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Determinacao de nitritos
em alimentos carneos

Nitrite’s determination in food contents meat

Francisco Afrdnio Cunha®; Teresa M. de Jesus P Carvalho?; Everardo Albuquerque Menezes?; Micheline Soares C. Oliveira?;

Petrénio Augusto S. Souza®; Alexsandra Fernandes Pereira® & Aurelice Barbosa de Oliveira®

RESUMO - Os nitratos e os nitritos sdo encontrados naturalmente no meio ambiente, além de serem utilizados
como aditivos alimentares, logo podem ser ingeridos através da alimentacdo e da dgua. Determinar a quantidade
de nitritos presentes em alimentos ¢ justificado devido a sua potencial toxicidade quimica, podem ser formados a
partir dos nitratos, além de serem precursores das nitrosaminas, substancias cancerigenas. Foram analisadas 44
amostras de produtos cdrneos, e feitas as determinacdes dos teores de nitritos. A técnica utilizada em nosso estudo
foi o método Griess-Yslovay modificado. Todos os produtos analisados apresentaram concentracdo abaixo do limite
estabelecido, 150 ppm e as salsichas tiveram o teor mais elevado para nitritos.

PALAVRAS-CHAVE - Nitritos, nitrosaminas, método de Griess-Yslovay.

SUMMARY - The nitrates and nitrites are found in the environment way, are used also as additive of the food then
they can be swallowed throught of the feeding and of the water. To determine the amount of nitrites in foods is
justified due to its chemical toxicity potencial. The nitrites are formed from nitrates, being precursory of the nitrosa-
mines, substances that provoke cancer.44 samples of food contents meat were analyzed and made determination of
grade the of nitrites. The technique used in our study was the Griess-Yslovay method modified. All yhe analyzed
products presented concentration under of established limit 150 ppm, and the sausages had the high grade of the
nitrites.

KEYWORDS — Nitrites, nitrosamines, Griess-Yslovay method.
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INTRODUCAO

o Brasil e em inimeros paises, os aditivos alimen-

tares sao usados amplamente, exercendo diferen-

tes fungoes no produto final. Seu emprego é, entretan-

to, limitado por legislacoes especificas, apoiadas em cri-

térios restritivos que levam em consideracao recomen-
dagoes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)*°,

Os nitritos nos alimentos foram alvo de preocupacao,
quando foram implicados em casos de leucemia na infan-
cia®. Entre os aditivos utilizados como conservantes, estdo
os nitritos e os nitratos os quais sao adicionados aos ali-
mentos carneos, para conferir-lhes a cor rosada e sabor
caracteristico e evitar o crescimento de microrganismos,
principalmente o Clostridium botulinum®'. A cor résea dos
alimentos curados é obtida devido a formacao do pigmen-
to nitrosilmioglobina, resultado da reacdo da mioglobina
com 6xido nitrico proveniente da reducao do nitrito®.

Os nitratos podem ser encontrados no meio ambien-
te, isto é, no solo, alimentos, &gua e ar. Os nitratos po-
dem se reduzir e produzir os nitritos no meio biol6gico®.
Os nitritos por sua vez em pH acido e na presenca de
aminas e amidas secunddrias podem formar as nitrosa-
minas e nitrosamidas, compostos reconhecidamente can-
cerigenos’. Com o objetivo de padronizar uma técnica de
determinacdo de nitritos de facil realizacdo e determinar
a concentracdo de nitritos em alimentos a base de carne,
foram analisadas 44 amostras de produtos cdrneos co-
mercializados na cidade de Fortaleza, no periodo de ju-
lho a agosto de 2002. Os produtos selecionados foram:

salsicha, lingiuica, mortadela, salame, carne enlatada,
fiambre, feijoada, carne de hamburguer e presunto.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de 8 marcas de salsicha, 6 de
lingtica, 14 de mortadela, 5 de presunto, 1 de feijoada,
2 de salame, 2 de paté, 3 de carne enlatada, 2 de carne de
hambtrguer e 1 amostra de fiambre. Das amostras foram
pesadas 10,0 g e em seguida utilizou-se o método de Gri-
ess-Yslovay'® modificado, onde o nitrito é extraido em so-
lucéo &cida a quente, sofrendo uma reacado de diazotacao
com o acido sulfanilico e posterior acoplamento do sal de
diazonio com o a-naftol, formando um composto colorido
que foi lido em espectrofotometro a 474 nm.

DISCUSSAO

A determinacdo espectrofotométrica de nitritos ¢ uma
técnica simples, de baixo custo, com resultados reprodu-
tiveis e que pode ser usada na rotina laboratorial''. A
quantificacdo do teor de nitritos presentes em alimentos
¢ justificada devido a sua potencial toxicidade®. Dentre
as amostras analisadas, as que apresentaram maiores teo-
res de nitritos foram as amostras de salsichas, lingticas,
presunto e mortadela. O limite de ingestdo didria de ni-
trito recomendado pela OMS é de 0,06 mg/ kg de peso
corporeo’®, Um adulto de 70 kg poderd consumir apenas
4,2 ppm de nitrito por dia sem que ocorram riscos a sau-
de, o que corresponderia aproximadamente a 60 g da
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RESULTADOS

Nas Figuras 1 a 6 sdo mostrados os teores de nitritos, em ppm (partes por milhdao), encontrados nos produtos

carneos estudados:
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FIG. 1 - Teor de nitrito, em ppm, nas amostras
de salsichas.

FIG. 2 - Teor de nitrito, em ppm, nas amostras
de presunto.
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FIG. 3 - Teor de nitrito, em ppm, nas amostras
de paté (P), carne de hamburguer (CH) e salame
(S). ND- nao detectado.
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FIG. 4 - Teor de nitrito, em ppm, em amostras de
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FIG. 5 - Teor de nitrito, em ppm, em amostras de
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FIG. 6 - Teor de nitrito, em ppm, em amostras de

carne enlatada (C.E), feijoada e fiambre. mortadela.

salsicha 4 (Fig. 1). A legislacao brasileira determina que
o limite méximo permitido para nitrito em produtos céar-
neos ¢ de 150 ppm de nitrito'?, portanto, todos os produ-
tos analisados estavam dentro dos valores permitidos pela
legislacdo. Os nitritos sdo potencialmente téxicos, prin-
cipalmente, para criangas. Criancas que comiam mais de
12 cachorros-quentes por més, tinham 9 vezes mais chan-
ces em desenvolver leucemia na infancia, do que crian-
¢as que nédo possufam esses habitos alimentares®. Num
estudo realizado na Espanha, avaliando a presenca de
nitritos em alimentos para criancas, foi observado que
nenhuma das amostras continha mais que 0,05 ppm de
nitrito. Sabe-se que a ingestao de alimentos com eleva-
dos teores de nitritos pode provocar a metemoglobine-
mia, principalmente em criangas’. Em nosso estudo, pro-
dutos que tém a preferéncia das criangas, como por exem-
plo: salsichas, lingliica e mortadela apresentam um teor
consideravel de nitrito. As mortadelas recebem em seu
processo de preparacdo até 120 ppm de nitritos. Esse valor
decai para cerca de 15 a 32 ppm ao final do processo®.
Em nosso estudo, encontramos mortadela com até 31,2
ppm de nitrito (Fig. 6). Outros alimentos podem apre-
sentar nitritos como, por exemplo, o queijo que num es-
tudo realizado na Grécia, foram detectados até 2 ppm
de nitrito nos queijos comercializados na regiao®. E na
possibilidade de formacdo de composto N-nitrosos in
vivo que reside o maior risco toxicoldgico relacionado
aos nitritos. Entre os locais do organismo que podem
ocorrer a nitrosacdo das aminas, amidas e aminodcidos,
destacam-se, o estdbmago, onde existem condicoes alta-
mente favordveis de acidez; a cavidade bucal e a bexi-
ga urindria podem também ser sitio de nitrosacao de
aminas, formando os compostos nitrosaminas, substan-
cias reconhecidamente cancerigenas'. Varios estudos
tém fornecido informacdes e encontrado correlacoes
entre o teor de nitrito na alimentacao e aumento do ris-
co do cancer de bexiga, es6fago, nasofaringe, préostata e
linfomas ndo-Hodgkin?. Diante do potencial téxico do
nitrito, o uso dele em alimentos tem sido questionado,
sua eliminacao é desejavel, entretanto ndo sera facil en-
contrar um substituo com as mesmas qualidades e sem
o efeitos indesejaveis?.

a4

lingiica.

CONCLUSOES

* A determinacdo espectrofotométrica de nitritos é
uma técnica facil de montar e facil de se trabalhar
na rotina laboratorial.

e Os produtos carneos sdo alimentos que apresentam
teores importantes de nitritos.

* As salsichas, mortadelas e lingtiicas estdo dentre os
alimentos carneos estudados os que apresentaram
maior teor de nitritos.
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Estudo comparativo dos resultados obtidos
pelos métodos de imunocromatografia
e o ELISA para deteccao de anticorpos
IgM e IgG anti-virus dengue’

Comparative study of the results obtained by immunocromatography methods
and ELISA IgM and IgG antibodies detection antidengue virus

Fabio Carmona de Jesus Maués?; Sueli Guerreiro Rodrigues® & Marcio Roberto Teixeira Nunes®

RESUMO - O dengue constitui sério problema de satide publica no mundo, especialmente na maioria dos paises
tropicais. No Brasil, o diagndstico sorolégico é realizado pelo ensaio imunoenzimaético para captura de IgM (MAC-
ELISA) e IgG (ELISA IgG) anti-dengue, entretanto, inimeros kits estdo disponiveis no mercado. Nesse estudo, o
Kit Dengue - Teste Rapido em Tira (KD-TRT) é comparado com as técnicas padrdes. Foram utilizadas 72 soros,
incluindo soros de pacientes com infec¢do confirmada ou presuntiva por dengue, com infecgao por febre amarela
e rubéola, bem como, de pacientes com sorologia dengue negativa. O KD-TRT apresentou sensibilidade de 54,2%
e especificidade de 100% mediante andlise dos soros de pacientes com ou sem dengue. Quando incluidas as
amostras de febre amarela e rubéola, o KD-TRT apresentou os indices de 54,2% e 91,2% de sensibilidade e especi-
ficidade, respectivamente. Os resultados da deteccao de anticorpos IgG do KD-TRT foram correlacionados com os
resultados do ELISA IgG. O ELISA IgG detectou 20 (38,5%) reacdes primarias, 17 (32,7%) reagoes secundérias e
15 (28,8%) reacoes negativas, enquanto que o KD-TRT detectou 11 (21,2%), 7 (13,5%) e 34 (65,3%), respectivamen-
te. O KD-TRT apresentou menor sensibilidade e especificidade em relacao ao MAC-ELISA e baixa correlacao de
resultados com ELISA IgG.

PALAVRAS-CHAVE - Dengue, anticorpos IgM e IgG, MAC-ELISA, ELISA IgG, Kit Dengue — Teste Rapido em Tira.

SUMMARY - Dengue virus constitutes an important public health problem worldwide, specially in areas of tropical
countries. In Brazil, the serologic diagnostic is carried out by immune enzyme assays for IgM (MAC-ELISA) and IgG
(ELISA IgG) anti-dengue antibodies detection, however several kits are available for this purpose. In this study, the
Kit Dengue-Rapid Test Strip (KD-RTS) is compared with gold standard techniques. A total of 72 sera were used
including patients with DEN presumptive or recent infection, yellow fever or rubella infection, and with negative
serology for dengue. The KD-RST showed 54.2% of sensitivity and 100% of specificity by the analysis of the samples
from patients with or without DEN. When yellow fever and rubella samples were included, the KD-RTS showed 54.2%
and 91.2% of sensitivity and specificity, respectively. The KD-RTS IgG results were correlated with those obtained by
ELISA IgG. The ELISA IgG detected 20 (38.5%) primary, 17 (32.7%) secondary and 15 (28.8%) negative reactions,
whereas the KD-RTS detected 11(21.2%), 7(13.5%) and 34 (65.3%), respectively. The KD-RTS revealed less sensitivity
and specificity in comparison to MAC-ELISA, and low results correlation with ELISA IgG.

KEYWORDS - Dengue, antibody IgM and IgG, MAC-ELISA, ELISA IgG, Kit Dengue — Rapid Test Strip.
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INTRODUCAO

virus dengue (VDEN) pertence a familia Flavivi-
0 ridae, género Flavivirus e possui 4 sorotipos imu-
nologicamente distintos: VDEN-1, VDEN-2, VDEN-3
e 0 VDEN-4 (Van Regenmortel et al, 2000). De acordo
com suas peculiaridades ecoldgicas e imunoldgicas,
estd incluso no “grupo B" dos "arbovirus". Segundo a
Organizacdao Mundial de Saude (OMS, 1985):

Arbovirus sdo virus mantidos em natureza mediante
transmissdo bioldgica entre hospedeiros vertebrados
susceptiveis e artropodes hematdéfagos ou entre hospe-
deiro artrépode a hospedeiro artropode pela via transo-
variana e, possivelmente, da via venérea; multiplicam-

se e produzem viremia nos vertebrados, multiplicam-se
em tecidos de artrépodes e sdo passados a novos verte-
brados susceptiveis através da picada dos artrépodes,
apdés um periodo de incubagéo extrinseco.

O dengue ¢ hoje a mais importante arbovirose que
afeta 0 homem e constitui um sério problema de satde
publica no mundo, especialmente na maioria dos pai-
ses tropicais, onde as condicoes do meio ambiente fa-
vorecem o desenvolvimento e a proliferacdo do mos-
quito vetor, o Aedes aegypti (MS/FUNASA, 1996). Em
dreas onde provoca epidemias anualmente, como no
Brasil e na Asia, a dengue é uma doencga grave em ter-
mos de morbidade, mortalidade e custos econémicos;
sendo considerada também como a arbovirose mais di-
fundida no mundo, ocorrendo em todos os continentes,
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exceto na Europa (Travassos da Rosa et al., 1996). Cer-
ca de dois bilhdes de pessoas vivem em &reas onde é
possivel a transmissdao de dengue, e o numero de casos
é estimado entre 50 e 100 milhdes por ano (Martins &
Castineiras, 2001).

Por ndo apresentar sintomas especificos, a dengue
pode ser confundida clinicamente com vérias outras
doencas, como a leptospirose, o sarampo e a rubéola,
pois as mesmas sao doencas que provocam febre, pros-
tracao, dor de cabeca e dores musculares generaliza-
das (Travassos da Rosa et al., 1996). A infeccdo pelo
VDEN pode ser assintomética ou pode levar a uma sin-
drome febril viral indiferenciada, denominada sindro-
me da febre do dengue ou febre classica do dengue (FD),
e a febre hemorrdgica do dengue (FHD), com ou sem
sindrome de choque do dengue (SCD) (Paho,1994).

O diagnostico laboratorial especifico pode ser reali-
zado através de isolamento do virus, testes sorolégicos,
deteccdo do genoma e/ou antigenos virais (Travassos
da Rosa et al, 1996).

O diagnostico sorologico pela deteccao de anticor-
pos especificos; pode ser realizado mediante as técni-
cas tradicionais empregadas em virologia, como o teste
de inibicdo da hemaglutinacao (IH), teste de fixacdo do
complemento (FC) e teste de neutralizagao; ou pelo uso
de técnicas desenvolvidas posteriormente a estas, entre
as quais, se destaca o ensaio imunoenzimatico (ELISA)
(Paho, 1994).

