunoglobulinas G anti-HIV1
(incluindo as do sub-tipo O) e anti-HIV2

Reacao 2: Deteccao de antigeno p24

Composicao dos reagentes

e Barretes (Tabela I)

* Cones — Sensibilizados com peptidios sintéticos
gp41 e gp36 (proteinas transmenbrandrias), e trés
anticorpos monoclonais anti-p24 de rato.

* Controle positivo

¢ Controle negativo

e Calibrador

Procedimento

1) O procedimento foi realizado apds os reagentes atin-
girem a temperatura ambiente.

2) Introduziu-se no sistema Minividas os dados cor-
respondentes aos pacientes.

3) Fez-se a homogeneizagédo das amostras, calibrado-
res e controles positivo e negativo.

4) Colocou-se 200 mL da amostra, calibrador e os con-
troles no primeiro poco do barrete e introduziu-se no sis-
tema durante 100 minutos (bioMérieux — 1998).

Valores de referéncia

* Nao reagente - < 0,25 (Index)
e Indeterminado - = 0,25 a < 0,35 (Index)
* Reagente - 2 0,35 (Index)

Técnica de enzimaimunoensaio
(Genscreen HIV 1/2 version 2)

E um enzimaimunoensaio baseado no principio da
técnica “sandwich", em duas etapas, para a deteccdo de
anticorpos monoclonais associados aos virus HIV 1 e/ou
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TABELA |
Descricao dos reagentes (Barrete)
Pocos Reagentes
1 Amostra
2 Diluente da amostra
3 Conjugado 1: anticorpo monoclonal de rato anti-IgG

humanas marcada com fosfatase alcalina + TRIS +
estabilizantes protéicos e quimicos + azida sddica +
sulfato de gentamicina

5 Conjugado 2: anticorpo (coelho) anti-p24 marcados
com biotina + TRIS + Triton 2% + soro de coelho
5% + estabilizantes protéicos e quimicos + azida
sodica + sulfato de gentamicina

7 Marcador: estreptadivina marcada com fosfatase
alcalina + TRIS + albumina bovina + estabilizantes
protéicos e quimicos + azida sédica + sulfato de
gentamicina

Tampéo de lavagem: TRIS + estabilizantes protéicos
e quimicos + azida sodica

10 Cuvete de leitura com substrato: 4 metil-umbeliferil
fosfato + DEA + azida sédica

4-6-8-9

HIV 2 em soro ou plasma humano. Baseia-se na utiliza-
cdo de uma fase s6lida, marcada com antigenos purifica-
dos (gp160 e proteina p25 recombinante do HIV 1 e um
peptideo que se assemelha ao epitopo imunodominante
do HIV 2, a proteina de envelope gp120) e um conjuga-
do antigeno-peroxidase (peptideos que imitam o epitopo
imunodominante das glicoproteinas de envelope HIV 1
e HIV 2 e proteina recombinante de nucleocapsideo)’.

Composicao dos reagentes

* R1- Tiras de oito cavidades sensibilizadas com
antigenos HIV 1 e 2. (HIV1: gp160 rDNA + p25
rDNA/ HIV2: gp36).

* R2- Solucao de lavagem concentrada.

* R3- Soro controle negativo (humano).

* R4- Soro controle "cut-off” (humano).

* R5- Soro controle positivo (humano).

* R6- Diluente da amostra.

* R7a- Conjugado (antigenos HIV 1 e 2 marcados
com peroxidase).

* R7b- Diluente do conjugado.

* R8- Tampao substrato de peroxidase.

* R9- Cromogeno (solucao contendo tetrametil ben-
zidina-TMB).

* R10- Solucao de bloqueio.

Procedimento
1) Identifica-se as amostras;
2) Prepara-se a solucao de lavagem (diluira 1/10 com
adgua destilada — 50 mL R2 + 450 mL dgua);
3) Distribui-se 25 YL de diluente a cada cavidade da
placa;
4) 75 uL do soro controle negativo (R3) na cavidade
Al;
5) 75 pL do soro controle “cut-off" (R4) nas cavida-
des B1, C1 e D1;
6) 75 L do soro controle positivo (R5) na cavidade
E1;
7) 75uL das amostras nos restantes da placa;

) Homogeneizacdo da microplaca apos as pipeta-

gens;

9) A distribuicdo da amostra foi controlada visual-
mente, apos a adicdo da amostra, o diluente mu-
dou de cor purpura para azul;

10) Cobre-se a microplaca com filme adesivo, sem dei-
xar bolhas de ar;

11) Incuba-se a microplaca em banho-maria a 37°C
por 30 (% 5) minutos;
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12) Remove-se o filme adesivo, colocamos na lavado-
ra automatica, onde houve trés lavagens. O volu-
me residual deve ser de menos de 5 PL, para se-
car a placa invertemos sobre o papel absorvente;

13) Distribui-se 100 pL da solucdo de conjugado a
cada cavidade, homogeneizando antes do uso e
incubamos por 30 minutos em temperatura am-
biente (18-30°C);

14) Idem ao n° 12;

15) Cuidadosamente dispensa-se em cada cavidade
80 YL da solucao de desenvolvimento da reacao
enzimética (R8 + R9 - 10 mL para 1 mL) recen-
temente preparada, deixando-se a reacao desen-
volver no escuro por 30 (+ 5) minutos em tempe-
ratura ambiente (18-30°C);

16) 100 pL da solugédo de bloqueio (R10), utilizando-
se a mesma seqliéncia e tempo utilizados para dis-
pensar a solucao de desenvolvimento;

17) Realiza-se a leitura, logo ap6s o bloqueio da rea-
¢ao.

Interpretacdo dos valores de referéncia

Amostras com valores de absorbancia menor que o
valor do “cut-off"” sdo consideradas néo reagentes. Pro-
ximos ao valor "“cut-off"”, devem ser interpretadas com
cautela. Amostras com valores de absorbancia igual ou
maior que 15% do valor do “cut-off"” sdo consideradas
reagentes'’.

Absorbancia dos testes
> 1,79 — Reagente
1,33 a 1,78 — Indeterminado
< 1,32 — Nao reagente

Técnica de Biologia Molecular

Deteccao da carga viral
(HIV-1 RNA QT - NASBA - Amplification System)

A quantificacao pelo teste baseia-se na amplificacao
concomitante do RNA de HIV-1 da amostra, juntamente
como controles internos, técnica que se mostrou superior
a outros métodos quantitativos. A quantidade de RNA
amplificado é medida por meio da eletroquimiolumines-
céncia (ECL)*. O teste é composto de quatro estagios:
liberacéo, isolamento, amplificacdo e deteccao do &cido
nucléico.

A liberacdo do 4cido nucléico ocorre apos adicdo do
tampao de lise (ticionato de guanidina e Triton X-100)
na amostra, com isso, as particulas virais e células pre-
sentes sdo desintegradas e as RNA-ases e as DNA-ases
sdo inativadas e o acido nucléico é liberado®.

O método de isolamento do &cido nucléico contém
trés amostras de RNA sintético (Qa, Qb, Qc) com con-
centracdes conhecidas, com niveis diferentes, que sao
acrescentadas ao tampao de lise que contém o acido nu-
cléico liberado, sendo utilizadas como controle interno.
Em condicdes de salinidade elevada, todo acido nucléi-
co se liga as particulas de diéxido de silica. Essas parti-
culas que atuam como fase so6lida sdo lavadas varias ve-
zes e, no final, o &cido nucléico é eluido da fase sélida®.

Amplificacdo do acido nucléico baseia-se na exten-
sao do “primer": o RNA do tipo selvagem e os RNAs dos
controles sao utilizados como modelos para a extensao
do "primer" 1 gag (que contém o sitio de reconhecimen-
to da polimerase de T7-RNA) pela transcriptase reversa
do virus do mieloblasto das aves (AMV-RT). A extensao
€ seguida pela degradacao da cadeia do RNA pela RNA-ase
H, sintese do segundo filamento de DNA através da ex-
tensdo do primer 2 pela AMV-RT e sintese de RNA pela
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polimerase de T7-RNA. Com a sintese do RNA, o siste-
ma entra na fase ciclica isotérmica, resultando no acu-
mulo do RNA de tipo selvagem e RNAs dos controles
amplificados”’.