As metodologias tradicionais, citadas acima, sao efi-
cientes e sensiveis, porém o tempo entre a coleta do
material e a conclusdo do diagnéstico é relativamente
longo, por fatores decorrentes da propria técnica ou da
evolucdo da resposta imune do paciente. O ensaio imu-
noenzimdtico para captura de anticorpos IgM (MAC-
ELISA) (Kuno et al., 1987) abreviou esse tempo, ja que
permite concluir o diagndstico com uma amostra de soro
da fase aguda da doenca, porém, ainda assim, muitas
vezes a confirmacao laboratorial coincide com a me-
lhora do paciente, pois 0o MAC-ELISA pode ser positivo
na primeira semana apos o inicio dos sintomas mas, em
geral, so alcanca positividade igual ou superior a 80%-
90% a partir do 5°-7° dias de doencga (Paho, 1994).

O MAC-ELISA é o teste "padrao ouro" utilizado pela
Rede Nacional de Laboratdérios de Saude Publica
(RNLSP) para diagnostico laboratorial presuntivo de
infeccoes recentes pelo virus dengue. A sensibilidade e
a especificidade do MAC-ELISA foi verificada em rela-
cao ao IH pelo teste de amostras de soros pareadas de
386 pacientes, e a comparacao de resultados dos soros
colhidos na fase aguda revelou 10% de falso-negativos
e 1,7% de falso-positivos (Paho, 1994).

No Brasil, o numero de casos de dengue aumenta nos
meses de maior indice pluviométrico, sobrecarregando
os laboratodrios da rede publica e particular. Atualmente
existem muitos kits (termo em inglés, consagrado pelo
uso em andlises clinicas, que designa embalagem con-
tendo reagentes destinados a realizacao de um determi-
nado exame) comerciais para o diagnoéstico de dengue,
apresentando como principais vantagens sobre as técni-
cas mencionadas, a brevidade na obtencao do resultado
pela rdpida execucao do teste. Entretanto, ainda néao fo-
ram oficialmente adotados pela rede publica por ainda
ndo terem sido avaliados quanto a sua eficiéncia.

A elaboracao de um painel de soros para avaliacao
de kits para diagnostico de dengue é uma tarefa que
tem gerado polémica. As recomendacoes constantes no
Report of Meeting of Dengue Laboratories in the Ame-
ricas (Paho — OMS, 1996), orienta que o painel deve ser
composto de 600 amostras, incluindo:
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(i) pequeno nimero de soros positivos altos e soros
negativos de dreas nao endémicas,

(i) Maior quantidade de soros com resultados duvi-
dosos, ou seja, positivos médios a baixos e negativos de
areas endémicas e,

(iii) amostras de soros positivos para outros flavivirus.

Neste contexto, é relevante um estudo comparativo
entre o MAC-ELISA e um kit comercial para diagnoésti-
co de dengue. O "Kit Dengue — Teste Rapido em Tira"
(KD-TRT) faz a deteccao de anticorpos da classe IgM e
IgG, simultaneamente, através do método de imuno-
cromatografia e foi selecionado para o estudo devido
sua utilizagdo por diversos laboratérios particulares que
realizam o diagnostico de dengue. A deteccao de anti-
corpos IgG pelo KD-TRT permite a distin¢do entre in-
feccdo primaria e infeccdo secunddria.

A infeccado primaria induz producado de anticorpos
contra o virus infectante, porém anticorpos grupo-es-
pecificos podem ser observados em titulos mais baixos
para os demais virus do mesmo grupo. A resposta soro-
légica na infeccdo secunddria € excessivamente rapida
e h& completa auséncia de especificidade; altos titulos
de anticorpos sao produzidos para os membros do gru-
po (Gubler & Kuno, 1999). Esse fato deve ser levado em
consideracdo em areas onde circulam diversos arbovi-
rus do mesmo grupo, para evitar diagnostico incorreto
por conta de reagdes cruzadas, caso a amostra suspeita
nao seja testada simultaneamente contra os diversos
arbovirus relacionados (Gubler & Kuno, 1999).

De acordo com a bula do KD-TRT, sua performance
foi analisada quanto a sensibilidade, utilizando soros
pareados com infecgdo priméria de dengue (n=17) e
soros pareados com infeccdo secunddria de dengue
(n=16); e especificidade, utilizando amostras positivas
para Maléria (n=5), Leptospirose (n=20) e Encefalite
Japonesa (n=9) e, também, soros pareados de pacien-
tes com sintomas de dengue e sem evidéncia laborato-
rial de infeccdo por dengue (n=17). Os resultados fo-
ram de 76% e 88% de sensibilidade para infec¢oes pri-
marias e secundarias, respectivamente; e 87% de espe-
cificidade no teste com outros agentes.

No presente estudo, um conjunto de soros criteriosa-
mente selecionados foi utilizado para andlise comparati-
va dos resultados obtidos pelo KD-TRT e o teste padrao
para deteccédo de anticorpos IgM (MAC-ELISA) utilizado
pela RNLSP do Brasil, bem como, pelo teste para detec-
cdo de anticorpos IgG (ELISA IgG) do CDC. Supomos
que o desempenho do KD-TRT, como método alternativo
no diagnéstico sorolégico de dengue poderd ser especu-
lado mediante a andlise de alguns parametros como:

(i) indices de sensibilidade e especificidade do KD-
TRT em relagao ao MAC-ELISA;

(i) taxas de resultados falso-negativo e falso—positi-
vo pelo KD-TRT em relacao ao MAC-ELISA e

(iii) correlacdo dos resultados da deteccao de anti-
corpos IgG pelo KD-TRT com aqueles obtidos pela téc-
nica de ELISA IgG.

MATERIAIS E METODOS

Selecao das amostras utilizadas

No estudo de correlagao entre os resultados de detec-
cao de anticorpos IgM pelo KD-TRT e pelo MAC-ELI-
SA, bem como, entre os resultados de anticorpos IgG pelo
KD-TRT e pelo ELISA IgG, foram utilizadas 72 amostras
de soros da demanda da rotina do Instituto Evandro Cha-
gas, os quais estdo preservados em sua soroteca (Tabela
I). Além dos soros de pacientes comprovadamente com
dengue e com diagndstico presuntivo de dengue, tam-
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bém foram incluidos soros de pacientes soropositivos para
febre amarela (flavivirus), com sorologia positiva para
rubéola e também negativos para dengue.

Pacientes comprovadamente com dengue

Foram selecionados soros pareados de 15 pacientes
que apresentavam a primeira amostra colhida durante
a fase aguda da doenca com isolamento do VDEN e a
segunda, durante a fase de convalescenca. Do total de
15 isolamentos, 8 foram DEN-1 e 7 foram DEN-2. To-
dos os pacientes sdo provenientes do municipio de Be-
1ém do Pard e foram atendidos na secao de arbovirus do
IEC no periodo de fevereiro de 1998 até maio de 2001.

Pacientes com diagndstico presuntivo de dengue

Foram selecionados 12 soros de pacientes provenien-
tes do Estado do Pard com diagnoéstico presuntivo de
dengue, isto €, com um diagnoéstico baseado nos aspec-
tos clinicos e na detecgdo de anticorpos IgM antiden-
gue no soro, coletado durante a fase aguda da doenca.
Das 12 amostras, 7 sdao de pacientes de Belém, 2 de
Salvaterra, 2 de Magalhaes Barata e 1 de Brejo Grande
do Araguaia (todos localizados no estado do Pard), no
periodo de fevereiro de 2000 até setembro de 2001.

Pacientes com febre amarela |

Foram selecionados 9 soros oriundos da epidemia de
febre amarela que ocorreu no municipio de Afud, Estado
do Para, durante o periodo de marco até maio de 1998; e
uma amostra proveniente do Estado do Mato Grosso.

Pacientes com rubéola

Os soros de 10 pacientes com rubéola foram gentil-
mente cedidos pela Dr? Elizabete Santos, do servico de
Meio Ambiente do IEC. A ficha epidemiolégica desses

mais util disponivel para determinar infeccdes recentes
por VDEN. Este teste geralmente substitui outras téc-
nicas devido a sua sensibilidade, possibilidade de au-
tomacdao e capacidade de acomodar um grande niumero
de amostras (KUNO et al., 1987) (Figura 1).

Ensaio Imunoenzimatico para deteccao
de anticorpos da classe IgG (ELISA IgG)

Duas variacoes do ELISA IgG tém sido descritas.
Burke et al. (1982) usaram um ensaio de captura para
mensurar anticorpos IgG semelhante ao sistema utili-
zado para a deteccdo de anticorpos da classe IgM. A
diferenca neste sistema estd na utilizacdo de anticorpos
de captura anti-IgG. Outro sistema, ainda mais sensi-
vel, foi descrito por Kuno e colaboradores em 1991, e
tem sido muito utilizado por laboratérios de referéncia
como o Centro de Controle e Preveng¢ao de Doengas 2
Calle Casia- San Juan, Porto Rico: o antigeno € adsor-
vido diretamente na placa, sempre usando um anticor-
po de captura (Figura 2).

| KD-TRT

O KD-TRT é um teste para deteccao qualitativa pre-
suntiva de anticorpos IgG e IgM anti-VDEN pelo mé-
todo de imunocromatografia, permitindo a diferencia-
cdo entre infeccdo primdria e secundéria. O teste so-
mente deve ser utilizado em pacientes com sintomas e
sinais consistentes com infeccao pelo VDEN. Os resul-
tados sao presuntivos e devem ser complementadas atra-
vés do isolamento do virus, andlises de soro pareados,
deteccdo imunohistoquimica do antigeno ou deteccao
do acido nucléico do virus, para confirmacao da infec-
cao pelo VDEN (vide bula do kit).

TABELA |
Numero de amostras utilizadas de acordo
com o critério determinado

pacientes nao continha informag¢dao quanto a infec¢oes . -
anteriores por VDEN ou vacinacao antiamarilica. Amostras Evideéncia Quantidade
Soros Soro (1) com isolamento 08
Pacientes sem dengue comprovadamente do VDEN-1
positivos para DEN-1 Soro (2) com IgM antidengue 08
Foram selecionadas amostras de soros de pacientes Soros Soro (1) com isolamento 07
que apresentavam resultados negativos para flavivirus, comprovadamente do VDEN-2
pelo teste de ITH para amostras pareadas. Do total de 10 positivos para DEN-2 Soro (2) com IgM antidengue 07
soros, 6 foram oriundos de Goiania e 4 do Espirito Santo. Soros com diagnéstico | Detecgéo de anticorpos IgM 12
positivo para Dengue antidengue
Técnicas sorologicas fg,ﬁ? ?e%?ep:ggpégs Casos notificados em 1998 10
Ensaio imunoenzimatico para a deteccao de fg;??u%%&:"'e”‘es Sorologia positiva 10
anticorpos da classe IgM (MAC-ELISA) S . -
oros de pacientes Soros (1) e (2) negativos 10
O ensaio imunoenzimético para captura de anticor- sem Dengue por sorologia
pos IgM (MAC-ELISA) é o procedimento sorolégico Total 72

Microplaca para teste de ELISA
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M Conjugado (anticorpo marcado com enzima peroxidase)
Il Substrato (Sistema ABTS)

FIG. 1 - Representacao esquematica da formagao de imunocomplexo em
reacao positiva no teste de MAC-ELISA (Fonte: IEC).
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FIG. 2 - Representacdo esquematica da formagao de imunocomplexo em
reacao positiva no teste do ELISA IgG (Fonte: IEC).



indices de sensibilidade e especificidade

Os indices de sensibilidade e especificidade sao cal-
culados empregando-se um quadro de dupla entrada
onde se representa de um lado a existéncia ou nédo da
doenca e de outro a positividade ou negatividade do
teste (Tabela II) (Ferreira & Avila, 2001).

Com base na Tabela II, podemos calcular a sensibi-
lidade e a especificidade, bem como as reacoes falsas,
utilizando férmulas (Quadro 1).

RESULTADOS

Os resultados do MAC-ELISA para os 52 soros de
pacientes com ou sem dengue, sem incluir os 20 soros
de pacientes com febre amarela e rubéola, foram classi-
ficados conforme a densidade éptica (DO) em positivo
baixo (DO < 0.500), positivo médio (0.500< DO < 1.000)
e positivo alto (DO = 1.000). Os resultados do KD-TRT
foram correlacionados conforme a escala de absorban-
cia estabelecida para o MAC-ELISA (Tabela III). Das
52 amostras testadas, 24 (46,15%) foram positivas para
dengue pelo MAC-ELISA, enquanto 13 (25%) foram po-
sitivas pelo KD-TRT.

O KD-TRT quando comparado com o MAC-ELISA
(Tabela IV) apresentou sensibilidade de 54,2%, especi-
ficidade de 100%, falso-positividade de 0% e falso ne-
gatividade de 45,8% (Quadro 2).

Os indices de sensibilidade e especificidade foram
também calculados para um total de 72 soros (Tabela V),
referentes as amostras da tabela de correlacao e de pa-
cientes com infeccao pelo virus da febre amarela e com
diagnéstico sorolégico de rubéola (Quadro 3).

O KD-TRT permite avaliar, de forma presuntiva, se a
resposta imunolégica humoral do paciente foi do tipo pri-
madria ou secundaria, desta forma foi realizada uma com-
paracao entre o KD-TRT e os resultados de deteccao de
anticorpos IgG pelo método de ELISA. Do total de 52
amostras o IgG ELISA detectou 20 (38,5%) reacbes pri-
marias, 17 (32,7%) reagoes secundarias e 15 (28.8%) rea-
coes negativas, enquanto que o KD-TRT detectou 11
(21,2%), 7 (13,5%) e 34 (65,3%) reacdes primarias, se-
cundarias e negativas, respectivamente (Tabela VI).

DISCUSSAO

Inicialmente, os indices de sensibilidade e especifici-
dade para o KD-TRT foram calculados empregando-se o
quadro de dupla entrada (Tabela II), considerando os re-
sultados obtidos no MAC-ELISA para 52 amostras de so-
ros de pacientes com suspeita clinica de dengue, bem como
soros de pacientes sem dengue. Do total de 52 amostras,
11 (21,1%) apresentaram resultados discordantes (Tabela
III). Das 24 amostras positivas para dengue pelo MAC-
ELISA, 11 (45,8%) foram negativas pelo kit, comprome-
tendo seu indice de sensibilidade que foi de 54,2%. O Dos
11 "falso-negativos" pelo KD-TRT, 5 (45,4%) correspon-
deram a positivos baixos por MAC-ELISA. (Tabela IV).Os
soros negativos apresentaram perfeita correlacao, visto que
nao ocorreram reacoes “falso-positivas” pelo KD-TRT.

O indice de especificidade e de falso-positividade do
KD-TRT muda quando incluimos nos célculos as amos-
tras de pacientes com febre amarela e rubéola. A deteccao
de 3 resultados “falso-positivos”, sendo um com soro po-
sitivo para febre amarela e 2 para rubéola, baixou a espe-
cificidade de 100% na correlacdo com o MAC-ELISA para
93,75% e determinou um indice de falso-positividade de
6,25% (Tabela V). Entretanto essas reacoes também foram
detectadas por MAC-ELISA, uma decorrente de reacao
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TABELA I
Quadro utilizado para o calculo dos casos de
verdadeiros positivos, verdadeiros negativos, falso-
positivos e falso-negativos na avaliacdo de um teste
diagnostico (Fonte: Ferreira & Avila)

Teste Doente Nao-doente
h Verdadeiros positivos Falso-positivos Total de
Positivo (VP) (FP) positivos
) Falso-negativos Verdadeiros negativos | Total de
Negativo negativos
Total de doentes Total de nao doentes |Total geral

Sensibilidade (S) = P x 100 Especificidade (E) = W x 100
VP+FN VN+FP
. FN " FP
Falso-negativos (FN) = x 100  Falso-positivos (FP) = x 100
VP+FN VN+FP

Quadro 1 - Férmulas para calculo dos indices de Sensibilidade, Especifi-
cidade, Falso-Negativos e Falso-Positivos.