A deteccao do RNA de HIV-1 baseia-se no principio
de eletroquimioluminescéncia (ECL) do sistema de NAS-
BA QR'. Para separar as amostras amplificadas (Teste,
Qa, Qb, Qc) sao acrescentadas aliquotas a quatro solu-
coes de hibridacao, sendo cada uma especifica. As amos-
tras amplificadas respectivas sao hibridizadas com uma
sonda oligopérola (isto é, pérolas magnéticas revestidas
com estreptavidina ligada a oligobiotina que sao utiliza-
das como fase so6lida) e uma sonda marcada com ruténio.
As pérolas magnéticas que transportam o complexo de
amostra amplificada e hibridizada/sonda sao capturada
na superficie do eletrodo por meio de um ima. A tensao
aplicada a esse eletrodo desencadeia a reacao de ECL. A
luz emitida pelas sondas marcadas com ruténio é pro-
porcional a quantidade de amostra amplificada. O cdl-
culo baseado nas quantidades relativas das quatro amos-
tras amplificadas revela a quantidade original de RNA
de HIV-1 do tipo selvagem®.

Valores de referéncia
Limite detectavel - = 80 cépias de RNA de HIV/mL

RESULTADOS

Nas metodologias empregadas de Elisa (Genscreen) e
Fluorimetria (HIV DUO), em todas as amostras, obteve-
se resultados reagentes, demonstrando uma correlacao
de 100% entre as amostras (Tabela II).

As amostras dos 16 pacientes foram quantifica-
das através da carga viral, dos quais, 46,5% dos pacien-
tes apresentaram-se no limite minimo detectavel de 80
copias de RNA do HIV. Correspondendo a 6,25% dos
pacientes o nivel detectdvel foi de 850.000 cépias/mL
representando o valor mais elevado do grupo estudado.
(Tabela II).

DISCUSSAO

Nos paises desenvolvidos, a exposicao do HIV por
relagoes homossexuais ainda é a responsavel pelo maior
numero de casos, embora as relacdes heterossexuais es-

TABELA 1l
Representacao dos resultados obtidos através das
técnicas imunoenzimaticas e molecular empregadas

NO Carga viral Genscreen Mini Vidas
(copias/mL) (absorbancia) (index)

1 790 Reagente (OVER) Reagente (12,92)
2 80 Reagente (OVER) Reagente (12,95)
3 38000 Reagente (3,498) Reagente (12,96)
4 80 Reagente (2,137) Reagente (12,96)
5 2700 Reagente (2,213) Reagente (12,95)
6 80 Reagente (2,201) Reagente (13,72)
7 3300 Reagente (2,544) Reagente (13,95)
8 160 Reagente (2,564) Reagente (13,90)
9 80 Reagente (2,574) Reagente (13,84)
10 80 Reagente (2,925) Reagente (13,91)
11 1500 Reagente (3,000) Reagente (12,51)
12 80 Reagente (2,428) Reagente (12,72)
13 49000 Reagente (3,014) Reagente (12,92)
14 80 Reagente (3,253) Reagente (12,95)
15 850000 Reagente (2,426) Reagente (12,83)
16 32000 Reagente (3,316) Reagente (13,08)
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FIG. 4 - Menor quantidade de cépias de RNA-HIV/mL.

tejam aumentando proporcionalmente como uma tendén-
cia na dindmica da epidemia®".

Em nosso estudo, 87,50% dos pacientes sao do sexo
masculino, enquanto a incidéncia do sexo feminino é de
12,50% (Figura 1).

Em termos de faixa etdria o maior nimero de caso de
pacientes soros reagentes foi observada, entre 31-40 anos,
correspondendo a 68% dos pacientes estudados.(Figura 2).

Na amostra de numero 15, a quantificacdo das copias
de RNA do HIV mostrou-se elevada. Pode-se relacionar
o aumento do numero de particulas virais com o déficit
de atividade da resposta imunoldgica, representado pe-
las células B, que no mecanismo de defesa em resposta
ao virus, a producao encontra-se insuficiente devido ao
grande tropismo do virus aos linfécitos, principalmente
aos linfécitos T, que regula a atividade das células B, atra-
vés da sintese de citocinas. Uma vez as células T dimi-
nuidas na patogenicidade do virus, conseqiientemente
as células B, também estardo diminuidas®®.

A Figura 3 demonstra o elevado numero de cépias de
RNA do HIV da amostra de nimero 15, que obteve re-
sultados reagentes nos métodos ELISA (Genscreen) e
Fluorimetria (HIV DUQO)?!.

Em resposta a agentes infecciosos, ocorre a ativagao
de células, que resulta a liberacao de varias substancias
que vao induzir e desencadear uma série de atividades,
na tentativa de destruir ou inibir a acao destes agentes®’.
Uma destas células envolvidas sdo os linfécitos. A ativa-
cdo principal dos linfécitos T resulta no estimulo de lin-
fécitos B e, respectivamente, a producgao de is6étopos de
imunoglobulinas!?!,

A ativacdo do sistema imunolégico, em resposta ao
estimulo antigénico, produz mediadores da resposta imu-
ne que contribuem na defesa dos agentes infecciosos.
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Com a utilizacdo da terapia anti-retroviral, podemos ob-
ter uma melhora da resposta imunolégica destes pacien-
tes, refletindo, assim, em um aumento de células B'®%,
As amostras de numeros 2, 4, 6, 9, 10, 12 e 14 (Figu-
ra 4) representam pacientes que conseguiram diminuir o
numero de particulas virais e aumentar, significativamen-
te, a quantidade de anticorpos. A Figura 4 representa 46,5%
das amostras reagentes através dos métodos Elisa (Gens-
creen) e Fluorimetria (HIV DUO) que possuem carga Vi-
ral em niveis baixos (= 80 cépias de RNA do HIV/mL).

CONCLUSAO

Em nosso estudo, as aplicagdes das técnicas mostra-
ram uma concorddncia em 100% dos casos, nos quais ti-
vemos o cuidado de obter pacientes com carga viral tan-
to de baixa como elevada quantificacdo, possibilitando
assim a boa sensibilidade dos métodos empregados, ELI-
SA (Genscreen) e Fluorimetria (HIV DUO).

Pode-se ressaltar que pacientes, com acompanhamen-
to da carga viral e que se mantém em nivel elevado, ne-
cessitam de uma maior atencao e realizacao da genoti-
pagem, que permite a identificacdo de mutacdes no ge-
noma do HIV, as quais, quando presentes, podem deter-
minar resisténcia a agentes anti-retrovirais.

Pode-se verificar que a sensibilidade e especificidade
dos métodos ELISA e Fluorimetria que se estudou fazem
parte de uma nova geragao de imunoensaios que redu-
zem o tempo significativamente da janela imunoldgica,
representando um avango tecnologico em diagndstico para
o controle do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV).
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Estudo retrospectivo de 145 casos
de Tinea capitis na populacao
de Joao Pessoa-Paraiba

Retrospective study in 145 cases by Tinea capitis
from the population in Joao Pessoa-Paraiba
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pediculose.

RESUMO - Foram analisados 145 casos de pacientes atendidos no Hospital Universitdrio Lauro Wanderley, da
Universidade Federal da Paraiba, em Jodo Pessoa- PB, Brasil, com diagnéstico de Tinea capitis conforme idade,
sexo, numero de casos/ano e doencas associadas. Houve maior incidéncia no sexo feminino e na faixa escolar. A
média de casos/ano foi de 14,5. Verificou-se associacdo de Tinea capitis com dermatite seborréica, Tinea corporis e

PALAVRAS-CHAVE - Tinea capitis, dermatofitose, epidemiologia.

Tinea corporis and pediculosis.

SUMMARY — We studied 145 patients with Tinea capitis from Lauro Wanderley’s University Hospital of Paraiba Fe-
deral University, Joao Pessoa-PB, Brasil, considering age, sex, number of cases/year and associated diseases. The
most incidence were in females and in schoolar age children. It was found association with seborreic dermatitis,

KEYWORDS - Tinea capitis, dermatophytosis, epidemiology.

/

INTRODUGAO

s infec¢des produzidas por fungos, denominadas

de micoses, constituem problema de Saude Pu-

blica em nosso pais, em decorréncia de varios fatores:

predominio de clima tropical, grande extensao terri-

torial, alta incidéncia da doenca e baixa condigao so6-
cio-econdmica da populacao®.

Dentre os diversos processos fingicos, as dermato-
fitoses, que sdo micoses superficiais produzidas por um
grupo de organismos conhecidos genericamente por
dermatofitos, tém lugar de destaque. Esta condicao de-
termina o aparecimento de quadros clinicos diferentes
em funcéao do sitio anatomico: dermatofitose do couro
cabeludo (Tinea capitis), dermatofitose do corpo (Tinea
corporis), dermatofitose marginada (Tinea cruris), der-
matofitose dos pés (Tinea pedis), dermatofitose ungueal
(Tinea unguium), dermatofitose da face (Tinea faciei),
dermatofitose das maos (Tinea manum).

De ocorréncia muito freqiiente, a Tinea capitis pode
ser adquirida a partir de homens e animais doentes e
solos contaminados. Sao classificadas em tonsurantes,
favo ou supuradas (Kerion Celsi). A forma clinica da
tinea tonsurante difere quanto ao género do fungo cau-
sador: Trichophyton ou Microsporum.

As tinhas microsporicas do couro cabeludo apresen-
tam-se clinicamente com lesdo geralmente unica, dia-

metro de 5-6 cm, tonsurante, com fundo descamativo,
pruriginosa; ja as tinhas tricofiticas formam varias lesoes
tonsurantes no couro cabeludo, com didmetros menores
se comparadas as tinhas microspdricas (2-3 cm).

Quando o agente causal ndo é adaptado ao hospe-
deiro, isto é, usualmente se desenvolve no solo ou em
animais, a lesdo do couro cabeludo apresenta aspecto
inflamatorio intenso, com presenca de pustulas, secre-
cdo purulenta e formacao de tecido cicatricial. Essa
lesdo inflamada é conhecida como Kerion Celsi.

A mais grave das tinhas do couro cabeludo, pelas
lesbes também cicatriciais e alopécia definitiva, é a
tinha favosa ou favica, causada pelo T. schéenleinii, e
microendémica em areas rurais ou comunidades de
baixo nivel sécio-econdmico (tinha da miséria). Nes-
ta, as lesdes sdo pequenas, multiplas, crateriformes e
formam o classico "godet”. No entanto, outras formas
clinicas com predominio de lesdo descamativa (pitiri6i-
de) ou com predominio da lesdo supurativa (impeti-
gobide) podem ser observadas.

Diferentemente das tineas tonsurantes, a favica
persiste através dos anos até a fase adulta. Os adultos
atuam como fonte de infeccédo para as criancas. Em
recente trabalho, pesquisadores paraibanos detecta-
ram 23,3% de incidéncia de dermatofitoses em Joao
Pessoa. Destes casos, 29,6% correspondiam a tinhas
do couro cabeludo'. Um estudo de 369 casos de der-
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matofitoses realizado em Vitéria-ES encontrou apenas TABELA |

10% de casos de Tinea capitis®. Distribuicao anual de Tinea capitis

por ano nos 145 pacientes estudados

MATERIAL E METODOS Ano Casos %
Para este estudo foi realizada uma andlise epide- igg ;; 1;’2
mioldgica retrospectiva dos casos clinicamente diag- 19907 o 8,3
nosticados como Tinea capitis no Ambulatdrio de Der- 1993+ 18 12’ 2
matologia do Hospital Universitdrio da Universidade 1994 16 11'0
Federal da Paraiba. Os dados que foram coletados cor- 1995 12 8:3
respondem ao periodo de abril de 1988 a maio de 1990 1996 12 83
e de agosto de 1993 a dezembro de 1999. Trata-se de 1097 12 96
um estudo quantitativo de amostra unica. O teste es- 1998 7 4.8
tatistico utilizado foi a proporgao simples. 1999 20 13,8
A amostra foi representada por 145 casos de Tinea Total 145 100,0

capitis, ou seja, todos os pacientes com Tinea capitis * Ndo houve como coletar dados no periodo de junho/90 a julho/93
registrados no periodo em estudo. Foram analisadas

as seguintes varidveis: nimero de casos por ano, sexo, TABELA Il
idade e doencas associadas. Os dados foram obtidos Distribuicdo de Tinea capitis
dos livros de registro de casos do ambulatério indica- por idade e sexo nos145 pacientes estudados
do. Nao foram encontrados os livros de registros refe-
rentes ao periodo compreendido entre junho de 1990 F&‘;ﬁ% Masc. | Fem. Total
e julho de 1993. E por esta razdo que nao incluimos os
dgldOS deste perioé)o no presenteqestudo. 0-2 (lactente) 3 4 7_(4.8%)
3-6 (pré-escolar) 26 20 46 (31,8%)
7-12 (escolar) 25 49 74 (51,0%)
RESULTADOS 13-19 (adolescente) 5 7 12 (8,3%)
i 0,
A Tabela I mostra a distribuicao dos casos de Tinea acima de 130?;05 (adulto) 610 855 1 42(1%;23)
capitis atendidos por ano no Hospital Universitario da
UFPB. O ano de maior prevaléncia de Tinea capitis foi TABELA Il
1989 (15,9%), seguido de 1999 (13,8%). Distribuicao de dermatopatias associadas
A Tabela II mostra os casos de Tinea capitis distri- a Tinea capitis por ano nos 145 pacientes
buidos quanto a idade e sexo. Comparando-se as faixas - -
etérias, nota-se maior niimero de casos na faixa escolar ANno Dermatopatias associadas
(50,3%), seguido da faixa pré-escolar (32,2%), que per- 1988 1 (Tinea corporis)
fazem juntas 82,5% dos casos de Tinea capitis. O sexo 1989 1 (Pediculose)
feminino foi o mais acometido, com excecdo da faixa 1990 —
pré-escolar. E interessante notar que, entre os adultos, 1993 1 (Lupus Eritematoso Discoide)
80% dos casos ocorreu no sexo feminino. Devemos le- 1994 -
var em consideracao que os pacientes atendidos no ser- 1995 — :
vico publico citado sdo, geralmente, de classe sécio-eco- 1996 1 (Dermatite seborréica)
ndmica baixa, ndo possuem plano de saude e residem 1997 1 (Tinea corporis)
em Jodo Pessoa ou em municipios do interior do Estado 1998 1 (Dermatite seborréica)
da Paraiba. Em Sao Paulo, estudo prévio revela inci- 1999 —
déncia bem maior de Tinea capitis e demais dermatofi- Total 6 (4,1%)
toses em pacientes atendidos em Hospital Geral do que
TABELA IV

em pacientes de consultorio privado®.
A Tabela III revela a ocorréncia de outras dermato-
patias associadas a Tinea capitis: dois casos de Tinea

Numero de casos de Kerion Celsi
por ano nos 145 pacientes estudados

corporis, dois de Dermatite Seborréica, um de Lupus Ano Numero de casos
Eritematoso Discoide e um de Pediculose. 1988 2
Na Tabela IV, vé-se a incidéncia, por ano, de Kerion 1989 4
Celsi dentro dos 145 casos revistos. Dentre as Tinea 1990 3
capitis, 11% apresentavam clinicamente aspecto infla- 1993 2
mado (Kerion Celsi). 1994 2
1995 1
DISCUSSAO 1995 2
1997 _
Observamos, em nossa casuistica, porcentagem de 1998 —
Tinea capitis equivalente nas faixas etarias de 0-2 anos 1999 —

(4,8%) e acima de 19 anos (4,1%), ressaltando que o Total 16 (11,0%)
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paciente mais jovem estava com 4 meses de nascido e
o mais velho, com 38 anos. Porém, enquanto dentro do
grupo dos lactentes ndo houve diferencas de acometi-
mento quanto ao sexo, entre os adultos, notou-se o
grande predominio de casos no sexo feminino (83,3%).
Este fato pode ser interpretado pelo contato maior do
filho com a mae, dentro do contexto familiar. Na faixa
etaria escolar, foram observados 51% dos casos, con-
forme padrdo descrito na literatura médica brasilei-
ra'?. A segunda maior incidéncia da doencga se deu na
faixa pré-escolar (31,8%).

O sexo feminino foi mais acometido em todas as fai-
xas etdrias, com excecdo da pré-escolar. Furtado et al. j&
haviam registrado na literatura brasileira a maior pre-
valéncia da doenca em sexo feminino, exceto na faixa
pré-escolar (7 a 12 anos) na cidade de Manaus®.

A média de casos por ano foi de 14,5. Dentre os 145
casos estudados, dois apresentaram Tinea corporis as-
sociada, dois dermatite seborréica, um pediculose e
um lupus eritematoso discoide. Alerta-se para a im-
portancia da realizacdo de exame micoldgico nos ca-
sos duvidosos de dermatite seborréica do couro cabe-
ludo, porque pode tratar-se de Tinea capitis em estado
inicial ou estar associada a esta patologia.

Nao foi encontrado nenhum caso de Tinea favosa.
Entretanto, houve 16 casos de Tinha inflamada (Ke-
rion Celsi), nimero bem superior ao registrado em es-
tudo realizado em Sao Paulo com 73 pacientes porta-
dores de Tinea capitis®.