TABELA Il
Correlacao de resultados das amostras testadas
por MAC-ELISA e o KD-TRT em relacao a deteccao
de anticorpos IgM (PB=positivo baixo,
PM=positivo médio, PA=positivo alto, NEG=negativo)

MAC-ELISA KD-TRT
Gl DENGUE / Positivo | Negativo
PA 8 7 1
Dengue PM 3 1 2
(isolamento do virus no soro 1) PB 5 2 3
NEG 14 0 14
PA 1 0 1
Dengue PM 5 3 2
(suspeita clinica) PB 2 0 2
NEG 4 0 4
Sem dengue NEG 10 0 10
Total 52 13 39
13 o
S=__ x100 =542 % O Sensibilidade = 54,2%
24
45 e
E=_—x100=9375% 0O Especificidade = 93,75%
48
FN = 1 X 100 = 45,8% ] Falso-negatividade = 45,8%
24
FP = i x 100 =0% O Falso-positividade = 6,25%
48

Quadro 2 - Férmulas e calculos dos indices de sensibilidade, especifici-
dade, falso-negatividade e falso-positividade em relagao as 52 amostras
com dengue, sem incluir os positivos para FA e RUB.

TABELA IV
Comparacao dos resultados do KD-TRT em relacao
ao MAC-ELISA para as 52 amostras, sem incluir
as positivas para FA e RUB

MAC-ELISA/ MAC-ELISA/
KD-TRT positivo dengue negativo dengue Total
Positivos 13 0 13
Negativos 11 28 39
Total 24 28 52
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s= x100=52% O Sensibilidade = 542%
24
45 e
E=__— x100=9375% 0O Especificidade = 93,75%
48
FN = 1 X 100 = 45,8% O Falso-negatividade = 45,8%
24
FP = i X 100 =0 % ] Falso-positividade = 6,25%
48

Quadro 3 - Férmulas e calculos dos indices de sensibilidade, especifici-
dade, falso-negatividade e falso-positividade em relacao a todas as 72
amostras.

TABELA V
Comparacao dos resultados do KD-TRT em relacao
ao MAC-ELISA para todas as 72 amostras

KD-TRT Dengue Nao Dengue Total
Positivos 13 3 16
Negativos 11 45 56

Total 24 48
TABELA VI
IgG ELISA KD-TRT
Métodos
Resultado RP | RS | RS* | NEG
Dengue RP 14 3 0 0 11
(isolamento do virus no soro 1) RS 12 5 2 4 1
NEG 4 0 0 0 4
Dengue RP 4 2 0 0 2
(suspeita clinica) RS : L 0 L 8
NEG 3 0 0 0 3
Sem dengue RP 2 0 0 0 2
NEG 8 0 0 0 8
Total 52 11 2 5 34

cruzada (baixa absorbdncia) com soro positivo para febre
amarela e as 2 com soros positivos para rubéola. E impor-
tante ressaltar que as reagoes positivas para dengue com
os soros de pacientes com diagndstico de rubéola néo sig-
nificam, necessariamente, uma "reacao inespecifica” ja
que em infecgdes primdrias os anticorpos IgM para den-
gue em geral persistem por cerca de 60 a 90 dias (PAHO,
1994) e o paciente, que mora em area endémica de den-
gue, ja poderia possui-los no momento da infeccao pelo
virus da rubéola. Assim, se considerarmos as rea¢oes para
rubéola como verdadeiras (visto que também foram ob-
servadas no MAC-ELISA), a especificidade seria de
97,82% e falso-positividade de 2,18%.

A correlacao dos resultados entre o KD-TRT e o ELI-
SA IgG, no que tange o padrao de resposta sorolégica,
demonstrou baixa concordancia de resultados, visto que
das 20 amostras com resposta primdria e 17 com res-
posta secunddria detectadas pelo ELISA IgG, apenas 5
(25%) e 7 (41,2%) foram detectadas pelo KD-TRT, res-
pectivamente. Ressalta-se que as amostras negativas
pelo ELISA IgG apresentaram perfeita correlacdo de
resultados com o KD-TRT.

Torna-se necessdrio aumentar o numero de amos-
tras no sentido de realizar uma avaliacdo quanto ao
desempenho do KD-TRT, visto que o numero limitado
de amostras usadas no presente estudo permitiu ape-
nas uma andlise de correlacdo com o MAC-ELISA.
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Vale ressaltar também que a bula do KD-TRT, produ-
zida pelo fabricante, indica condi¢oes e limitagoes de uso.
Citamos aqui os seguintes exemplos: a andlise de uma
amostra de soro simples ndo deve ser usada como o Uni-
co critério de diagnostico. O diagnostico final deve ser
baseado nos resultados do teste em conjunto com outros
achados clinicos e laboratoriais. As caracteristicas de
desempenho do KD-TRT néo foram estabelecidas para
outras matrizes diferentes de soro. Soros ictéricos, lipé-
micos, hemolizados, e soros inativados pelo calor podem
causar resultados errados e devem ser evitados

CONCLUSAO

I) O KD-TRT possui baixa sensibilidade e alto indice de
falso negatividade quando comparado ao MAC-ELISA.

IT) O KD-TRT possui alta especificidade e baixo indi-
ce de falso-positividade (6,25%) quando comparado ao
MAC-ELISA, mesmo quando foram incluidos soros po-
sitivos para um outro flavivirus, no caso febre amarela.

III) Observou-se baixa correlacao de resultados en-
tre o IgG ELISA e o KD-TRT no que tange o padrao de
resposta sorologica primdria e secunddria, sendo que
25 amostras positivas pelo IgG ELISA foram negativas
pelo KD-TRT.

IV) De acordo com os resultados encontrados, o KD-
TRT nao deveria ser utilizado como um método alterna-
tivo para substituicdao do teste padrao MAC-ELISA no
diagnostico de infeccao recente presuntiva pelo VDEN,
como vem sendo utilizados por alguns laboratérios par-
ticulares.

V) O KD-TRT permite o diagnostico rapido de dengue,
principalmente em casos de paciente que apresentem ele-
vados titulos de anticorpos IgM e IgG anti-dengue.
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Avaliacao bioquimica e hematolégica
da 12 turma feminina de cadetes
da Academia da Forca Aérea Brasileira

Biochemical and hematological evaluation from the 1 female cadet division
of Brazilian Air Force Academy
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RESUMO - O acesso de mulheres as escolas militares estabeleceu um marco de mudancgas na cultura militar, ndo sé
na esfera organizacional como também pela adaptacdo de técnicas exercidas hd anos e que foram reestruturadas
para um novo publico. Com o intuito de avaliar estas mudancas, primeiramente entre as alunas, analisamos os
efeitos dos treinamentos fisicos militares, ainda na fase inicial do curso, e verificamos as altera¢bes sangiiineas
ocorridas bem como as possiveis respostas organicas delas decorrentes. Neste estudo, foram realizadas dosagens
bioquimicas e hematolégicas com base na proposta de Cosendey (1997) “"Monitoracdo bioquimico-hematoldgica
do condicionamento fisico”, pela qual verificamos diversas alteracdes nas concentracoes das substancias organi-
cas e/ou células sangtliineas.

PALAVRAS-CHAVE - Treinamento fisico para mulheres, glicose sangiiinea, lesdo muscular, hemograma.

~

SUMMARY - The women ‘s admission to the superior military school established a mark of changes in the military
culture, not only in the organizational system but also for the adaptation of technics that have been used for years
and that had to change for this new public. In order to check these changes among the women, the effects of military
physical training in the initial stage of the course were investigated and the blood alterations were checked as well
as the possible organic responses decurrent. In this study, biochemical and hematological blood analyses were
performed in agreement with Cosendey ‘s proposal (1997), by which we can check several alterations in the organic

substances and/or in blood cells.

KEYWORDS — Women's physical training, blood glucose, hemogram, muscle damage.
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INTRODUCAO

Curso de Formacao para a 12 turma de Ofi-

ciais femininas comecou em 1996 na Academia
de Forca Aérea (AFA) em Pirassununga - Sdo Paulo,
de acordo com a determinacao do Boletim Externo do
Ministério da Aeronautica (BMA 113-6) publicado em
30/05/95, que regulamentou o acesso de mulheres ao
Curso da AFA. Atendendo aos anseios femininos, a 12
turma iniciou as atividades no més de janeiro, com o
Curso de Formacéo de Oficiais (CFO) nos quadros de
Aviacao, Intendéncia e Infantaria com a presenca de
18 mulheres na turma de Intendéncia. Esta tradicio-
nal escola que até entdo sé recebia homens para for-
macdo, muitos vindos da Escola Preparatoria de Ca-
detes do Ar (EPCAR) e ja adaptados a doutrina militar,
realizou algumas mudancas em sua estrutura para re-
cepcionar as novas alunas oficiais.

Este estudo foi composto de uma série de anélises,
no qual procuramos verificar a disponibilidade ener-
gética, no organismo das alunas, bem como o sistema
de oxigenacao do organismo, desta 12 turma de ofici-
ais femininas da AFA. Foram realizadas dosagens san-
guineas, utilizando a metodologia proposta por
Cosendey - Monitoracdo Bioquimico-Hematol6gica do
Condicionamento Fisico®, na qual é possivel inter-re-

lacionar vérias andlises bioquimicas e hematologicas
(em torno de 40), verificar existéncia de alteragoes
metabdlicas nos processos fisiolégicos das alunas e
observar o funcionamento de varios 6rgaos.

Dentro do objetivo deste trabalho, iniciamos anali-
sando a variacdo da concentracdo do 1° combustivel
requisitado e utilizado pelo organismo quando subme-
tido ao esforco que é a glicose sangtiinea (Guyton, 1988),
para determinar a presenca de estados hipo ou hiper-
glicémicos entre as alunas. A relevancia deste estudo
se deve ao fato de que, valores alterados de glicose,
quando desconhecidos podem comprometer o desem-
penho fisico e o rendimento intelectual, além de gerar
outros desequilibrios, pois a glicose é o inico combus-
tivel que pode ser utilizado pelos neurdénios, hemacias
e outras células quando submetido ao esforco (Guyton,
1988 e Murray et al., 1993).

Foram realizadas andlises hematoldgicas para ve-
rificar a capacidade de oxigenacao dos tecidos além
da observacéao ao microscoépio das morfologias celula-
res, as quais poderiam revelar alteragoes significati-
vas no equilibrio organico. Esse conjunto de andlises
proporcionou uma visualizacao desse processo em cada
aluna, relacionado ao treinamento militar.

Com o intuito de verificar a resposta organica fren-
te aos treinamentos fisicos aplicados, foram dosadas

Recebido em 25/10/2002
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'Farmacéuticos-bioquimicos, pesquisadores do Laboratério de Bioquimica do Ndcleo do Instituto de Ciéncias da Atividade Fisica da Aeronautica (NUICAF);
2Diretor Cientifico do Laboratério Bioquimica do Esporte; *Graduanda em Farmacia, técnica do Laboratério de Bioquimica do NUICAF.
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também enzimas musculares e averiguado se o plane-
jamento de exercicios fisicos estava sendo bem assi-
milado pelas alunas, pois é sabido que um dos princi-
pais problemas para o planejamento de exercicios fisi-
cos, é a prescricao da intensidade de carga ideal apli-
cada, e que, apesar da evolucdo dos métodos de trei-
namento no controle das cargas de trabalho, ainda hoje,
€ encontrada uma grande incidéncia de sobrecarga
excessiva nos trabalhos fisicos (ACSM, 1995).

MATERIAIS E METODOS

Foram avaliadas todas as alunas da 1% turma em
formacao na AFA (n= 18), logo no periodo inicial de
treinamento, ou seja, na segunda semana do Estdgio
de Instrucao Béasica Militar (EIBM) do Curso de For-
macéo de Oficiais Intendentes (CFO-Int).

Foram realizadas varias andlises bioquimicas e he-
matologicas, das quais destacamos para este estudo, a
contagem de heméacias (Hm), dosagem do seu contet-
do de hemoglobina (Hb), medida do volume corpuscu-
lar médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), a determinacdo do hematocrito (Hct),
a contagem de leucocitos (WBC), dosagens da glicose,
aspartato aminotransferase (AST), alanino aminotrans-
ferase (ALT), gama glutamiltransferase (GGT), fosfata-
se alcalina (FALC), creatinoquinase (CK), creatinoqui-
nase isoenzima MB (CK-MB), lactato desidrogenase
(LDH), ferro e as bilirrubinas total, direta e indireta.

As alunas foram submetidas a uma coleta sangii-
nea antes do inicio das atividades, pela manha, em
dois tubos de coleta marca BD, tipo vaccutainer he-
mogard, sem anticoagulante para bioquimica e tubos
marca BD, tipo vaccutainer hemogard com EDTA-Na
(sal sédico do acido etilenodiaminotetracético) para
hematologia e agulhas descartdveis marca BD.

Para as dosagens bioquimicas, foi utilizado um auto-
analisador Cobas Mira Plus e para as anéalises hema-
tolégicas, um auto-analisador Cobas Micros STEX 18,
ambos da marca Roche. As contagens celulares reali-
zadas pelo Cobas Micros STEX 18, foram confirma-
das através de microscopia, num microscopio binocu-
lar Labophot 2 marca Nikon.

Cada aluna respondeu a um questiondrio para a
obtencao de dados considerados importantes para a
interpretacao dos resultados, tais como: idade, peso,
altura, uso de suplementos e/ou vitaminas, hébitos ali-
mentares e anamnese patoldgica. Todas as alunas as-
sinaram um termo de consentimento de pesquisa, bem
como a autorizacao da divulgacao dos resultados para
fins cientificos.

As recomendacoes para a realizacao da coleta san-
glinea foram: jejum de 12 horas, ndo ingerir bebida
alcoodlica nas 72 horas que antecedem a coleta; evitar
exercicio fisico intenso 24 horas antes da coleta; man-
ter a dieta habitual nos 15 dias que antecedem os exa-
mes; relacionar todos os medicamentos que estavam
sendo administrados desde a semana anterior a cole-
ta, inclusive vitaminas e suplementos alimentares; o
consumo de agua deveria permanecer normal duran-
te o jejum, assim como o uso de medicamentos que
nao pudessem ser descontinuados.