A importancia do presente trabalho é oferecer da-
dos que podem orientar na prevencao da doenca na
populacado paraibana. Enquanto na Bélgica e Holan-

da foram registrados 74 casos da doenca de 1983 a
1992°, nosso estudo revela o atendimento em dobro do
numero de pacientes em 10 anos. A alta prevaléncia
de Tinea capitis na populacao pesquisada pode ser um
dos indicadores da premente necessidade de preven-
cao da doenca. Maior atencdo deve ser dispensada ao
problema por parte das autoridades sanitarias do Bra-
sil.

Os autores recomendam a realizacdao de futuros
estudos que investiguem a prevaléncia de Tinea capi-
tis em pacientes de Joao Pessoa-PB.
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INTERNATIONAL
FEDERATION OF
CLINICAL CHEMISTRY

Jubileu de Ouro da IFCC

urante o XVIII Congresso Internacional de

Quimica Clinica - ISCC, em Kioto,

Japao, entre 20 e 25 de outubro de 2002,
foi celebrado o Jubileu de Ouro da IFCC.

Fundada em 24 de julho de 1952, a entida-
de foi idealizada através do surgimento de en-
tidades nacionais de quimica clinica que se or-
ganizaram e formaram um grupo internacional
patrocinado pela IUPAC - International Union of
Pure and Applied Chemistry. Configurou-se de
direito, durante o Il Congresso Internacional de
Bioquimica, realizado em Paris, em 1952, quan-
do se formou na International Federation of Cli-
nical Chemistry - IFCC. Em 1977, teve a sua
expressao ampliada contemplando todas as
areas e aspectos do laboratério clinico: Interna-
tional Federation of Clinical Chemistry and Labo-
ratory Medicine.

Inicialmente, a IFCC tinha por objetivo, o
avango do conhecimento e a promogao da bio-
quimica clinica em seus aspectos médico-cli-
nicos, uma vez que seus lagos permaneciam
ligados a Comissdo de Quimica Clinica da
IUPAC, nao obstante ser sabido que a IFCC se
constituiria num 6rgédo independente, passan-
do assim, a ser somente um seu membro as-
sociado, o que afinal acabou sendo formaliza-
do em 1967, permanecendo contudo, uma re-
lagéo reciproca até 1998, quando foi dada por
encerrada em virtude dos interesses e enfoques
ja nao mais serem os da IFCC.

Cronologia

® 1963/1967 - Estabelecimento de regras e
estatutos da IFCC.

® 1967/1975 - Vinculo com a Organizagao
Mundial de Saude - OMS, como membro do
Conselho Internacional de Organizagcbes em
Ciéncias Médicas.

® 1976/1984 - Criacdo de grupo especia-
lizado junto a Industria de Diagndstico; Inicio
dos arquivos, diretrizes para a realizagao dos
congressos, implementacao do Programa de
Professor Visitante (Visiting Lecturer Program);
Criado o Reconhecimento Internacional por
Servigos Distinguidos; Novo conceito para a
Conferéncia Geral (General Conference), reu-
nindo membros e delegados da IFCC num uni-
co encontro cientifico a cada trés anos.

e 1982 - | Conferéncia Geral (7¢t General
Conference) com associados e filiados interna-
cionais.

e 1984 - Aprovacao dos artigos que cons-
tituiriam a IFCC dai por diante.

e 1985 - Reorganizacdo dos comités.

e 1993 - Publicado o primeiro nimero do
jornal da IFCC; Cooperacao com outras asso-
ciagcoes e organismos na América Latina e Asia.

® 1991/1996 - Criado o Plano Estratégico
para dirigir a IFCC a partir do século XXI; Acor-
dos com a Federacao Européia de Sociedades

de Quimica Clinica (FESQC) e Confederacao
Latino-americana de Bioquimica Clinica (COLA-
BIOCLI).

® 1997/1999 - Inicio do Plano Estratégico
(areas de estandartizacao e materiais de refe-
réncia, incrementagdo na cooperagdo com or-
ganismos internacionais, além do estabeleci-
mento do regulamento para eleicdo de um novo
Conselho Executivo, entre outros); Diretrizes
para acreditacdo de laboratérios clinicos em
conjunto com a Associacao Mundial de Patolo-
gia e Medicina de Laboratério (WASPaLM).

® 2000/2002 - Consolidacdo das atividades
da IFCC; inauguracéo do escritério em Milao,
Italia, além do site www.ifcc.org; patrocinio de
uma campanha mundial de controle do diabe-
tes; elaboracao de diretrizes para o programa
de Boas Praticas do Laboratério Clinico, com a
National Committee for Clinical Laboratorial
Standards (NCCLS); revisao de regras para rea-
lizar congressos internacionais (ICCC); criagao
do Programa de Intercambio Cientifico Interna-
cional (Professional Exchange Scientific Pro-
gram); publicagao de assuntos e artigos cienti-
ficos no Journal of Clinical Chemistry and La-
boratory Medicine (CCLM); criagao de prémios,
além da realizagao de conferéncias de alto ni-
vel cientifico. Para as entidades filiadas a IFCC,
particularmente a do Brasil, € motivo de gran-
de satisfacdo estar presente nesse momento
de evolugao cientifico-cultural dessa entidade
neste marco significativo.
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A leishmaniose tegumentar
sob a perspectiva do paciente:
resultado de uma pratica educativa’

Cutaneous leishmaniasis under the patient’s perspective:
an educational practice result

M. T. G. Casavechia®; S. M. de Araujo?; J. J. V. Teixeira® & M. V. C. Lonardoni*

RESUMO - Foi realizado um estudo descritivo empregando a metodologia qualitativa entre portadores de leishma-
niose tegumentar visando identificar a representacdo que a doenca tem para o seu portador, antes e depois do
tratamento e intervencao educacional. O estudo foi realizado de setembro de 2000 a marco de 2001 no Estado do
Parand, Brasil. Para a coleta dos dados foi utilizada a entrevista semi-estruturada, sendo que os mesmos foram
analisados pela técnica do discurso do sujeito coletivo. Foram destacadas as idéias centrais relacionadas com a
etiologia da leishmaniose, sua transmissao/prevencao, gravidade, estigma, dificuldades do tratamento, sentimen-
tos frente a doenca e validade da educacdo em satude. Este estudo evidenciou que o acompanhamento dos pacien-
tes e as medidas educacionais sdo de fundamental importancia para que o grupo social assuma um maior controle
sobre sua saude, auxiliando sobremaneira no enfrentamento da doenca e seu tratamento.

PALAVRAS-CHAVE - Leishmaniose tegumentar; metodologia qualitativa; discurso do sujeito coletivo; intervencéo
educacional; tratamento.

SUMMARY - A descriptive study was carried out among cutaneous leishmaniasis patients using the qualitative meth-
odology, aiming to identify the role that the disease has (o its suffers both before and after treatment and educational
intervention. The study was carried out from September 2000 to March 2001 in the state of Parand, Brazil. For data
collection it was used a semi-structured interview where the data was analysed by the collective subject’s discourse
technique. The central ideas regarding leishmaniasis etiology, its transmission/prevention, seriousness, stigma, treat-
ment difficulties, feelings towards the disease and validity of health education, were highlighted. This study found
that both patients’ follow-up and educational measures are of fundamental importance for the social group’s taking
over of a better control of its own health, helping them face the disease and its treatment.

KEYWORDS - Cutaneous leishmaniasis; qualitative methodology; collective subject’s discourse; educational inter-

vention; treatment.

/

INTRODUGAO

leishmaniose tegumentar, pela sua importancia

para a saude publica, nimero crescente de casos,
deformacoes e sequielas que pode provocar e pelas di-
ficuldades de tratamento, tem sido objeto de muitos
estudos. E uma doencga de alta prevaléncia no Brasil
(Silva et al., 1999) e segundo o Ministério da Saude,
nos ultimos 20 anos vem apresentando franco cresci-
mento no pais, tanto em magnitude como em expan-
sdo geogréafica (MS, 2000a). No Estado do Parand esta
dermatose tem sido notificada em diversos municipios,
especialmente nas regides norte e oeste, assumindo
proporcdes epidémicas em determinados periodos (Sil-
veira et al., 1996, 1999). Sua prevencao em programas
verticais direcionados ao vetor ou ao reservatério tem
esbarrado em dificuldades operacionais representadas
pelas condi¢des ambientais em que esta zoonose pre-
valece (Santos et al., 2000).

Para que se obtenha éxito nas estratégias de pre-
vencdo das doencas endémicas, € preciso que haja
basicamente disponibilidade de recursos econémicos
e, necessariamente, conhecimento das competéncias
e atitudes da populacdo diante do problema mérbido
relevantes para a aceitacao e participacao efetivas da
comunidade nas a¢des profilaticas (Santos et al., 2000).
Esta mesma idéia tem sido expressada por outros au-
tores como Véasquez et al. (1991) e Marzochi & Marzo-
chi (1994).

A conscientizacao frente a morbidade da doenca é
um processo que tem sido capaz de mobilizacoes da
comunidade em acdes sanitdrias (Costa et al., 1994),
sendo que Noronha et al. (1995) apontam para a im-
portancia de se explorar os significados de uma enfer-
midade para um determinado grupo populacional.

A compreensao dos saberes, dos significados imagi-
narios, dos sentimentos e atitudes do adoecido em face

Recebido em 20/6/2002
Aprovado em 12/7/2002
*Trabalho realizado no Lab. de Ensino e Pesquisa em Andlises Clinicas (LEPAC) do Depto. de Analises Clinicas (DAC) da Univ. Est. de Maringa (UEM) - PR;
'Prof*da Disciplina de Parasitologia Clinica — DAC — UEM; 2Prof® da Disciplina de Parasitologia — DAC — UEM;
SFarmacéutico doutorando do Curso de Saude Publica — Departamento de Pratica de Saude Publica — USP;
“Prof® da Disciplina de Imunologia Clinica — DAC — UEM; Fonte financiadora — LEPAC.
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da doenca, possibilita a criacao de novas formas de abor-
dagem deste paciente, levando-se em consideracao sua
percepcdo. Como refere Minayo (1992), a metodologia
qualitativa permite reconstruir as representacoes sociais
de determinado grupo sobre temas especificos.

A modalidade de entrevista semi-estruturada, em
pesquisa qualitativa na area da saude, tem sido um
método fundamental de coleta de dados pois ao mes-
mo tempo que valoriza a presenca do investigador, ofe-
rece todas as perspectivas possiveis para que o infor-
mante alcance a liberdade e a espontaneidade neces-
sarias, enriquecendo a investigacdo (Trivinos, 1987).

Com o objetivo de agir de forma mais efetiva para a
prevencao e enfrentamento da leishmaniose, enquan-
to importante doencga cronica, estigmatizante e de di-
ficil tratamento, este trabalho busca identificar a re-
presentacao que a leishmaniose tegumentar tem para
o portador da mesma, antes e depois do tratamento e
da intervencao educacional.

MATERIAL E METODOS

Foi desenvolvido um estudo descritivo qualitativo,
numa amostra intencional de dez pacientes adultos
portadores de leishmaniose tegqumentar.

Os pacientes foram selecionados independentemen-
te do sexo, entre os que, com suspeita de leishmaniose
tegumentar, sao rotineiramente encaminhados ao La-
boratorio de Ensino e Pesquisa em Andlises Clinicas
(LEPAC) da Universidade Estadual de Maringa (UEM)
e que apresentaram resultado de microscopia positivo
para Leishmania sp. Os pacientes eram provenientes
dos municipios de Maringd, Colorado, Paranacity, Sa-
randi e Marialva, Estado do Parana, Brasil.

A todos estes pacientes foi feita uma explicacao
detalhada dos objetivos e da relevancia para a saude
publica do estudo. Aqueles que se dispuseram a parti-
cipar foi apresentado o termo de consentimento, ga-
rantindo-lhes sigilo e anonimato. Apds a concordan-
cia e assinatura do mesmo, procedeu-se a entrevista.

Para a coleta dos dados foi utilizada a técnica da
entrevista semi-estruturada pautada por um roteiro de
questoes, previamente testadas. Os discursos das en-
trevistas foram gravados por intermédio de um micro-
gravador com fitas magnéticas de 60 minutos cada e
dentro do menor tempo possivel foram transcritos e
digitados em forma literal.

Foram realizadas duas entrevistas com cada pacien-
te em dois momentos distintos. A primeira foi realiza-
da no momento em que o paciente veio ao LEPAC bus-
car os resultados dos exames laboratoriais e tomou
consciéncia do resultado positivo para Leishmania sp.
Apos esta primeira entrevista, os pacientes receberam
educacdo em saude, envolvendo orientacoes e discus-
soes acerca dos modos de transmissao e prevencao da
leishmaniose tegumentar bem como para a importan-
cia do tratamento. Foi utilizado como material de apoio
pedagodgico, cartazes e folders. Na metade do trata-
mento os pacientes receberam visita domiciliar e nova
intervencao educacional. A visita domiciliar possibili-
tou uma familiaridade com a realidade cotidiana do
paciente, ampliando as possibilidades de uma acao
educativa orientada.

234

Apoés a conclusédo do primeiro esquema terapéutico
que consiste em 10 a 20mg de antimonial pentavalen-
te/kg/dia, durante 20 dias seguidos (MS, 2000a) e das
intervencoes educacionais, foi realizada a segunda
entrevista. Todas as entrevistas foram desenvolvidas
pelo préprio pesquisador no periodo de 4 setembro de
2000 a 18 de marco de 2001.

Para o tratamento dos dados foi empregada a técni-
ca de anélise do discurso do sujeito coletivo (Lefevre et
al., 2000) que consiste num conjunto de procedimentos
de tabulacao e organizacao de dados discursivos, onde
foram utilizadas trés figuras metodolégicas a saber: a
idéia central, as expressdes-chave e o discurso do sujei-
to coletivo. Depois da transcricao literal, cada depoi-
mento foi analisado extraindo-se as idéias centrais, que
podem ser entendidas como a(as) afirmacdo(des) que
permite(m) traduzir o essencial do contetido discursivo
explicitado pelos sujeitos em seus depoimentos. Em
seguida foram identificadas as idéias centrais iguais ou
equivalentes e suas respectivas expressoes-chave, que
sdo constituidas por transcricoes literais de partes dos
depoimentos que permitem o resgate do essencial do
conteudo discursivo. Finalmente as expressdes-chave
relacionadas as idéias centrais iguais ou equivalentes
foram encadeadas discursivamente, como se houvesse
apenas um individuo falando, compondo os discursos
sinteses ou discursos do sujeito coletivo. Os discursos
do sujeito coletivo apresentados foram confeccionados
a partir de trechos selecionados dos depoimentos indi-
viduais aos quais se acrescentaram pequenos artificios
como a presenca de conectivos entre paragrafos e a cor-
recdo de alguns erros ortograficos grosseiros, apenas
para efeitos didaticos.

O termo de consentimento e o roteiro da entrevista
foram aprovados pelo Comité Permanente de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universida-
de Estadual de Maringd, de acordo com as normas da
Resolugao 196/96 do Conselho Nacional de Saude —
Comissado Nacional de Etica em Pesquisa (MS, 2000Db).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo desenvolveu-se a andlise das
idéias centrais e dos discursos do sujeito coletivo acer-
ca da etiologia, transmissao, prevencao, tratamento da
leishmaniose e validade da intervencgao educacional
de pacientes portadores da doenca, antes e depois do
tratamento e intervencao educacional sendo que os
resultados estdo apresentados nas Tabelas de I a VII.

Em relacdo ao que é leishmaniose (Tabela I) apare-
cem trés idéias centrais, tanto antes quanto depois do
tratamento e intervencao educacional: “vem do mos-
quito ou animais”, "“é grave" e “néo sabe".

A primeira idéia central “vem do mosquito ou ani-
mais"”, antes do tratamento e educacdo em satude, apon-
ta para um sujeito coletivo que tem nocoes acerca dos
elementos epidemioldgicos da leishmaniose tegumen-
tar. Entretanto, no discurso, as idéias se mostram con-
fusas e sem a clareza de como estes elementos se en-
trelacam para fechar o ciclo:

“E um mosquito que pica a gente e transmite o virus... Uns
falam que é uma doencga que vem do rato, outros falam que
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vem do macaco... 0 macaco tem tuberculose dai ele morre
e a carniga dele infectiza e... da isso ai! No lugar que a
gente ta pegando é por causa do mato”.

E importante lembrar que a literatura sugere que o
conhecimento popular sobre transmissao vetorial é fre-
quentemente pobre em dreas endémicas, aparecendo
sempre uma série de explicacoes alternativas para a
transmissdo (Evans et al., 1993; Aikens et al., 1994;
Williams-Blangero, et al., 1999).

Apobs a educacao em saude o sujeito coletivo ad-
quire a capacidade de sintese do discurso com clareza
de idéias e objetividade:

“Leishmaniose é transmitida pelo mosquito, que vem atra-
vés dos animais. E um mosquito bem perigoso”.