Os valores normais das andlises bioquimicas e he-
matoldgicas realizadas neste estudo bem como as me-
todologias utilizadas, estdao descritas nas Tabelas A e B.
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TABELA A
Valores normais das analises bioquimicas propostas
com suas metodologias e realizadas
num Auto-analisador Cobas Mira Plus marca Roche

Substancias Metodologia Normalidade
analisadas empregada p/ m ulheres
Glicose Hexoquinase-UV 70-105 mg/dI
AST Cinético UV 10-31 U/l
ALT Cinético UV 9-36 U/l
GGT Cinético 405 nm 7-32 U/l
FALC Cinético 405 nm (DGKC) <275 U/l
CK Cinético-UV <165 U/l
CK- MB Imuno-quimico cinético UV até 25 U/l
LDH Cinético UV 210-425 U/I
Ferro Ferrozina /Hidroxilamina 53-167 mg/dl
Bilirrubina total Jendrassik/Grof 0,2-1,0 mg/dI
Bilirrubina direta Jendrassik/Grof 0,05-0,3 mg/dl
Bilirrubina indireta Jendrassik/Grof 0,15-0,7 mg/d|

Nota: Os valores mais encontrados na populagao propostos no quadro das andlises
bioquimicas foram retirados do buldrio proveniente dos “kits” de dosagens e do manual de
operagao do aparelho Cobas Mira Plus. Esses valores foram, também, confirmados pela
literatura classica em andlises clinicas e pelos estudos realizados em mais de 100.000 anélises
obtidas no Laboratério de Bioquimica do NUICAF. Tabela adaptada de Cosendey (1997).

TABELA B
Valores normais das analises hematologicas realizadas em um
contador eletronico Cobas Micros STEX 18 marca Roche

WBC Contagem eletrénica 5,0 a 9,0 x10%/mm?
Hm Contagem eletronica 3,82 5,8 x105mm®
Hb Colorimetria p/ cianometahemoglobina 12,52 16,5 g/dl
Het Soma dos VCMs da hematimetria 38247 %

VCM Medida por bioimpedéncia 822928

HCM Célculo baseado na Hb e na Hm 27a32pg

CHCM Calculo baseado na Hb e no Hct 32 a36 g/dl

Nota: Os valores mais encontrados na populagao propostos neste quadro de anélises
hematolégicas foram adaptados pelo Laboratdrio de Bioquimica do Nicleo do Instituto
de Ciéncias da Atividade Fisica da Aerondutica (NUICAF) através do estudo de mais de
100.000 analises realizadas no Rio de Janeiro (1994 a 1997), em individuos normais,
com resultados compreendidos entre os percentis 15% e 85% inclusive, conforme
preconiza Oliveira, no manual de operagao do aparelho Cobas Micros STEX 18 e em
Tietz (1995). Tabela adaptada de Cosendey (1997).

RESULTADOS

TABELA C
Avaliacao da série vermelha:
dosagem de ferro e contagem de leucécitos

Sem Valores Valores Valores
Dosagens | oeracao [AErad0 | magios minimos  [maximos
Hm 100% — 4.3 x 108/mm® | 3,89 x 108/mm® | 4,8 x 108/mm®
Hb 16,7% | 833% 113 g/d 83 g/d 133 g/d
Het 27,8% 72,2% 36,3 % 27,6% 40,5%
VCM 83,3% 16,7% 844 m 66,0 m® 90,0 m®
HCM 66,7% 33,3% 272 pg 19,9 pg 298 pg
CHCM | 667% | 333% 32,2 g/dl 30,0 g/dl 33,1 g/dl
WBC 66,7% 33,3% | 6,3 x10%mm® | 3,4 x 10%mm° | 9,6 x 10%mm®
Ferro 72,2% 27,8% 97,9 mg/d| 25mg/d| 189 mg/d
TABELA D
Dosagem de enzimas musculares
Anélises Sem alteracéo Alterado Leitura média
CK 16,5% 83,5% 4943 U/l
CK-MB 66,7% 33,3% 26,3 U/l
AST 72,2% 27,8% 28,3 U/l
LDH 89% 11% 349,2 U/l
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DISCUSSAO

A hipoglicemia encontrada em nosso estudo (Figura
1) pode ter véarias origens como a observada apds exa-
gerado esforco muscular (corridas, lutas pugilisticas) e
anorexia nervosa. Felig et al. (1982), cita que individu-
os saudaveis em jejum quando exercitados a exaustéo,
comumente apresentam valores de glicose plasmatica
inferiores aos considerados normais. O esforco fisico,
certos estados emocionais (apreenséo, ansiedade, medo)
e o cigarro, dentre outros, podem produzir elevacao do
teor da glicose plasmadtica, provavelmente aumentan-
do a glicogendlise hepatica por intermédio da hiperse-
crecao de epinefrina (Lima, 1992 e Guyton, 1988). Exis-
tem vdarias patologias que podem gerar um quadro hi-
poglicémico, tais como: pan-hipopituitarismo, insufici-
éncia coértico-supra renal aguda, doenca de Addison,
doenca de Von Gierke (hipoglicemia de jejum), galac-
tosemia, frutosemia, sensibilidade a leucina, adenoma
das ilhotas de Langerhans, hepatopatias graves, enve-
nenamentos (antihistaminicos, dlcool, salicilatos, clo-
roférmio, fésforo, arsénico, etc.) desnutricdo, hipoglice-
mia funcional (reativa, espontdnea, neurogénica) (Mil-
ler, 1995 e Tietz, 1995). Uma grande quantidade de subs-
tdncias também pode gerar um quadro hipoglicémico
das quais podemos destacar, além da insulina e das
substancias hipoglicemiantes orais, o etanol que atua
inibindo a gliconeogénese, e os antagonistas dos recep-
tores b-adrenérgicos, que em pacientes diabéticos im-
pdem risco de hipoglicemia devido a capacidade de ini-
bir o efeito das catecolaminas sobre a gliconeogénese e
glicogendlise. Esses agentes também podem mascarar
os sintomas mediados pelo sistema simpatico associa-
dos a queda na glicose sangtinea (p.ex., tremor, palpi-
tagoes, fraqueza e ansiedade) (Henry, 1995) e os salici-
latos que exercem seus efeitos hipoglicemiantes por au-
mentar a sensibilidade das células pancredaticas a gli-
cose e por potencializar a secrecao de insulina. Outras
drogas também podem causar hipoglicemia, porém com
efeitos mais sutis dentre elas a anfetamina, fenflurami-
na, indometacina, naproxen, mebendazol, sulfonami-
das, tetraciclina, piridoxina, propoxifeno, propranolol e
pentamidina dentre outras drogas (Goodman & Gilman,
1996; Tietz, 1995 e Hansten, 1978).

Na série branca (Figura 2), a contagem do ntimero
total de leucdcitos ou globulos brancos obtida foi de
22,2% dos valores iguais ou abaixo do limite inferior da
normalidade. Os resultados que se apresentaram leu-
copénicos podem representar possivelmente, processos
viroéticos (processo gripal) ou simplesmente leucopeni-
as ditas fisiolégicas. Houve uma tendéncia, evidencia-
da em 11% das alunas, que apresentaram o numero de
leucdcitos totais préximos ao limite superior dos valo-
res de referéncia denotando a possibilidade de inicio
de infeccdo bacteriana, estresse ou ainda devido a libe-

racdo de adrenalina pela atividade fisica (Dacie & Lewis,
1975; Guyton, 1988; Tietz, 1995) conforme citado em
revisdo bibliogréfica de Cosendey (1997).

A dosagem do ferro sérico mereceu atencao espe-
cial visto ter apresentado niveis baixos e estarem de
acordo com os dados obtidos nas analises hematologi-
cas que serao discutidas a seguir. A caréncia de ferro
presente em 27,8% da amostra pesquisada (Tabela C),
pode ocorrer na mulher pela perda de ferro durante a
menstruacao e ser agravada pela dieta pobre em ferro
ou falta dos fatores relacionados a sua absorcao como
as vitaminas Bg, B,,, dcido ascorbico e acido félico
(Campbell & Frisse, 1985; Davidsohn & Henry, 1974;
Tietz, 1995). Também podem ser encontrados valores
minimos de ferro até dois dias apos exercicios fisicos
intensos (Glesson et al., 1995). E muito provavel que a
deficiéncia de ferro na eritropoiese assim como na
anemia ferropriva promovam uma diminuicao no de-
sempenho fisico (Kleiner, 1998). Contudo, o uso de su-
plementos de ferro s6 devem ser prescritos quando a
dieta ndo consegue corrigir a deficiéncia de ferro, ja
que os excessos deste mineral inibem a absorcao de
zinco e, em alguns individuos chega a aumentar o ris-
co de cancer, acidente vascular cerebral (AVC) e en-
fermidade coronariana (Matsudo, 2001), além de ocor-
rer hemosiderose adquirida com possibilidade de le-
sdo hepética (Henry, 1995).

Na série vermelha foram evidenciadas algumas al-
teragoes (Figura 3). Embora a contagem global de he-
macias tenha apresentado todos os resultados da amos-
tra analisada compreendidos dentro do intervalo nor-
mal (Tabela B), 67% desses valores situaram-se proxi-
mos ao limite inferior do intervalo, e o restante das
alunas apresentaram contagens dentro dos valores na
média esperada. E necessario destacar que os resulta-
dos encontrados na hematimetria podem estar falsa-
mente aumentados devido as alunas estarem hipohi-
dratadas, gerando valores falsamente elevados, pois
estavam hemoconcentradas. Galloway (1999), afirma
ser a hidratacdo um fator importante que deve ser con-
siderado antes, durante e depois do exercicio.

No caso da dosagem da concentracao de hemoglo-
bina, mais de 80% dos resultados obtidos (Figura 4)
apresentaram-se menores ou iguais ao limite minimo
para o intervalo de normalidade considerado. O ponto
médio obtido para esta dosagem foi de 11,3 g/dl, menor
que o limite inferior do intervalo de normalidade, evi-
denciando quantidades insuficientes de hemoglobina
nas hemdcias da amostra analisada. A hemoglobina
diminui significativamente 24 horas apds exercicios for-
tes, principalmente se estes estiverem associados a nu-
tricdo deficiente (Dacie & Lewis, 1975; Kayashima et
al., 1995; Cosendey & Gomes, 1994). Segundo Lee et
al.(1998), a hemoglobina é um parametro confiavel para
o diagnéstico de anemia, pela reprodutibilidade e pre-
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FIG. 2 - Leucometria global (WBC).

FIG. 3 - Hematimetria (Hm).
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FIG. 5 - Hematocrito (Hct).
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FIG. 7 - Volume Corpuscular Médio (VCM).

cisao de sua determinacao, constituindo um indicador
das conseqiiéncias fisiopatolégicas da anemia.

Os valores encontrados na determinacao do hema-
tocrito revelaram mais da metade das participantes da
amostra (72%) com valores menores ou iguais ao valor
minimo de normalidade considerado (Figura 5). O es-
tudo dos pontos médio e minimo evidenciaram valo-
res de 36,3% e 27,6%, resultados abaixo do valor mini-
mo de referéncia. Assim, com base nos achados do
hematocrito e da hemoglobina existe a possibilidade
de mais de metade da amostra analisada apresentar
tendéncia a algum tipo de anemia. Como todas as alu-
nas estdo, provavelmente, hemoconcentradas, pois
grande parte do liquido perdido sob a forma de suor
vem do plasma (Eichner, 1996), a correcao da hidrata-
¢do baixard ainda mais os valores, tornando-se critica
uma suplementacéo.

No estudo dos indices hematimétricos, o Volume
Corpuscular Médio (VCM) (Figura 7) apresentou
16,7% dos casos iguais ou abaixo do valor minimo nor-
mal. J& os indices relacionados com a concentracao
de hemoglobina nas hemdcias: Hemoglobina Corpus-
cular Média (HCM) (Figura 8) e a Concentracdo de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) (Figura 6),
revelaram percentuais de 33,3% abaixo dos valores
normais de referéncia, sugerindo que essa parte da
amostra estda com o contetido de hemoglobina das he-
macias insatisfatério e indicando nesses individuos a
presenca de anemia hipocrémica.

A constatacao de estados pré-anémicos e anémicos
detectada em pelo menos um terco da amostra anali-
sada, com pequena alteracao do VCM (Figura 7), cons-
tituem as anemias normociticas. Estas podem evoluir
para anemias microciticas, ferroprivas, pelo esgota-
mento dos seus estoques de ferro. A caréncia de ali-
mentos e/ou da alimentacdo em nutrientes ricos em
ferro, vitaminas, fatores que auxiliam na absorcao de
ferro e a pratica de exercicios fisicos intensos, podem
reduzir o nimero de hemdcias (Dacie & Lewis, 1975;
Kayashima et al., 1995; Cosendey & Gomes, 1994).

As dosagens de bilirrubina total apresentaram
33,3% dos seus resultados acima da normalidade, sen-
do que a bilirrubina indireta encontra-se alterada em
50% dos casos (Figura 9). Os valores alterados de bilir-
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FIG. 8 - Hemoglobina Corpuscular Média (HCM).

FIG. 9 - Dosagem das bilirubinas.

rubina indireta indicam microhemoélise, possivelmen-
te, causada por exercicios com alto impacto no solo.
Pode ocorrer também uma hemolise intravascular, ob-
servada em alguns esportes (Eichner, 2001) que é cha-
mada de hemdlise desportiva. A ocorréncia de lesao e/
ou obstrugdes hepatocanaliculares no figado foi des-
cartada pela obtencao de valores normais das enzi-
mas hepaticas (AST e ALT) e das enzimas canalicula-
res (GGT e FALC) (Henry, 1995).

Os resultados encontrados na dosagem da CK (Ta-
bela D), indicam possivelmente, lesdo da musculatura
estriada por excesso na carga de exercicio. A CK é con-
siderada pela maioria dos autores um 6timo indicador
de lesdo muscular, sendo que estas podem ser produ-
zidas por traumatismos ou exercicios intensos segun-
do Aizawa et al. (1995), Amaladevi et al. (1995), Asp e
Richter (1995), Brogan et al. (1995), Chuang, Lee, e
Wang (1995), Dows, Dage e French (1995), Hurley et
al. (1995) e outros como relata Cosendey (1997).

A AST (aspartato aminotransferase) demonstrou
alteracao em seus teores em 27,8% dos resultados con-
firmando a possibilidade de lesdo das células da mus-
culatura esquelética.

A LDH (lactado desidrogenase) teve 89% dos re-
sultados dentro da faixa de normalidade, o valor mé-
dio ficou em 350 U/I e o restante 11% com valores su-
periores ao valor normal, sendo que o maior valor ob-
tido foi de 546 U/I confirmando a possibilidade de le-
sdao muscular de acordo com os dados anteriores obti-
dos através da dosagem de CK e AST.

Pode-se concluir, portanto, que o treinamento apli-
cado nao estd sendo bem assimilado pela maioria das
alunas, pois ao avaliarmos os valores das dosagens
sangliineas das enzimas musculares, verificamos que
o treinamento aplicado vem causando lesdes muscu-
lares nas alunas ha pelo menos 72 horas, uma vez que
as enzimas AST e LDH, tiveram seus valores altera-
dos acima dos valores usados como referéncia
(Tabela A). Como estas enzimas apresentam picos en-
zimaticos no sangue periférico no periodo entre 24 e
60hs (AST), e entre 48 e 72hs (LDH), e tém seus valo-
res normalizados, dentro da faixa de referéncia, em 8
e 10 dias, respectivamente, verificamos que o treina-
mento fisico se apresenta estressante e prolongado sem
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tempo suficiente para recuperacao celular. No dia an-
terior as coletas sangtiiineas, em torno de 24 a 36 ho-
ras, houve uma carga de trabalho fisico excessivo, con-
forme resultados apresentados pela enzima CK que
tem pico plasmatico dentro de 30 hs apds esforco exte-
nuante, e cujos valores voltam a faixa de referéncia
dentro de 96 horas apods ser cessado o esforco (lesao
celular) (Cosendey, 1997).