Com a intervencao educacional buscou-se introdu-
zir algum conhecimento cientifico, no sentido de des-
mistificar conceitos vagos, difusos ou inveridicos, como
afirma Falavigna et al. (2000). Este fato pode ser me-
lhor entendido conforme relatos de Dryden & Vos
(1996) que afirmam que aprendemos 10% do que le-
mos, 15% do que ouvimos e 80% do que vivenciamos.

Na segunda idéia central “é grave", o sujeito coleti-
vo que ainda nao passou pela doenca, tende a minimi-
zar sua importancia e gravidade apesar de afirma-la:

“Ah... leishmaniose é grave. E uma coisa bem estranha,
dolorosa, dificil de tratar.”

Said (1984) e Andrade & Coelho (1997) apontam
para o fato de que a dimensao concedida a um proble-
ma se relaciona com as concepgoes acerca do mesmo
que por sua vez, guardam estreita relacdo com sua vi-
véncia.

Apés a doenca, percebe-se um sujeito coletivo con-
victo das dificuldades relacionadas a doenca e ao trata-
mento, mencionando inclusive o estigma que a cerca:

“... leishmaniose é um pesadelo... te deixa meio nervoso.
Porque todo mundo pergunta o qué que é isso e vocé tem
que ficar explicando...”.

Costa et al. (1987) ja& chamavam a atencéo para o
fato da leishmaniose ser uma doenca estigmatizante
pelas lesdes e sequelas e que pode produzir, no decor-
rer de sua evolucao, fen6menos psicossociais.

A persisténcia do sujeito coletivo que nao conse-
gue conceituar a leishmaniose, mesmo apoés a vivén-
cia da doenca e a educacdo em saude, aponta para o
fato de que conhecimentos técnicos ndo sao facilmen-
te incorporados, particularmente por individuos de
baixo nivel sécio-cultural e que sequer tinham os co-
nhecimentos populares. Esta observacao encontra su-
porte em Vasconcelos (1998), que afirma que a expe-
riéncia de educacao popular no setor saude € um pro-
cesso demorado e extremamente exigente de investi-
mento profissional.

Quanto aos mecanismos de transmissao (Tabela II),
surge apenas uma idéia central tanto antes quanto apos
a educacdo em saude e tratamento: “através do vetor/
meio ambiente". J& no primeiro discurso, percebe-se
conhecimentos epidemioldgicos sobre a transmissao
da doenca e sua profilaxia. Entretanto, existem lacu-
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nas em como usar estes conhecimentos para a efetiva
profilaxia. Novamente falta para este sujeito coletivo
a nocao da real posicao dos elos da cadeia epidemio-
légica da doencga (Williams-Blangero et al., 1999).

“O que eu vejo dizer, é que € um mosquito... infectado. Con-
forme tem muita dgua parada... rios, matas umidas, lugar
poluido. Eu acho também que de alguma criagdo, assim
que deve ta infectada que se aproxima e vem até a gente”.

Apbs receber a educacdo em saude surge um dis-
curso com idéias mais claras e objetivas, definindo com
mais clareza o papel do vetor e dos reservatérios do-
mésticos na cadeia de transmissao:

“Pega através do mosquito contaminado. Pode ser que o
mosquito mordeu um animal que ja esteja contaminado,
cachorro, e pode passar para o ser humano”.

Acerca do que pode ser feito para evitar a leishma-
niose, (Tabela III) surgiram nos dois momentos da en-
trevista duas idéias centrais: “sabe alguma maneira"
e "néo sabe". Da primeira idéia central, antes do tra-
tamento, evidenciou-se um sujeito coletivo que conhe-
ce algumas maneiras de prevencao da leishmaniose
mas que se revela com certo pessimismo em relagdo a
elas:

“Mas vai fazer o qué? Pode ser picado até em casa!...vai
virar uma epidemia”.

No entanto, ap6s a intervencdo educacional e tra-
tamento, o sujeito coletivo sabe que é possivel fazer
alguma coisa e as medidas preventivas sao permea-
das por uma certeza de que se bem conduzidas, po-
dem dar certo:

‘Ah sim... precaugées. Usar repelente, telinha, veneno. Usar
roupa de manga comprida. Nao ficar freqlientando beira de
rios, matas, lugares sujos. Evitar de ir pescar... Porque se
n&o fizer, ndo tem condi¢des de parar com esses proble-
mas desses mosquitos.”

A segunda idéia central “néo sabe", mesmo depois
do tratamento e educacdo em saude, expressa nova-
mente o sujeito coletivo que tem dificuldades para in-
corporar os conhecimentos técnicos.

Podemos constatar também que ¢é dificil separar o
discurso da transmissao e da prevenc¢do. As maneiras
de transmissao emergem entrelacando as medidas pre-
ventivas colocando em destaque que a distin¢ao des-
ses aspectos € algo proprio do modelo explicativo das
ciéncias da saiide mais ndo da concepgéo popular (No-
ronha et al., 1995).

Acerca dos sentimentos frente ao diagnostico posi-
tivo para Leishmania sp (Tabela 1V), surgiram duas
idéias centrais antes do tratamento e intervencéao edu-
cacional. No primeiro discurso o sujeito esta bastante
triste e preocupado com todas as questdes inerentes a
doenca e seu tratamento:

“Me sinto assim bastante triste. O tratamento é prolonga-
do... a gente perde tempo se preocupando com o proble-
ma, que pode ser curado, mais é realmente tempo da sua
vida que vocé perde!”
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No segundo discurso o sujeito expressa sentimen-
tos de confianca, ou por acreditar na medicina, ou pelo
alivio de ter seu diagnostico elucidado:

“Eu estou tranqtiilo. Porque ja faz uns trés ou quatro meses
que eu estou com a doenga e ndo estava sabendo o que
era. Agora eu estou sabendo o qué que é, prd poder tratar...
a gente acredita muito nos médicos, na medicina...”

Ao ser aplicada a mesma pergunta relativa aos sen-
timentos, pos-tratamento e educacdo em saude, sur-
giu uma Unica idéia central que se expressa num dis-
Ccurso em que o sujeito se mostra sossegado, tranqtiilo,
mas que nao deixou de mencionar o quanto o trata-
mento foi dificil e doloroso:

‘Ah... agora sim. Agora estou me sentindo bem... sossega-
do... tranqtiilo. Acabou aquele apavoramento. Essa inje¢cdo
é forte e ela me baqueou bastante. Doia muito. Mais depois
que acabou as injegées, eu estou me sentindo 6timo. Gra-
cas a Deus ja passou!”

Roberto et al. (1997) j& apontavam para as dificul-
dades de tratamento, como o elevado niimero de am-
polas prescritas por paciente e os graves efeitos cola-
terais bem como auséncia de recursos humanos quali-
ficados para o seu acompanhamento. Esta situacao tem
ocasionado grande sofrimento aos pacientes aliada ao
fato de ser uma doencga de longa durac¢ao, requerendo
meses e algumas vezes anos para a sua completa re-
missao.

Em relacdo a questao de ter sido afetado o relacio-
namento familiar ou de amizades por causa da doen-
ca (Tabela V) surgem duas idéias centrais distintas,
antes e depois do tratamento e intervencao educacio-
nal. O primeiro discurso coletivo aponta para um su-
jeito que nao encontra problemas de relacionamento
com parentes e amigos pelo fato de estar com a leish-
maniose. E interessante que este sujeito, mesmo an-
tes de receber a educacao em saude, tinha conheci-
mentos de como a doenca era transmitida, demons-
trando ser patente o beneficio estabelecido pelo co-
nhecimento na qualidade de vida, mesmo de um indi-
viduo portador de doenca crénica estigmatizante:

“...ninguém ficou com medo porque as pessoas sabem, que
essa doenca é transmitida SO pelo mosquito”.

Segundo Dias (1998), a aquisicdo de informacao
contribui para o aumento da auto-estima e exercicio
da cidadania.

A segunda idéia central evidencia um sujeito cole-
tivo que sente o preconceito e os fend6menos psicosso-
ciais que as lesoes estigmatizantes produzem no de-
correr de sua evolucao, particularmente quando em
regides expostas:

“...quando eu saio na rua as pessoas olham....as vezes eu
acho esquisito que todo mundo pergunta o qué que é. Por-
que é no rosto, é exposto. E esquisito, é estranho!”

Magalhées et al. (1990) admitem que a ignorancia
de aspectos importantes da doenca, principalmente do
carater ndo contagiante da mesma, determina a atitu-
de de rejeicao.
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Quanto ao conhecimento sobre o tratamento da leish-
maniose (Tabela VI), no primeiro momento da entrevis-
ta, convém salientar a énfase do sujeito coletivo que
sabe que sao muitas injecdes, que sao dolorosas e que o
tratamento tem que ser feito para se obter a cura. Netto
et al. (1985) em uma investigacdo a respeito do que
pensa a populacdo sobre varios aspectos da leishma-
niose, afirma que em termos de tratamento as injecoes
foram fortemente mencionadas. No entanto, o tratamen-
to ainda ndo é conhecido de todos, pois na seqgunda idéia
central aparece o discurso do sujeito coletivo que nao
tem conhecimento sobre o tratamento da doenca.

No segundo momento da entrevista, ap6s a conclu-
sao do tratamento, o tema abordado foi a motivacao para
o término deste, a despeito das inimeras dificuldades.
Surgiram duas idéias centrais. A primeira, “tratamento
completo motivado pelo medo das complicacoes", evi-
dencia um sujeito coletivo consciente da importancia
do tratamento. O medo, alids, surge porque ele tem co-
nhecimento das complicagdes que ocorrerao, caso ele
nao faca o tratamento corretamente:

“...0 medo da doenga que é muito braba. Se vocé néo cui-
dar, pode virar até uma doenga mais gravissima. Pode até,
sei la, perder uma perna. Eu ndo quero pra mim!”

A segunda idéia central, “tratamento completo
motivado pelas orientacoes”, aponta a presenca de um
sujeito coletivo também consciente, mas que incorpo-
rou as orientacoes e se apegou a elas para finalizar o
tratamento, mesmo com todas as dificuldades:

“...6 a orientagéo, as explicagbes. Foi pedido que a gente
faca um tratamento certinho, se deixar complica mais. Vale
a pena! A saude em primeiro lugar!”

Somente ao final do tratamento, os pacientes fo-
ram abordados com uma questao de avaliacao do tra-
balho do qual eles haviam participado (Tabela VII).
Surge desta questdo uma tnica idéia central num dis-
curso coletivo que enfatiza a importancia da orienta-
cdo para a conscientizacao e enfrentamento da doen-
ca e tratamento:

“...me conscientizei que eu tinha que fazer o tratamento certo
pra poder sarar. Me ajudou a ser persistente. A gente ficou
mais positivo, com um pensamento melhor. A orientagdo
vale muito, tira 0 medo da gente.”

Segundo Vasconcelos (1998), as préaticas educati-
vas inseridas na dindamica social local tém sido dina-
mizadas para o enfrentamento de quadros de adoeci-
mento. O processo educativo é uma forma de encora-
jamento e apoio para que as pessoas € grupos sociais
assumam um maior controle sobre sua saude e suas
vidas. E também o ponto de partida para a tomada de
consciéncia e incorporacdo de hébitos preventivos.

CONSIDERAGOES FINAIS
Esta pesquisa aponta para a necessidade da siste-
matizacdo de projetos de educacdo para a saude em
niveis mais abrangentes. No caso especifico dos por-
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IDEIA CENTRAL E DISCURSO DO SUJEITO COLETIVO ANTES E DEPOIS DO TRATAMENTO E INTERVENCAO EDUCACIONAL
DE PACIENTES PORTADORES DE LEISHMANIOSE EM RESPOSTA AS PERGUNTAS, RESPECTIVAMENTE

TABELA |
“0 que é leishmaniose para o(a) senhor(a)?”

Antes do tratamento

Depois do tratamento e intervencdo educacional

Idéia central (1) Discurso do suijeito coletivo (1) Idéia central (1) Discurso do suijeito coletivo (1)
Vem do Vem do mosquito ou animaisE um mosquito que pica a Vem do Leishmaniose é transmitida pelo mosquito, que vem
mosquito gente e, transmite o virus e atrapalha muito a saude da mosquito através de animais. E um mosquito assim... bem perigoso,
ou animais gente. E um mosquito muito perigoso por causa que se ou animais que eu ndo quero ter o prazer de receber a picada
ndo tratar.. depois com o tempo acaba reconhecendo novamente.
no nariz, ou na boca ou na lingua. Entdo € um problema Idéia central (2) Discurso do sujeito coletivo (2)
sério, isso ail Uns falam que é uma doenga que vem do 7 - - ~ — - ~
rato, outros falam que vem do macaco, outros falam que E grave Leishmaniose é um problema sério. O pior de tudo é o

vem da cobra. Da febre deles, né! Diz que é tirada da
tuberculose... 0 macaco tem tuberculose dai ele morre e
a carnica dele infectiza e... da isso ail No lugar que a
gente ta pegando, é por causa do mato.

Idéia central (2) Discurso do sujeito coletivo (2)

E grave Ah... leishmaniose é grave. Eu acho que tem que ser
tratada. Foi a primeira vez que eu vejo uma doenga no
meu corpo assim grave. E uma coisa bem estranha,
dolorosa, dificil de tratar também.

Idéia central (3) Discurso do suijeito coletivo (3)

Nao sabe Ah... isso eu ndo tenho a menor idéia. Eu ndo sei o qué
que é. Ja tinha ouvido falar, mas... nunca tinha parado
pra pensar sobre a doenga. Nunca esperava que eu
pegaria a doenga.

remédio, que é muito doido. E um problema dificil pré
tratar. E uma doenca perigosa por causa que tem que
tratar bem tratado e fazer o regime certo. Incomoda muito
a gente. Entao o bom seria se a gente ficasse sem isso
que é brabo, né! Leishmanigse é um pesadelo. A gente
sempre fica com medo, né! E uma doenca que preocupa
bastante a gente. Leishmaniose é um negécio que, as
vezes te deixa meio nervoso. Porque todo mundo chega
em vocé e pergunta qué que é isso? E vocé tem que
ficar explicando, entende? Entdo eu acho que é uma coisa
assim incémoda, tanto pra mim como para o meu sistema
nervoso.

Idéia central (3) Discurso do sujeito coletivo (3)

Nao sabe Ah... isso ai eu néo sei responder nao!

TABELA Il
“Como o(a) senhor(a) acha que se pega esta doenca?”

Antes do tratamento

Depois do tratamento e intervencao educacional

Idéia central (1) Discurso do suijeito coletivo (1)

Idéia central (1) Discurso do sujeito coletivo (1)

Através do vetor/ | O que eu vejo dizer, é que é um mosquito... infectado.

meio ambiente | Diz que é um tal de asa de palha. Conforme tem &agua...
muita 4gua parada... isso ai que junta o mosquito, né? A
informagdo que eu tive é em rios, matas umidas, lugar
poluido. E... inclusive tem rios afetados na regido. A gente
tem que tomar muito cuidado, usar repelente quando for
pescar, né! Esse tipo de coisa. Tomar certos tipos de
precaugdo, porque eu acho que nunca iria acontecer
comigo e aconteceu, entao pode acontecer com muita
gente. Bom, eu acho também que de alguma criagédo,
assim que deve td infectada que se aproxima e vem até a
gente. Essa doenca se pega... como eu mesmo peguei
no servigo, trabalhando a noite. Senti a coceira no brago
e ai depois, com trés dias eu cocei e saiu aqueles
carogos. Foi trabalhando.

Através do vetor/ | Pega através do mosquito contaminado. Pode ser que o

meio ambiente mosquito mordeu um animal que ja esteja contaminado,
cachorro, e pode passar para o ser humano, né! Como
eu fiquei sabendo, é pegado em beira de rios, que é um
foco, em lagoas, matas Umidas, onde tem muitas arvores
no escuro, lugares sujos. Mas eu acho que mais em beira
de rio, a tardinha, pescando. Eu sem ta pescando peguei
isso, no meu servigo. E sé a gente as vezes facilitar um
pouco, ndo tomar as medidas certas que deve tomar, né!

TABELA Il
“0O(A) senhor(a) tem idéia do que fazer para evitar a leishmaniose?”

Antes do tratamento

Depois do tratamento e intervencdo educacional

Idéia central (1) Discurso do suijeito coletivo (1) Idéia central (1) Discurso do suijeito coletivo (1)
Sabe alguma Olha... 0 que eu fago sempre assim pra prevenir, a gente Sabe alguma Ah, sim...precaugbes, né! Usar repelente, telinha, veneno.
maneira passa repelente, né! Sempre passa, mas assim mesmo maneira Usar roupa de manga comprida. Néo ficar freqlientando

esse ndo respeitou nem o repelente! E... usar roupas
compridas, de manga longa. Calgados ideais, esse tipo
de coisa, né! Ndo manter animais em casa. Quintal muito
limpo, galinheiro. Quanto mais limpeza melhor! O que a
gente pode se aplicar... é de ficar em casa. Isso ai deve
evitar. Mas vai fazer o que? Pode ser picado até em casa!
Eu acho que se continuar, vai virar uma epidemia.