CONCLUSAO E RECOMENDAGCOES

Pollock & Wilmore (1993), sugerem que o treina-
mento fisico deve ser iniciado de forma que o protoco-
lo varie de intensidade baixa a moderada, a menos que
se queira preparar para uma competicdo desportiva
onde neste caso, ndo se seguem critérios. Sugerem
ainda que a fim de evitar desanimo e desmotivacao, a
prescricao de exercicios para individuos aparentemen-
te sauddveis deve, dentre outras recomendacoes, fa-
zer uma avaliacao fisica e laboratorial que analise as
condicdes de saude antes do inicio dos trabalhos.

Além das alteracoes descritas acima, foi verificado
por meio de estudos realizados por Leslie Doyal (1995),
e conforme fatos documentados em relatérios comu-
nitérios de saude, que a mulher vive mais que o ho-
mem, porém, sofre mais de angustias, ansiedades, de-
pressoes e diabetes dentre outras patologias e recorre
mais aos servigcos médicos que os homens.

Sabendo-se disso e avaliando os resultados encon-
trados, torna-se necessaria uma investigacao para ave-
riguar se estas alteragdes sdo caracteristicas dos seus
proprios processos fisioldgicos ou devida a uma asso-
ciacao de atividade fisica intensa, as perdas durante o
ciclo menstrual associados ao estresse da nova situa-
cdo e a uma alimentacao inadequada, caracterizando-
se por um baixo consumo de carboidratos, proteinas,
vitaminas, e a necessidade de promover-se uma cons-
cientizacdo de reorganizacao de habitos alimentares
para corrigir essas caréncias.

Os resultados encontrados neste estudo devem ser
ratificados, por exemplo, pela ampliacdo do universo
amostral, uma vez que, o n amostral reduzido (apesar
de terem sido avaliadas todas as alunas) aumenta o
risco dos resultados nao refletirem o comportamento
da populacéo, contudo o impacto dessa limitacao so-
bre os resultados, ao menos no ambito da amostra tes-
tada, nao invalida as observacoes.

Para minimizar as lesdes nos treinamentos e maxi-
mizar o rendimento e a performance das militares, re-
comenda-se a utilizacdo sisteméatica da monitoracao
bioquimico-hematolégica do condicionamento fisico,
que por ser um método extremamente sensivel, pro-
porcionarda uma melhor visualizacao pelos treinado-
res, das respostas organicas as cargas de trabalho fisi-
co, permitindo assim, um respeito aos limites pessoais
e a formacao de individuos mais resistentes e sauda-
veis ao final do treinamento.
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Analise comparativa das técnicas manual e automatizada

(ADVIA™120) para contagem de reticulocitos

Comparative analysis of manual and automated (ADVIA™ 120) reticulocytes counting

Rafael Noal Moresco™?; Matheus Pereira Valente®; Luis Claudio Rosa Vargas®; Sérgio Luis Coletto?;
Liana Morari*; Rosana Mancuso Defferrari* & Rejane Pan Becker*

RESUMO - Os reticuldcitos sdo células de origem eritréide com residuos de RNA, sendo esses evidenciados com a utilizagao de
coloragbes supravitais. O numero de reticulécitos no sangue periférico reflete a atividade eritropoética da medula 6ssea. Conside-
rando a importancia da implantacao de uma contagem de reticulécitos mais rdpida e precisa, este trabalho tem por objetivo avaliar
a correlacdo entre as técnicas manual e automatizada (ADVIA™ 120, Bayer Diagnostics) para contagem de reticulécitos. O equipa-
mento ADVIA™120 utiliza uma reacdo citoquimica para a diferenciacdo e contagem de reticulécitos. Foram utilizadas nesse
estudo 64 amostras de sangue obtidas de diferentes pacientes. As contagens foram realizadas pelas técnicas manual e automatiza-
da, sendo que elas variaram de 0,6 a 10%. Ao analisar os resultados obtidos pelas duas técnicas, foi possivel observar uma forte
correlagao (r=0.9778, p<0.001) entre ambas. A implantacdo da técnica automatizada tem contribuido com a rotina do Laboratoério
Central de Andlises Clinicas-ISCMPA, fornecendo resultados mais precisos em um menor tempo. A contagem de reticulécitos
realizada no ADVIA™ 120 apresentou excelente correlacdo com a contagem manual, sendo bem mais pratica, rdpida e precisa.

PALAVRAS-CHAVE - Reticuldcitos, contagem automatizada, ADVIA™ 120.

SUMMARY - Reticulocytes are immature cells with RNA residues and they are evidenced using manual technique with supravital
coloration. Blood reticulocytes counting reflects the bone marrow activity. Considering the importance of reticulocytes counting,
the aim of this study was to evaluate the correlation between manual and automated techniques (ADVIA™ 120, Bayer Diagnos-
tics) for reticulocytes counting. ADVIA™ 120 uses a cytochemical reaction for reticulocytes differentiation and counting. Sixty four
blood samples from different patients were evaluated. The countings were accomplished by manual and automated techniques.
Results varied from 0,6 to 10%. A strong correlation (r=0.9778, p<0.001) between manual and automated techniques was obser-
ved. The reticulocytes automated counting implantation in Central Laboratory-ISCMPA has contributed to laboratory routine
supplying accurate results in smaller time. ADVIA™ 120 reticulocytes automated counting presents an excellent correlation with

manual counting and it is more practical, fast and accurate.
KEYWORDS - Reticulocytes, automated counting, ADVIA™120.
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INTRODUCAO

s reticuldcitos sdo células sanglineas da linhagem
O eritréide, em maturacdo, de tamanho maior do que
uma hemdcia madura®®'°, que permanecem na circula-
cdo, em média, entre 20 a 40 horas apds a liberacao pela
medula éssea®®'®, Sao células anucleadas®, porém, pos-
suem ribossomos, mitocondrias e complexo de Golgi®®.
Quando coradas pelos métodos de Wright ou Giemsa, os
reticulécitos podem apresentar coloragdo azul-acizenta-
da, sendo denominados policromatofilos e podem, tam-
bém, apresentar pequenos agregados de ribossomos ci-
toplasmaticos, fendmeno este descrito como pontilhado
basdfilo®!°. Coloragdes supravitais como o azul de cresil
brilhante fazem precipitar os restos citoplasméticos de
acido ribonucleico (RNA). Ao microscépio, os restos de
RNA aparecem com aspecto de granulos de cor azul es-
cura ou na forma de um reticulo de mesma cor, o que
permite a identificacdo e a contagem dos reticuléci-
tos*1%!, Ap6s a metabolizagdo do RNA, os reticuldcitos
tornam-se eritrocitos maduros®.

O numero de reticuldcitos no sangue periférico reflete
a atividade eritropoética da medula 6ssea. O aumento da
contagem de reticuldcitos representa uma maior libera-
cdo de eritrocitos pela medula éssea em resposta a um
determinado estimulo desencadeado principalmente pela
eritropoetina, sendo, assim, um importante indice no diag-
nostico e monitoramento de pacientes anémicos ou com
perda sangtiinea. Para fins clinicos, a contagem de reticu-
lé6citos é registrada como porcentagem do numero total de

células vermelhas na amostra avaliada. Em geral os limi-
tes de referéncia para a contagem de reticulécitos séao de
0,8 a 2,5% de todas as células vermelhas em homens, de
0,8 a 4,1% em mulheres e de 4,0 a 7,0% em neonatos®. O
nivel sangiiineo de reticuldcitos é igual ao nivel medular’.

A técnica de contagem manual utilizando coloracao
supravital’ ainda é o procedimento padrao®!', porém, al-
guns contadores automatizados ja véem adaptados para
contar reticuldcitos no mesmo canal de contagem de eri-
trocitos. Os contadores eletronicos podem analisar um
maior numero de amostras em um periodo de tempo bem
menor do que o necessario para a contagem realizada
pelo método manual. Desta conveniéncia, a padroniza-
cdo do procedimento e a eliminacdo da subjetividade
nessa analise sdo as principais vantagens da metodolo-
gia automatizada. Alguns estudos preliminares demons-
traram que as técnicas automatizadas tém uma boa pre-
cisdo, boa reprodutibilidade e facil execucao'®'?,

Considerando a importancia de uma contagem de re-
ticulodcitos rapida e confidvel, este estudo tem por objeti-
vo verificar a existéncia de correlacdo entre as técnicas
de contagem de reticulécitos manual e automatizada, bus-
cando o aprimoramento deste processo no Laboratorio
Central de Analises Clinicas, da Irmandade da Santa
Casa de Misericordia de Porto Alegre.

MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo comparativo entre duas téc-
nicas de contagem de reticuldcitos em 64 pacientes, sem
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distincdo de raca, sexo e idade, no periodo de setembro a
outubro de 2002. Foram incluidos no estudo os pacientes
que tiveram a solicitacdo médica para contagem de reti-
culdcitos e cujas amostras tenham sido enviadas ao La-
boratdrio Central de Andlises Clinicas da ISCMPA, para
a realizacdo deste exame. Este protocolo de pesquisa foi
previamente analisado e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da ISCMPA (Parecer n° 189/02).

As amostras de sangue foram obtidas por puncao ve-
nosa e a colheita foi realizada pelo sistema Vacutainer®
com a utilizacao de tubos contendo EDTA. A seguir, foi
realizada a contagem de reticuldcitos pela técnica ma-
nual, com coloracao supravital de azul de cresil brilhan-
te e posterior observacdo da lamina em microscopio 6pti-
co Zeiss Axioskop, em aumento de 1000x. A diferencia-
cdo microscépica foi definida a partir do conteudo cito-
plasmatico dos reticulécitos que apresentam caracteris-
ticas distintas dos eritrécitos maduros.

A mesma amostra utilizada para a contagem de reti-
culécitos pela técnica manual também foi submetida a
analise no equipamento ADVIA™ 120 (Bayer Diagnostics),
que mede a dispersao e absorcao de luz nos eritrocitos. A
técnica automatizada para contagem de reticulécitos uti-
lizada neste estudo baseia-se em uma reacao citoquimi-
ca. No primeiro instante, as células vermelhas sdo isovo-
lumetricamente esferadas pela acao do reagente auto-
RETIC (Bayer Diagnostics). Posteriormente, os reticuld-
citos sao diferencialmente corados com o reagente Oxa-
zine 750 (Bayer Diagnostics), baseando-se em seu con-
teudo de RNA. A absorcao de luz é proporcional ao con-
teudo de RNA. O resultado desta técnica para contagem
de reticulécitos também é expresso em percentual de re-
ticulécitos em relacdo as células vermelhas contadas pelo
equipamento ADVIA™120.

Os resultados obtidos nesse estudo foram submetidos
a andlise estatistica com a utilizacdo do teste de correla-
cdo de Pearson, sendo realizada no programa SPSS 10.0
(Statistical Package for Social Science).

RESULTADOS

Os resultados obtidos pelas técnicas manual e auto-
matizada (ADVIA™120) foram analisados para verificar
a existéncia de correlacdo nas amostras testadas. As con-
tagens de reticulécitos dos pacientes variaram de 0,6 a
10%, sendo que
a média obser-
vada na conta-
gem manual foi
de 2,90% e na
contagem auto-
matizada foi de
2,82%. Ao anali-
sar os resultados
obtidos pelas
duas técnicas,
foi possivel ob-
servar uma forte
correlacao
(r=0.9778,
p<0.001) entre
ambas (Figura 1)
e um coeficiente
de variacdo mé-
dio de 9,97%.

r=0.9778

ADVIA 120 (%)
[}
)

Manual (%)

FIG. 1 - Correlacao entre as contagens de
reticuldcitos obtidas pelas técnicas manual e
automatizada (ADVIA™120); p<0.001.

DISCUSSAO

A contagem de reticuldcitos obtida no equipamento
ADVIA™ 120 apresentou excelente correlagdo com a con-
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tagem obtida pela técnica manual com coloracdo supra-
vital de azul de cresil brilhante, sendo que esta é adota-
da na grande maioria dos laboratérios de andlises clini-
cas do Brasil que realizam este exame. O avanco tecno-
légico e a implementacao de novos parametros nos equi-
pamentos automatizados sdo progressos que fazem cada
vez mais parte do dia-a-dia dos laboratérios clinicos. Pelo
uso clinico, é importante que cada parametro seja minu-
ciosamente avaliado e comparado com a técnica até en-
tdo utilizada, antes de ser adotado em algum laboratério.

Os resultados de reticuldcitos obtidos no equipamento
ADVIA™120 foram similares aos observados na contagem
pelo método manual. A velocidade no processamento das
amostras e a padronizacdo do procedimento sdao as princi-
pais vantagens da tecnologia de automacao testada. Sao eli-
minadas as variagoes das contagens ocorridas em funcao de
problemas com a coloracdo e também interobservadores.

A implantacao desta técnica automatizada no Labo-
ratério Central de Andlises Clinicas da ISCMPA tem con-
tribuido para a rotina do laboratério, fornecendo resulta-
dos mais precisos em um menor tempo. Além disso, os
reticulécitos contados no ADVIA™ 120 sdo classificados
de acordo com o seu grau de maturidade, sendo que esta
informacao nao é obtida na técnica manual. Consideran-
do os resultados obtidos neste estudo pode-se concluir
que a contagem de reticulécitos realizada no ADVIA™ 120
apresenta excelente correlacdo com a contagem manual,
sendo bem mais pratica, rdpida e precisa.
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Influéncia do estresse nos niveis sangiiineos
de lipidios, de acido ascorbico, de zinco
e de outros parametros bioquimicos

Stress’ influence on blood levels of lipid, ascorbic acid, zinc
and other biochemical parameters
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RESUMO - Muitos estudos apontam quanto a possibilidade de que o estresse afete a concentracdo de lipideos, de
acido ascorbico, de zinco e de outros parametros bioquimicos e que estes elementos devem provocar alteracoes
hormonais e bioquimicas, prejudicando o sistema cardiovascular. Assim, esta pesquisa teve como objetivo verificar
o estresse em suas diferentes modalidades: tolerancia, tenséo, fontes, estado e vulnerabilidade e depois correlacionar
as respostas de tais questionadrios com as alteracdes bioquimicas propostas em anélise. A populacdo examinada foi
de 29 pacientes trabalhadores ou estudantes da Universidade Federal de Santa Catarina-Brasil. Observou-se que
a maioria das pessoas, da comunidade universitaria analisada, convive com problemas de estresse e que os indivi-
duos mais tolerantes ao estresse sdo os menos vulneraveis. Da mesma forma, foi possivel observar que os indivi-
duos mais tensos foram aqueles com estado de sofrimento ou sofrimento severo. Para correlacdo das andlises
bioquimicas o questionario sobre estado de estresse foi o que mais apresentou alteracdes significativas com os
diversos parametros bioquimicos analisados.. Nesta pesquisa pode-se notar que os problemas de estresse provo-
cam um aumento de colesterol total e LDL-colesterol e uma pequena diminuicdo da fragdo HDL-colesterol, cdlcio,
magnésio, &cido ascorbico e zinco. Contudo, em nenhum dos questiondrios utilizados observou-se qualquer corre-
lacdo entre os problemas de estresse e as andlises bioquimicas como o fésforo, sédio, potassio e vitamina B,,
Conclui-se que os parametros bioquimicos sdo ferramentas importantes na andlise do estresse e que este deve
acelerar o curso da aterosclerose coronariana.

PALAVRAS-CHAVE - Estresse, parametros bioquimicos, aterosclerose.

SUMMARY - Many surveys rely on the possibility that stress may affect the lipid, ascorbic acid, zinc and other
biochemical parameters concentration, and that these elements should be responsible for hormone and biochemical
alterations, which causes the malfunction of the cardiovascular system. This research ‘s purpose is to analyse stress
in its various aspects: tolerance, tenseness, sources, levels, state vulnerability, and correlate the answers to applied
questionnaires with the biochemical modifications under analysis. The analysed population consists of 29 persons,
including patients, workers and students at University of Santa Catarina State- Brazil. It was observed that most of
the analysed community live with problems ofstress and that the most siress - tolerating people are also the less
vulnerable ones. The most tense individuals were those submitted to a severe distress or those who were living in a
painful condition. Correlation with biochemical analysis showed that the questionnaire about stress state was the
one with the most significant alterations concerning the several biochemical parameters analysed. In this research,
it was noted that stress problems increases the levels of total cholesterol as well as LDL cholesterol and decreases the
HDL cholesterol, calcium, magnesium, ascorbic acid and zinc levels. However, no correlation between biochemical
analyses of substances such as phosphorus, sodium, potassium and B, vitamin and the stress problems found in the
questionnaires applied were observed. As a conclusion, it was shown that the biochemical parameters are important
tools in stress analyses, and that stress should accelerate the course of coronary arteriosclerosis.

KEYWORDS - Stress, biochemical parameters, arteriosclerosis.
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se. Os agentes estressantes podem ser classificados
como fisicos ou psicossociais. Os estimulos fisicos vém

INTRODUCAO

ser humano, por natureza, procura manter um
O equilibrio de suas forcas internas com todos os
orgaos, de maneira que seu organismo possa traba-
lThar em harmonia. Entretanto, quando esse equilibrio
passa a ser alterado por algum agente estressor, ou
seja, por qualquer situacdo que desperte uma emo-
¢do, boa ou m4, isto constituird numa fonte de estres-

do ambiente e incluem: luz calor, frio, odor, fumacas,
drogas em geral, lesoes corporais, agentes infecciosos
e esforcos fisicos. J& os psicossociais incluem todos os
eventos que podem alterar o curso de nossas vidas,
como a morte de um parente préoximo, a separacao, o
encarceramento, a aposentadoria, o casamento, os pro-
blemas no trabalho, as provas escolares ou mesmo as
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mudancgas de habitos em geral (Nahas, 2001). A im-
portancia de agentes estressores psicossomaticos hoje
é amplamente reconhecida, sendo tdo potentes quan-
to os microorganismos ou a insalubridade, no desen-
cadeamento das doencas. Estima-se que esses agen-
tes chegariam a 50% nas regides mais desenvolvidas,
afetando indiferentemente as mais variadas classes
sociais (Franca & Rodrigues, 1999).

Independente do fator causador do estresse, nosso
corpo faz um esforco para adaptar-se a nova situacao.
Contudo, quando os estimulos forem excessivos e por
longos periodos, os mesmos podem levar a uma série
de complexas reacdes bioquimicas e fisiolégicas, de-
sencadeando situac¢oes patologicas (Nahas, 2001). Es-
tudos enfatizam a importdncia vital no controle do bem
estar fisico e psicolégico, pois a forma como nos rela-
cionamos com o estresse pode estabelecer a diferenca
entre saude e doenca, vida e morte (Perkins, 1995). O
sistema imunolégico, responsavel pelas reacoes de
defesa do organismo contra infeccoes, é o mais afeta-
do nas situacoes de estresse, principalmente quando
estas forem prolongadas, pois como conseqiiéncia le-
vam a diminuicdo das células linfaticas do timo, dos
ganglios linfaticos e mesmo do sangue em circulacéo,
de maneira que o organismo fica sujeito a varias in-
fecgoes (Black & Garbutt, 2002). Por outro lado, héa
muitas evidéncias indicando que os fatores psicologi-
cos tém um papel importante na etiologia e na pro-
gressao de certas doencas cardiovasculares tais como
aterosclerose (Vitor et al., 1998; Rozanski, et al., 1999;
Black & Garbutt, 2002).

Em adicao, numerosos estudos consideram que o
estresse provoca altos niveis de colesterol total, LDL-
colesterol e diminuicao de HDL-colesterol, sugerindo
um aumento de doencas cardiovasculares (Roy et al.,
2001). Contudo, o estresse como varidvel independen-
te, ndo tem sido confirmado, mas somente quando as-
sociado a outros fatores de risco como tabagismo, se-
dentarismo, hipertensao e dieta inadequada (Paiva,
1983; Pearson et al., 1997; Michelon & Moriguchi,
1999). A despeito disto, pesquisas mostram uma asso-
ciacdo entre estresse e hipertensao arterial e doencas
cardiovasculares (Newman et al., 1986). Sabe-se que
em momentos de estresse a pressao arterial sobe, isto
tanto no normotenso quanto no hipertenso, pois a
mesma representa o produto da resisténcia periférica
versus débito cardiaco. Soma-se a isto o fato de que o
estado de alerta constante pode levar ao desenvolvi-
mento de hipertensao arterial, sendo que o sistema
simpdtico que desencadeia a pressao arterial ocorre
por eventos estressantes (Lipp & Rocha, 1996).

A secrecdo de hormoénios esterdides do cértex adre-
nal bem como as catecolaminas da medula adrenal é
estimulada pelo estresse. Essas substancias vao agir
diretamente na 4rea estimulada e reduzir o ritmo ex-
cessivo de sua atuacao. Tal resposta é perfeitamente
adequada quando o fator de estresse requer uma libe-
racao extra de energia para determinada situacao.
Contudo, a manutencao de altos niveis de actucar na
corrente sangliinea pode levar ao diabetes futuro. Além
do mais, o estresse, particularmente o agudo, pode
exacerbar a condicdo diabética preexistente, pois os
diabéticos sdo incapazes de suprir, por rapidas altera-

20

¢Oes, as exigéncias de insulina resultantes do estresse
continuado. Diga-se que o estresse por si s6 pode le-
var a outras complicacdes graves, como cardiovascu-
lares (Mello Filho, 2001).

O estresse tém efeito também na alimentacao, po-
dendo modificar o metabolismo de varios nutrientes
como vitaminas do complexo B, vitamina C, cdlcio,
magnésio, ferro e zinco (Combs, 1998; Lipp & Rocha,
1996). Adicionalmente, quando estamos estressados,
tendemos a negligenciar nossa dieta e, entdo, piorar
essa condicao patoldgica pela ingestao inadequada de
minerais. As deficiéncias desses minerais estao liga-
das a uma grande variedade de disfuncées, que vao
desde a infertilidade e reducdo do crescimento, a ul-
cera, a hipertensao arterial e a doenca isquémica do
coracao (Mello Filho, 2001).

O estresse leva a uma deplecéo de zinco no figado,
no musculo e aumento da excrecao urinaria deste ele-
mento (Gonzalez et al., 1998) afetando também o fator
inibitério de crescimento. (Giralt et al., 2000). Outros
estudos mostram que a deficiéncia de zinco desenvol-
ve danos oxidativos associados com inflamacédo (Ros-
si, et al.,2000) e parece acelerar também a divisao ce-
lular no intestino, reforcando a membrana da mucosa
gastrointestinal, sendo o mesmo usado para o trata-
mento de tulceras (Melo, E, 2001). Outros trabalhos
mostram que, em ratos, o zinco estd envolvido na esti-
mulacao de genes que levam a liberacao de adrenais
(Honkaniemi et al., 2000). O zinco é essencial tam-
bém na estrutura 6ssea. Estudos mostraram que a que-
bra de estresse modula a deformidade dos parametros
medidos, em relacdo ao comprimento e diametro da
coluna espinhal (Rossi et al. 2000).

Pesquisas tém demonstrado que pessoas estressa-
das do tipo agressivas, ambiciosas, competitivas, que
vivem sob tensdo tém constante déficit do magnésio
muscular. Portanto, uma ingestdo adequada de mag-
nésio é essencial para manter as artérias relaxadas,
diminuir a pressao arterial e tornar os batimentos car-
diacos regulares (Shivakumar & Kumar, 1997). Este
mineral, reduz ainda os radicais livres, estabilizando
a capacidade de aglutinacao de plaquetas sangiiine-
as. Assim, a caréncia desse elemento leva o individuo
a ter maiores chances de formacgédo de trombos (Mari-
nez & Lourenco, 1996; Garcia et al., 1998). A deficién-
cia desta substancia no organismo pode levar ainda a
anorexia, apatia, nduseas, hiperatividade neuromus-
cular, que se néao for tratada pode provocar arritmias
cardiacas ou mesmo parada cardiaca (Henrotte, et al.,
1997).

O estresse altera também o metabolismo do célcio
e sédio interferindo na reatividade vascular. A regula-
cdo do metabolismo destes elementos é extremamen-
te complexa, os quais interagem com hormonios e ex-
crecao renal. A auséncia de célcio diminui a reativi-
dade vascular, enquanto o excesso de s6dio aumenta a
reatividade muscular das artérias. O cdlcio é necessa-
rio para que haja contracdo dos musculos que compde
as paredes das pequenas artérias. Este ion causa a
contracdo simultanea das proteinas, miosina e actina,
fazendo a célula contrair e relaxar. Como os fatores de
relaxamento no exterior da célula tém uma afinidade
com o cdlcio, ele logo é removido da célula muscular,
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permitindo o relaxamento da mesma (Henrotte et al.,
1997). O célcio afeta também o marca-passo que con-
trola a freqiéncia cardiaca (Rocha & Lipp, 1996), sen-
do também importante na absorcao de vitamina B, atra-
vés da parede do intestino delgado (Lipp et al.,1986).

Em relacdo ao acido ascorbico, popularmente co-
nhecido como vitamina C, este tem sido altamente
consumido como suplemento alimentar como forma de
prevenir ou combater os resfriados, as doencas cardio-
vasculares e as neoplasias (Silva et al., 2000). Sua fun-
cdo antiaterogénica deve-se as suas caracteristicas
antioxidantes, as quais podem reduzir a oxidacao da
lipoproteina de baixa densidade conhecida como LDL-
colesterol (Valkonen & Kuusi, 2000). A protecdo com-
pleta desta fracao parece envolver também a vitamina
E, sendo que esta é importante na extincao de radi-
cais produzidos no interior da particula de LDL-coles-
terol. Na verdade, a acao da vitamina E parece ser
dependente da presenca de &cido ascorbico e talvez
de outros antioxidantes soltveis (Price et al, 2001).
Desta maneira, o &cido ascérbico pode contribuir para
a protecdo contra doencas coronarianas em pessoas
que ingerem altas quantidades de vitamina C através
de frutas e vegetais (Gale et al.,, 1993), embora esta
vitamina nao tenha sido recomendada como um agente
redutor de lipoproteinas (Jenner, et al., 2000). Por ou-
tro lado, o fato da deficiéncia de vitamina C promover
a formacao de lesdes aterosclerdticas em porcos da
India pode suportar a hipétese que a mesma reduz o
risco aterogénico. Atualmente existem fracas evidén-
cias destes efeitos em humanos (Combs, 1998). Ape-
sar disto, muitos estudos tém relatado que o acido as-
corbico pode aumentar as concentracoes de HDL-co-
lesterol (lipoproteina de alta densidade) e diminuir as
concentracoes de colesterol total (Simon & Hudes,
1999).

No presente estudo foi realizado uma quantifica-
cdo de colesterol total, trigliceridios, lipoproteinas,
cdlcio, fésforo, magnésio, vitamina B,,, vitamina C,
sodio, potdssio e zinco de individuos atendidos no
Hospital Universitario da UFSC, de maneira a corre-
lacionar esses parametros bioquimicos com a condi-
cao de estresse , em suas diferentes modalidades.

MATERIAIS E METODOS

Pacientes

Esta pesquisa foi realizada entre os meses de no-
vembro e dezembro de 2001. Os pacientes que partici-
param da mesma foram individuos da comunidade:
estudantes (graduacdo e pés-graduacao), professores,
servidores, sendo que 40 % desses pacientes estavam
inseridos no Nucleo multiprofissional e interdiscipli-
nar na prevencao e tratamento de eventos cardiovas-
culares da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), Hospital Universitario (HU). A faixa etaria
variou entre 21 e 75 anos, sendo 24 mulheres e 5 ho-
mens. Todos individuos que concordaram em partici-
par espontaneamente desta pesquisa assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido e tiveram
acesso a todos os seus resultados.
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Determinacgoes laboratoriais

As andlises laboratoriais foram executadas pelo se-
tor de Bioquimica do Laboratoério de Analises Clinicas
do Hospital Universitario (HU), exceto o zinco que foi
determinado no Departamento de Quimica da UFSC,
e o0 acido ascoérbico que foi dosado no Laboratério Di-
datico de Bioquimica Clinica da UFSC. O sangue foi
obtido por puncao venosa, observando-se um jejum
de 12 horas. O soro foi obtido por centrifugacao do
sangue a 2500 rpm por 15 min.

O perfil lipidico foi definido pela determinacoes do:
colesterol total (CT) e triglicerideos (TG) utilizando mé-
todos enzimatico - colorimétrico automatizado; a fra-
¢do HDL-colesterol (HDL), pelo método de precipita-
cao seletiva acoplado a dosagem por método enzima-
tico colorimétrico automatizado e a fracao LDL-coles-
terol (LDL) foi obtida por céalculo utilizando a férmula
de Friedewald.

Os ions magnésio (Mg), fésforo (P) e célcio (Ca)
foram dosados por método automatizado, sendo que o
ion magnésio foi complexado com MTB (azul de me-
tiltimol); o fésforo foi determinado complexando-o com
molibdato; o célcio foi dosado pelo método da o-cre-
softaleina e os ions s6dio (Na) e potéssio (K) foram
determinados usando eletrodos ions seletivos, por
método automatizado.

O aparelho utilizado para todas as determinacoes
automatizadas acima descritas foi o Dade Dimension®
AR/Clinical Chemistry System (Dade International Inc.
/ Dade Behring Inc., Newark, DE — USA). Os Kits usa-
dos para as determinacoes acima foram fornecidos pela
Dade Chemistry System Inc. (Dade Behring Inc.,
Newark, DE — USA).

Todas essas determinacoes foram executadas utili-
zando-se o programa de Controle de Qualidade da
Control-Lab (Rio de Janeiro-Brasil), da Sociedade Bra-
sileira de Patologia Clinica e o programa PNCQ, da
Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas.