Idéia central (2) Discurso do suijeito coletivo (2)

Nao sabe Néo, eu ndo tenho idéia, eu ndo sei como evitar. De jeito
nenhum.

muito beira de rios, matas, lugares sujos. Evitar de ir
pescar nos horarios, a tarde e de manha cedo. Acho que
a gente pode evitar assim: passar veneno na cidade,
nessas lagoa ai que estdo tudo infectada. Porque se nao
fizer, ndo tem condi¢des de parar com esses problemas
desses mosquito ail Mais limpeza!

Idéia central (2) Discurso do sujeito coletivo (2)
Nao sabe Né&o tenho idéia, nao!

tadores de leishmaniose tegumentar, suas concepcoes
depois da intervenc¢ao educacional revelaram a impor-
tancia do seu acompanhamento e da conscientizacao
para o enfrentamento da doenca e tratamento. Estes
dados podem nortear novas formas de abordagem aos
pacientes portadores de doencas cronicas, em sinto-
nia com os principios do Programa Saude da Familia
(MS, 1994) de priorizar as agdes de protecdo e promo-
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cdo a saude dos individuos de forma integral e conti-
nua. Por essa perspectiva reiteramos o que afirma Ro-
cha (2000): “conscientizagdo é um processo que per-
mite ao homem compreender a realidade que o cerca,
como ela se estrutura, o que ele é e a reagir a essa
realidade, assumindo seu destino e dos seus semelhan-
tes com autonomia, buscando sempre melhores condi-
¢bes de vida”.
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IDEIA CENTRAL E DISCURSO DO SUJEITO COLETIVO ANTES E DEPOIS DO TRATAMENTO E INTERVENCAO EDUCACIONAL
DE PACIENTES PORTADORES DE LEISHMANIOSE EM RESPOSTA AS PERGUNTAS, RESPECTIVAMENTE

TABELA IV
“Como o(a) senhor(a) esta se sentindo sabendo que esta/esteve com a Leishmaniose?”

Antes do tratamento

Depois do tratamento e intervencéo educacional

Idéia central (1)

Discurso do sujeito coletivo (1)

Idéia central (1)

Discurso do sujeito coletivo (1)

Sentimentos
de preocupagao

Me sinto assim... bastante triste, com medo dela atacar e
a gente ndo poder trabalhar. O tratamento é prolongado
e a gente perde tempo se preocupando com o problema,
que pode ser curado, mais é realmente tempo da sua
vida que vocé perde! E também pode servir como um
aprendizado, né! A gente aprende que na vida ndo é so
saude, também a gente passa por problemas! A gente
fica meio desapontado, porque o tratamento disso ai é
complicado. Tem que tomar muita injegdo, né! Tem que
tratar, se Deus quiser, sara.

Idéia central (2)

Discurso do sujeito coletivo (2)

Sentimentos
de tranqilidade

Eu estou tranqdiilo. Porque ja faz uns trés ou quatro meses
que eu estou com a doenga e ndo estava sabendo o que
era. Agora eu estou sabendo o qué que é, prda poder
tratar, entdo, eu estou tranqdilo. Eu estou bem porque a
gente acredita muito nos médicos, na medicina.

Sentimentos
de preocupagao

Ah... agora sim. Agora estou me sentindo bem, sossegado
tranquilo. Acabou aquele apavoramento. No inicio eu senti
bem mal, eu estava muito preocupado mesmo, que eu
via que aquilo estava comendo meu pé. Essa injecéo é
forte e ela me baqueou bastante, me derrubou bem. Doia
muito... todo o corpo, nas juntas, tudo que vocé pensar
déi! Mais depois que acabou as inje¢ées, eu estou me
sentindo étimo, gragas a Deus!

TABELA V
“Foi afetado seu relacionamento familiar ou de amizades por causa da doenc¢a?”

Antes do tratamento

Depois do tratamento e intervencao educacional

Idéia central (1)

Discurso do sujeito coletivo (1)

Idéia central (1)

Discurso do sujeito coletivo (1)

Nao foi afetado
nenhum tipo de
relacionamento

Néo de jeito nenhum. Ninguém ficou com medo porque
as pessoas sabem, que essa doenga é transmitida, sO
pelo mosquito. Nao pode é deixar ficar assim muito tempo
com ela, que pode passar no sangue da gente.

Nao foi afetado
nenhum tipo de
relacionamento

Né&o. Tudo normal. Problema nenhum porque a gente
estava com essa mordida de mosquito ai. Nao da
problema com vizinho ou parente, ndo! O pessoal nao
tem cisma disso ai.

Idéia central (2)

Discurso do sujeito coletivo (2)

Idéia central (2)

Discurso do sujeito coletivo (2)

Sente preconceito

Eu me sinto assim, quando eu saio na rua, que as vezes
as pessoas olham, né! E... as vezes eu acho _esquisito

ue todo mundo pergunta o qué que é. Porque é no rosto,
e exposto. Entao é esquisito sabe! E estranho!

Sente preconceito

Quando eu fui no Posto de Salde teve pessoas la, que
achou que isso aqui fosse que nem AIDS. Que era
contagioso! Tem gente que sente preconceito, mas ndo
sdo todos, nao!

TABELA VI
(a) “O(A) senhor(a) sabe alguma coisa a respeito do tratamento desta doenca?”
e (b) “O qué o motivou a finalizar o tratamento?”

(a) Antes do tratamento

(b) Depois do tratamento e intervengdo educacional

Idéia central (1)

Discurso do sujeito coletivo (1)

Idéia central (1)

Discurso do sujeito coletivo (1)

Sabe algo

Eu sei que tem que tomar um monte de injecdo, né! E
que deve ser tratada o mais rapido possivel e com
medicamentos ideajs e serem tomados com
responsabilidade, né! E isso que eu sei. Se vocé faz o
tratamento certinho vocé é curado.

Idéia central (2)

Discurso do sujeito coletivo (2)

Nao sabe

Néo, nao sei de nada. Como se trata, como que nao.

Tratamento
completo motivado
pelo medo das
complicagoes

O medo da doenga que é muito braba! Medo que eu tive
de as vezes fazer pela metade e depois voltar a doenca.
E eu ficar com aquilo na cabega, pensando que foi por
causa que eu parei pela metade. O risco, porque de
repente € uma doenga que se vocé ndo cutdar pode
virar até uma doenca mais gravissima, né! Pode até perder
uma perna. Porque eu jé vi pessoas que ficou feio, coisa
horrivel, né! Eu ndo quero pra mim. O importante é sarar,
viver bem!

Idéia central (2)

Discurso do suijeito coletivo (2)

Tratamento
completo motivado
pelas orientacoes

Muito bem, completei direitinho, ndo falhou um dia de
tratamento! A gente fez aquilo que foi pedido, né! E a
orientagdo, as explicagées, porque foi pedido que a gente
faca um tratamento bonito, pra ter satide mais rapido!
Tem que fazer certinho, porque se deixar, complica mais.
Entao mesmo que a gente passa apurado um pouquinho,
mais vale a pena! A satide em primeiro lugar!

TABELA VI

“Qual a sua opiniao a respeito deste tipo de trabalho do qual o(a) senhor(a) participou?”

Idéia central (1)

Discurso do sujeito coletivo (1)

E um bom
trabalho/me
conscientizou

E um étimo trabalho porque pelo menos conscientiza um pouco quem ja passou e quem ta passando agora, né! Fica consciente realmente da
doenca que é. Hoje eu posso passar pras pessoas o que é leishmaniose. Ele me conscientizou que eu tinha que fazer o tratamento certo pra
poder sarar. Eu acho muito importante! Me ajudou a ser persistente e eu fiquei com medo, porque o que eu vi naquele papelzinho de
leishmaniose, o nariz do rapaz defasado, nossa... aquilo me deixou amedrontado. Pré mim tem que ser feito, isso ai tem que continuar E o
principal sdo as autoridades se ajuntarem e fazer um trabalho melhor, de limpeza, entendeu? Eu acho que isso aqui um dia pode acabar!
Assim conversando a gente vai se entendendo, vai aprendendo mais, todo mundo participa junto. A pessoa vai explicando e a gente vai
ficando mais atento pras coisas. Isso ai é que foi o mais importante. Ah...também o qué ajudou é que a gente ficou melhor, assim, ficou mais
positivo, com um pensamento melhor. A orientagdo vale muito! A gente fica mais tranqdiilo, gragas a Deus! Tira o medo da gente!
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