A concentracdo de zinco (Zn) no soro foi determi-
nada em triplicata por espectrometria de absorcao ato-
mica Varian Spectra AA 50, equipado com atomizador
em chama e lampada de cdtodo oco para zinco. Para
determinacado do zinco foi construida uma curva pa-
drao e quatro amostras de calibragdo para a técnica
com adicao do analito, com leituras em triplicada, plo-
tando-se o sinal analitico obtido versus concentracao

0,2 q

Abs

0,1

y = 0,373x + 0,001
R* = 0,9988

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

[] mg/dL

FIG. 1 - Curva de calibracdo usada para a determinagéo de acido ascorbico
no soro dos pacientes analisados.
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TABELA |
Avaliacao do estresse e parametros bioquimicos

Vit C CT LDL HDL TG Ca P Mg Na K 5 Zn

N® Mg/dL MEg/L Pg/ml MgL * A B c D
1 1,38 235 169 45 103 8,5 | 3,3 1,6 143 4,0 360 1,3 2 - - -
2 0,58 171 100 48 112 9,4 - 1,6 142 4.5 241 1,2 3 1 2 1
3 2,66 224 154 47 116 8,6 | 3,4 2,1 144 3,6 725 1,0 4 1 3 1
4 0,94 238 55 63 8,7 3,0 1| 2,0 144 4.1 - 1,2 0 3 1 1

5 0,5 236 186 34 82 - - - - - 439 0,8 4 2 3 1
6 1,34 185 124 46 77 - - - - - 328 1,3 2 2 1 1
7 1,65 129 62 49 90 8,8 - 1,7 143 4,3 277 1,0 0 2 1 1
8 1,68 199 118 60 106 94 | 44 1,6 143 4,2 343 1,2 2 2 2 1
9 2,35 255 177 48 152 8,5 | 3,9 1,8 143 45 324 1,3 0 2 1 1
10 1,21 152 91 48 62 8,5 | 4,0 1,6 143 4,0 583 0,9 3 2 2 1
11 2,28 230 170 44 80 8,8 | 3,8 1,7 142 4.4 338 1,2 2 3 2 1
12 2,42 188 111 59 89 8,1 4.6 1,8 143 4,2 230 1,3 1 2 1 1
13 2,15 153 91 48 68 8,6 - 1,6 - 4.1 794 1,3 0 2 1 0
14 1,83 214 145 54 75 9,1 4.5 2,0 143 5,0 547 1,3 0 0 1 0
15 0,88 164 105 46 64 9,3 | 4,9 1,8 144 4.9 164 1,3 3 2 2 1
16 2,38 251 190 40 108 8,4 | 3,1 1,8 144 4,5 737 11 3 0 3 1
17 1,53 180 125 43 60 8,3 - 1,6 141 4.3 240 1,2 4 0 2 2
18 - 225 164 42 93 8,1 3,1 1,8 144 4,2 381 11 4 1 2 1
19 2,23 176 - 35 132 85 | 3,8 1,9 143 4.5 - 1,2 1 3 1 0
20 2,07 207 142 51 68 - - - - - - 1,3 4 0 - 1
21 0,54 268 169 80 96 - - - - - - - 0 3 2 0
22 1,36 330 258 43 144 - - - - - - - 0 3 1 0
23 0,04 318 233 24 303 - - - - - - - 4 1 2 1
24 037 277 198 63 79 - - - - - - - 0 2 2 0
25 - 224 141 25 289 9 5 1,6 140 5,0 - - 4 - 3 1
26 - 244 188 33 117 9,7 - 2,1 150 - - - 3 2 1 0
27 0,43 240 160 34 229 - - - - - - - 2 2 1 1
28 - 188 127 27 170 - - - - - - - 1 0 2 0
29 1,81 285 203 54 141 - - - - - - 3 2 2 1

e massa. Para a construcao da curva de calibrac¢do uti-
lizou-se uma solucao de 6xido de zinco a 0,1 mgL™*

Onde, N, representa os pacientes em questao; A, o estado de estresse (0 significa bem estar; 1, estado marginal; 2, problemas
de estresse; 3, sofrimento; 4, sofrimento sério e 5, sofrimento severo); B, tolerancia ao estresse, (3, tudo esta bem; 2, o
individuo pode ficar razoavelmente satisfeito com seu estilo de vida; 1, pode fazer melhor e 0 mudangas interessantes sao
necessarias); C, tensdo (1, a pessoa tem um nivel moderado de tensdo que pode ser melhorado; 2, ha muita tenséo e 3,
provavelmente a pessoa esta se sentindo muito desconfortdavel e com certeza seria 6timo se tentasse mudar); D , vulnerabilidade
ao estresse ( 0, o individuo estd no caminho certo; 1, a pessoa poderia reagir de forma mais tranqliila; 2, a pessoa encontra-se
vulnerével a este tipo de estresse).

para um volume final de 3ml.

A vitamina B,, (vit B,,) foi medida com analisador
automatizado Immulite por um imunoensaio compe-

titivo.

O &cido ascorbico (vit C) presentes na amostra de

soro foi determinado imediatamente apos a coleta ou
em tempo inferior a 3 horas (Burtis & Ashwood,1999) ,
utilizando-se o método espectrofotométrico da 2-4 di-
nitrofenil-hidrazina (McCormick & Green, 1994). O
acido ascoérbico e acido tricloroacético (TCA) foram
obtido da Merck (Darmstadt, Alemanha) e os demais
reagentes utilizados foram de marcas nacionais. Para
esta pesquisa apos a separacao do soro as amostras
foram precipitadas com TCA 12% e em seguida anali-
sadas, utilizando uma curva de calibracao conforme
mostra a Figura 1.

Avaliacao do estresse

A determinacao do estado de estresse foi realizada
segundo pesquisas de ambito nacional nos Estados
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Unidos (Lipp, 1886); a vulnerabilidade ao estresse foi
analisada considerando o trabalho desenvolvido pelo
Departamento de Saude, Educacao e Bem-estar do Ser-
vico de Saude publica dos Estados Unidos o qual foi
Adaptado por Nahas, (2001); a tensdo "Vocé se sente
muito estressado", foi avaliada segundo questiondrio
Simon (2000); a avaliacdo do estado fisico de acordo
com o questionario formulado por Boucher & Binette
(1996); as fontes de estresse de acordo com o questio-
nario de Levy, (1971) e o reconhecimento dos sinais de
estresse conforme sugerido por Lipp et. al , (1986).

RESULTADOS

As respostas dos questiondrios de estresse junta-
mente com os resultados das analises bioquimicas dos
pacientes estao representados na Tabela I.

DISCUSSAO
Sabe-se que um dos problemas mais comum que

afeta o ser humano é o estresse, o qual culmina num
desgaste geral do organismo. Se o estresse for bem
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compreendido e controlado pode até certo ponto ser
bom, pois prepara o organismo para situacgoes dificeis
da vida, mas se nao for controlado e se estiver cons-
tantemente na pessoa, pode levar a alteracoes no me-
tabolismo de lipideos, da pressao arterial, dos batimen-
tos cardiacos, ao maior consumo de oxigénio pelo mio-
cardio e com o tempo reduz o ritmo cardiaco diminuin-
do a resisténcia vascular periférica (Hubard & Work-
man, 2000). Progressivamente esses problemas levam
ao aumento de doencas cardiovasculares (Grosman &
Sveback, 1987; Deslistraly et al., 1992; Dadak et al.,
1995; Vitor, et al., 1998).

Assim, é importante aprender a reconhecer os sin-
tomas do estresse, como primeiro passo para se evitar
seus efeitos maléficos, pois € muito comum que o es-
tresse nao seja diagnosticado e que o mal se agrave
com o passar do tempo e com a falta de tratamento
adequado. Desta forma, a primeira proposta deste tra-
balho foi verificar como o estresse tem afetado a vida
de pessoas da comunidade universitaria, quais sdo os
principais agentes estressores, quais sao os sintomas
j& manifestos e qual o reflexo bioquimico deste pro-
cesso. Assim, utilizou-se varios questionarios, de ma-
neira a se obter uma avaliacdo quanto as fontes, os
sinais, a tolerancia, a vulnerabilidade e o estado de
estresse de cada individuo. Numa etapa seguinte cor-
relacionou-se os resultados desses questiondrios com
os seguintes parametros bioquimicos: CT, HDL, LDL,
TG, Ca, PMg, Na, K, vit B,,, vit C e Zn.

Ha uma longa tradigdo nas pesquisas sobre estresse
em caracterizar os acontecimentos mais estressantes
(Franca & Rodrigues, 1999). Assim, neste trabalho, de
acordo com as respostas do questionario de Levy (1971),
observou-se que nos ultimos 12 meses as principais fon-
tes de estresse foram de ordem psicossocias, sendo que
as mais relatadas foram: morte ou doenca de alguém
da familia, acréscimo ou diminuicao de pessoas mo-
rando em casa, recebimento de multa ao cometer pe-
quenas infracoes e mudancas de ordens diversas como:
no trabalho, na condicdo financeira, nos héabitos pes-
soais, na alimentacdo e nos habitos de dormir.

Para Chopra (1989), a presenca constante de agen-
tes estressores na maioria dos individuos e a maneira
com que 0s mesmos reagem em situacoes potencial-
mente estressantes, pode ter profundo efeito sobre suas
funcoées vitais. Alguns sintomas de estresse sao faceis
de serem identificados, como maos suadas, contracao
dos musculos, respiracdo rapida do coracao “batedei-
ra”, acidez do estdmago, falta de apetite ou dor de ca-
beca. Outros sintomas sdo tdo sutis que a pessoa as
vezes nem se apercebe deles. O impacto de um agen-
te estressor depende em grande parte das caracteristi-
cas da pessoa exposta a este agente (Tsopanakis & Tso-
panakis, 1998). Os sintomas diferem também depen-
dendo da fase em que o estresse esteja. Assim foi apli-
cado um questionario de Lipp et al., (1986), para que o
individuo pudesse reconhecer os sinais de estresse. Os
seguintes sintomas foram os mais assinalados: proble-
mas com a memaoria, n6 no estbmago, mudanca de ape-
tite, musculos tensos, vontade de fugir de tudo, pen-
sar continuamente num so6 assunto, irritabilidade ex-
cessiva, angustia ou ansiedade, hipersensibilidade
emotiva e perda do senso de humor.
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E importante que o individuo reconheca o grau de
tolerancia ou resisténcia pessoal em situacoes de es-
tresse. Cabe dizer que cada pessoa responde de forma
peculiar a situacoes de estresse, o que pode represen-
tar um grande problema para uns, pode ser gerencia-
do com tranquilidade por outros. Para Hans Seley
(1974), cada pessoa leva consigo uma capacidade de
resistir ao estresse. A essa capacidade ele chamou de
energia de adaptacao e, segundo esse pesquisador, o
individuo pode treinar seu organismo, de maneira a
desenvolver tal energia, enfrentando melhor as situa-
coes de estresse. Neste trabalho pode-se observar que
os individuos menos vulneraveis ao estresse foram tam-
bém os mais tolerantes, tal como mostram os pacien-
tes 13, 14, 19, 21,22, 24 e 26. Analogamente o paciente
17 apresentou menor nivel de tolerancia e maior vul-
nerabilidade ao estresse.

O estresse pode ser observado como processo, que
¢é a tensdo diante de uma situagdo de desafio por amea-
ca ou conquista ou como estado, que é o resultado
positivo (Eustresse) ou negativo (Distresse) do esforco
gerado pela tensdo mobilizada pela pessoa (Franca &
Rodrigues, 1999). Assim, neste trabalho, o questiona-
rio proposto por Rochele Simons coloca todos indivi-
duos, no minimo, em uma situacdo de moderada ten-
sdo, mas nem sempre esta tensdo ou mesmo vulnera-
bilidade que os individuos apresentam frente aos agen-
tes estressores refletem em um estado de desequili-
brio e sofrimento para pessoa, a exemplo dos pacien-
tes 21 e 24 que vivem com muita tensdao, mas nao apre-
sentam problemas causados pelo estresse. Quando se
correlacionou o estado de estresse com tensao, obser-
vou-se que os pacientes, 3, 5, 16 e 25 com sofrimento
ou sofrimento severo sdo aqueles que apresentaram
mais tensao. Situacao inversa observou-se nos pacien-
tes 4,7, 9, 13 e 14. Essas avaliacoes mostram que o
questiondrio sobre estado de estresse proposto por Lipp
et al., (1986), é o que mais retrata as reagoes resultan-
tes do estresse, e que este apresenta correlagoes sig-
nificantes em relacao a tensao, a tolerancia e a vulne-
rabilidade ao estresse.

Esse importante aspecto em relacao ao estado de
estresse nos obriga a repensar no préprio conceito de
estresse, onde o mesmo néao poderia ser definido como
estimulo ou resposta, mas a maneira pela qual a pes-
soa avalia e enfrenta esse estimulo. Dentro deste con-
texto, o estresse pode ser considerado como o prototi-
po da situacdo metabdlica que desvia o funcionamen-
to dos nossos 6rgaos e sistemas corporais responsa-
veis pelos sintomas manifestos (Alves, 2000). Consi-
dera-se que dentre as fungoes fisiologicas, as altera-
¢coes bioquimicas s@o as que mais refletem a compre-
ensdo dos mecanismos que levam as perturbacoes dos
orgaos.

Assim, comparando os dados de estresse com para-
metros bioquimicos, a literatura mostra que altos ni-
veis de estresse provocam aumento de CT, LDL e di-
minuicao de HDL sugerindo aumento de doencas car-
diovasculares (Devlin, 2000; Roy et al., 2001). Nesta
pesquisa pode-se observar que dos individuos que
apresentaram sofrimento sério ao estresse somente um
(17) teve valores de CT e LDL dentro dos limites de
referéncias e os demais (3, 5, 17, 18, 20, 23 e 25) apre-
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sentaram valores elevados. Similarmente todos os pa-
cientes (3, 5, 16 e 25) que apresentaram altos niveis
de tensao e se sentiam altamente desconfortaveis apre-
sentaram CT e LDL acima do desejado. Em relacédo a
tolerancia ao estresse pode-se notar que todos os indi-
viduos (14, 16, 20, e 24) com tolerancia zero ao estres-
se também apresentaram CT e LDL acima do deseja-
do, exceto o individuo 17. Tal como relata a literatura
(Doornen et al., 1998), nesta pesquisa nao foi encon-
trado correlacao entre estresse e triglicérides e pouca
correlacdo com a fracdo HDL. Em relacao a vulnerabi-
lidade, embora este parametro sirva para avaliar as
situacgoes de estresse associados a frustracao ou inibi-
cdo de um determinado desejo, nao foi possivel corre-
lacionar tais sentimentos com as andlises bioquimicas
realizadas.

O estresse e eletroélitos tais como o célcio, o magné-
sio e o fésforo tém sido correlacionados com proble-
mas cardiovasculares. Em animais, tem sido sugerido
que a deficiéncia de magnésio aumenta o estresse oxi-
dativo e provoca injarias vascular (Shivakumar & Ku-
mar, 1997). Embora haja controvérsias, no enfarte de
miocardio agudo a terapia incluindo magnésio tem sido
recomendada,pois acredita-se que 0 mesmo possa Con-
tribuir para revascularizacdo corondria (Roger, 1995).
Diga-se que no estresse agudo geralmente hd uma ele-
vacado da pressdao sistolica associada a um aumento de
sodio e magnésio e diminuicdo de potéssio das células
sangiiineas e concentracdo de cdlcio no soro (Mah-
boob et al., 1996) . Nesta pesquisa pode-se notar que o
individuo 3 (com sofrimento severo) apresentou os ni-
veis de cdlcio e magnésio abaixo do esperado e simi-
lar relacdo para o célcio pode-se observar nos indivi-
duos 17 e 18. Entretanto, nenhuma correlacao foi en-
contrada com o fésforo, sédio e potassio.

Considerando-se a importancia da vit C como anti-
oxidante, este trabalho se propos também a determi-
nar a concentracao deste elemento no soro dos pacien-
tes em questao. Observou-se que dos 25 pacientes, os
quais a vit C foi dosada, seis individuos (2, 5, 21, 23,
24 e 27) obtiveram baixos niveis deste elemento ou
valores no limiar inferior do mesmo que é de 0,5 5 a
1,5 mg/dl.

A sintese de vit C foi negativamente relacionada
com as concentracoes de LDL e positivamente relacio-
nada as concentracbes de HDL (Price, et al., 2001).
Nesta pesquisa, dos seis individuos que apresentaram
baixas concentracoes de vit C, somente dois (21 e 24)
nao apresentaram problemas de estresse, e somente o
paciente 2 obteve resultados de colesterol e LDL nor-
mais. Em relacdo a HDL, somente trés pacientes (5,
25 e 27) apresentaram diminuicdo desta fragdo. Neste
trabalho néo foi possivel observar nenhuma correla-
cdo entre os valores de TG e vit C..

Em relacdo aos valores encontrados de Zn e de-
mais parametros bioquimicos estudos indicam que a
deficiéncia de Zn aumenta os valores de lipidios e LDL
e reduz a fracdo HDL (El Hendy et al.,2001). Neste
trabalho pode-se observar que a maioria dos pacien-
tes apresentaram valores de Zn dentro dos limites es-
pecificados pela literatura ou seja entre 1.0 a 1.4 mgL™*
(Kocaturk et al., 2000). Destaca-se contudo que dois
pacientes (5 e 10) apresentaram concentragoes de Zn
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abaixo dos valores de referéncia e que as respostas
dos questiondrios de estresse dos mesmos mostraram:
sofrimento ou sofrimento sério, muitas tensoes em suas
vidas, uma certa vulnerabilidade ao estresse e pouca
satisfacdo com seus estilos de vida. Dentro do limite
minimo de referéncia para ao zinco, também o paciente
3 apresentou sofrimento sério, pouca tolerancia, des-
conforto e uma certa vulnerabilidade ao estresse. O
paciente 5 apresentou CT e LDL elevados e HDL di-
minuida. Quanto ao paciente 10, este apresentou zin-
co diminuido e os parametros lipidicos dentro da faixa
de normalidade. Constatou-se, contudo, que este ulti-
mo paciente faz exercicios didrios e controle alimen-
tar. De fato, a atividade fisica e uma alimentacéao ade-
quada sao fatores que modificam outros fatores de ris-
co para doencas cardiovasculares, pois auxiliam na
reducao de peso, aumentam a HDL, diminui o TG e os
risco para trombose (Michelon & Moriguchi, 1999).
Conclui-se que a maioria das pessoas da comuni-
dade universitaria analisada apresenta problemas de
estresse, e que decorrente deste processo alteracoes
bioquimicas podem ser observadas, sendo que estas
poderao servir de alerta para o individuos que vivem
constantemente com estimulos estressantes.
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Prevaléncia e perfil de sensibilidade

de microrganismos em infecgoes do trato urinario’

Prevalence and antimicrobial susceptibility in urinary tract pathogens
R. C. V. Santos; A. Lunardelli; T. A. Castaman; F. B. Nunes; M. G. S. Pires; J. R. Oliveira & R H. Wachter

RESUMO - Infecgdes bacterianas do trato urindrio sdo um problema muito comum tanto em infec¢des nosocomiais
quanto na comunidade. O objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia de patégenos responsaveis por infec-
cdes no trato urindrio, relacionando-os com a sua susceptibilidade frente aos antimicrobianos utilizados. Durante
o periodo de janeiro de 1998 a dezembro de 2001 foram analisados resultados de 2378 culturas de urinas positivas
de pacientes ambulatoriais, sem restricoes de sexo e idade, de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. Escherichia
coli foi o microrganismo isolado mais prevalente: 74,3%, seqguido de Proteus mirabilis com 8,0% e Enterobacter
aerogenes com 4,88%. Nitrofurantoina (NIT) apresentou altos indices de atividade frente aos Cocos Gram-positi-
vos, enquanto que o Norfloxacin foi o antimicrobiano que apresentou a maior atividade frente aos Bacilos Gram-
negativos.

PALAVRAS-CHAVE — Antimicrobianos, bactérias, infecgdo, trato urindrio.

SUMMARY - Bacterial infections of the urinary tract is a common problem in nosocomial and comunity infections.
The aim of this study was to determine the prevalence of responsible organism for infections in the urinary tract,
relating them with its susceptibility front to used antibiotics. During the period of 1998 january to 2001 december it
was analyzed the results of 2378 urine positive cultures from outpatients, without restrictions of sex and age, in Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil. Escherichia coli was the more prevalent isolated microorganism: 74.3%, followed
by the Proteus mirabilis with 8.0% and Enterobacter aerogenes with 4.8%. Nitrofurantoin (NIT) presented high
activity front Gram-positive Cocci, while the Norfloxacin, the antibiotic who presented the biggest activity front the
Gram-negative Bacilli.

KEYWORDS - Antibiotic, bacteria, infection, urinary tract.

INTRODUGAO

s infecgbes do trato urinario (ITUs) sdo doengas muito
freqiientemente encontradas na populacédo e sao respon-
saveis por mais de 100.000 baixas nos hospitais nos Estados
Unidos'. Estima-se que 20 a 30% das mulheres tenham ITU
pelo menos uma vez ao longo de suas vidas e que aproxima-
damente 5% destas irdo desenvolver bacteremia?.

A etiologia das ITUs e a susceptibilidade dos patégenos
urindrios tanto na comunidade como em infec¢des nosoco-
miais vém se alterando de acordo com o local do estudo e
com o passar dos anos® O freqiiente uso de agentes antimi-
crobianos podem resultar na selecdo de cepas resistentes
causando falhas terapéuticas importantes?. A resisténcia
bacteriana vem se tornando um dos mais graves problemas,
devido ao uso de antibiéticos em ra¢des animais, prescri-
cdo inadequada de antibidticos e fracas estratégias de con-
trole de infeccdo entre outras®.

As infeccoes no trato urinario ocorrem mais freqiiente-
mente em mulheres pacientes de ambulatério e de onde a
terapia empirica antimicrobiana é recomendada'. Em 1999,
o Infectious Disease Society of America (IDSA) publicou uma
recomendacao para o uso de Sulfametoxazol Trimetoprima
como um tratamento empirico para infec¢ées no trato uri-
ndrio, mas apenas em regides onde o perfil de resisténcia
dos microrganismos frente a esta droga, nao ultrapasse 10
- 20%*. Por isto, a obtencao de informacgoes locais sobre a
sensibilidade dos microrganismos frente aos antimicrobia-
nos utilizados é de grande importancia para uma melhor
monitorizacao e otimizacao do tratamento.

O objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia
de patoégenos responsdaveis por infeccées no trato urindrio,
relacionando-os com a sua susceptibilidade frente aos an-
timicrobianos comumente utilizados na pratica médica.

MATERIAIS E METODOS

Durante o periodo de janeiro de 1998 a dezembro de
2001 foram analisados resultados de 2378 culturas de uri-
nas positivas de pacientes ambulatoriais, sem restri¢coes de
sexo e idade, de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.

As amostras de urina foram coletadas em frascos esté-
reis e levadas imediatamente ao laboratério. Foram inocu-
ladas em &gar sangue de carneiro (Laborclin Ltda.) e 4gar
Mc Conkey (Laborclin Ltda.) e foram incubadas durante 24-
48 horas. Foram consideradas culturas positivas, aquelas
cujo crescimento em cultura foi superior a 100.000 UFC/mL.
A identificagdo das enterobactérias foi realizado através de
provas bioquimicas padronizadas (Laborclin Ltda.). A coa-
gulase em tubo foi o teste realizado para a identificacao do
Staphylococcus aureus e o teste de resisténcia ao disco de
novobiocina foi utilizado para a identificacdo do Staphylo-
coccus saprophyticus. O crescimento em meio de SF foi uti-
lizado para identificar o Enterococcus faecalis e o teste da
oxidase em tiras foi utilizado para a identificacao de Pseu-
domonas aeruginosa. Os resultados foram interpretados de
acordo com os critérios recomendados pelo National Com-
mittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)®.

Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Foram realizados testes de sensibilidade aos antimicrobi-
anos pelo método de difusdo de discos em dgar Mueller-Hin-
ton® (Laborclin Ltda.), e foram utilizados os seguintes discos
de antimicrobianos: Ampicilina (AMP), Cefalotina (CFL),
Amicacina (AMC), Sulfametoxazol Trimetropim (SMX-TMP),
Penicilina (PEN), Nitrofurantoina (NIT), Norfloxacin (NOR) e
Oxacilina (OXA) (Laborclin Ltda.). Os halos de inibi¢dao foram
medidos e os resultados foram interpretados de acordo com
os critérios recomendados pelo NCCLS®.

Recebido em 28/8/2002
Aprovado em 6/11/2002
*Trabalho desenvolvido no Laboratério de Pesquisa em Biofisica, Faculdade de Biociéncias, Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS).
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TABELA |
Prevaléncia de bactérias em infecgées urinarias —
Agente Percentual (%) ES N
ichic i 80 %
Escherichia coli 74.31 . §
Proteus mirabili 8.0 £n §
Enterobacter aerogenes 4.88 g % §
Enterococcus faecalis 395 E ® §
Staphylococcus sp. (coagulase negativa) 2.40 3 :‘; §
Streptococcus agalactiae (grupo B) 2.06 H §
Staphylococcus saprophyticus 164 2 %
Klebsiella pneumoniae 105 " g
Pseudomonas aeruginosa 0.84 ’ ANC peN
Staphylococcus aureus 0.63
Citrobacter freundii 0.13
Serratia_ marcescens 0.04
Streptococcus sp. (grupo viridans) 0.04 lina (OXA).
RESULTADOS

Escherichia coli foi o microrganismo isolado mais pre-
valente: 74,3%, seguido de Proteus mirabilis com 8,0% e
Enterobacter aerogenes com 4,88%, como pode ser observa-
do na Tabela I.

A Figura 1 mostra o percentual de Cocos Gram-positi-
vos sensiveis frente aos antimicrobianos utilizados rotinei-
ramente. O Staphylococcus saprophyticus apresentou 25,6%
de organismos sensiveis frente a Amicacina (AMC), 84,6%
contra Penicilina (PEN), 92,3% frente a Oxacilina e 94,8%
contra Nitrofurantoina (NIT) e Norfloxacin (NOR). O Sta-
phylococcus sp. apresentou 24,5% de organismos sensiveis
frente a Amicacina (AMC), 61,4% contra Penicilina (PEN),
80,7% frente a Oxacilina, 98,2% contra Nitrofurantoina (NIT)
e 92,9% frente ao Norfloxacin (NOR). O Streptococcus aga-
lactiae apresentou 8,16% de organismos sensiveis frente a
Amicacina (AMC), 95,9% contra Penicilina (PEN), 24,4%
frente a Oxacilina, 93,8% contra Nitrofurantoina (NIT) e
87,7% frente ao Norfloxacin (NOR). O Enterococcus faeca-
lis apresentou 4,2% de organismos sensiveis frente a Ami-
cacina (AMC), 91,4% contra Penicilina (PEN), 2,1% frente
a Oxacilina, 96,8% contra Nitrofurantoina (NIT) e 87,2%
frente ao Norfloxacin (NOR).

A Figura 2 representa o percentual de Bacilos Gram-
negativos sensiveis frente aos antimicrobianos utilizados.
A Escherichia coli apresentou 99,2% de organismos sensi-
veis ao Sulfametoxazol Trimetoprim (SMX-TMP), 78,8%
frente a Cefalotina (CFL), 93,3% frente a Nitrofurantoina
(NIT), 96,3% frente ao Norfloxacin (NOR) e 51,0% frente a
Ampicilina (AMP). O Proteus mirabilis apresentou 76,9%
de organismos sensiveis ao Sulfametoxazol Trimetoprim
(SMX-TMP), 90,5% frente a Cefalotina (CFL), 18,3% frente
a Nitrofurantoina (NIT), 100% frente ao Norfloxacin (NOR)
e 64,9% frente a Ampicilina (AMP). O Enterobacter aeroge-
nes apresentou 64,6% de organismos sensiveis ao Sulfame-
toxazol Trimetoprim (SMX-TMP), 62,9% frente a Cefaloti-
na (CFL), 71,5% frente a Nitrofurantoina (NIT), 87,9% fren-
te ao Norfloxacin (NOR) e 17,2% frente a Ampicilina (AMP).
A Klebsiella pneumoniae apresentou 80,0% de organismos
sensiveis ao Sulfametoxazol Trimetoprim (SMX-TMP),
88,0% frente a Cefalotina (CFL), 76,0% frente a Nitrofuran-
toina (NIT), 100% frente ao Norfloxacin (NOR) e 8,0% fren-
te a Ampicilina (AMP).

DISCUSSAO

A comparacdo de resultados é de dificil execucao, em
funcdo da auséncia de uma uniformidade de técnicas e
métodos, tanto na identificagdo quanto nos testes de sensi-
bilidade frente aos antimicrobianos. A prevaléncia e o per-
fil de resisténcia podem variar bastante, de acordo com a
localidade, idade dos pacientes, uso prévio de antibiotico-
terapia e recente hospitalizagao”?

Bacilos Gram-negativos e Staphy]ococcus saprophyticus
foram os patégenos predominantes causadores de infecgdes
no trato urindrio em pacientes de ambulatério em Porto Ale-
gre, Rio Grande do Sul.

Antimicrobianos

FIG. 1 - Sensibilidade de diferentes microrganis-
mos frente a Amicacina (AMC), Penicilina (PEN),
Nitrofurantoina (NIT), Norfloxacin (NOR) e Oxaci-

NIT OXA SMXTMP CFL NIT NOR

Antimicrobianos
FIG. 2 - Sensibilidade de diferentes microrganis-
mos frente ao Sulfametoxazol Trimetoprim (SMX-
TMP), Cefalotina (CFL), Nitrofurantoina (NIT),
Norfloxacin (NOR) e Ampicilina (AMP).

Os dados encontrados em nossos estudos referentes a
prevaléncia, sdo similares aos dados encontrados por ou-
tros pesquisadores'"'***!*, Na Franca, De Mouy et al. (1986/
1994)" encontraram frequenc1as que variaram de 75 a 76%
de infecgdes urindrias causadas por E. coli. Em 1995, nova-
mente De Mouy et al.'? encontraram valores de 70% para E.
coli. Em Israel, Weber et al. (1991)® encontraram 70% de
positividade para E. coli. Nos Estados Unidos, Dyer et al.
encontraram indices que variaram de 69 a 80%.

Estudos como este, sdo muito importantes, pois o co-
nhecimento dos mais comuns organismos causadores de
infeccbes no trato urindrio e sua sensibilidade frente aos
antimicrobianos, sdo importantes ferramentas como indi-
cadores de eficicia da terapia empirica a na otimizacao e/
ou uso racional dos antimicrobianos.
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Importancia da aplicacao de critérios morfologicos
nao-classicos para o diagnostico citopatologico
de Papillomavirus humano (HPV) previamente
detectado por PCR

The application and its mportance in non-classic morphologic approaches
to cytopathology diagnostic of Human Papillomavirus (HPV) previously detected for PCR

Edilson Nobuyoshi Kaneshima®; Linda Emiko Suzuki®; Mary Mayumi Taguti Irie®; Celina Shizue Yoshida®;
Sénia Francieli Maia da Silva® & Mércia Edilaine Lopes Consolaro?

RESUMO - Existe atualmente grande preocupacdo com a melhoria no diagnéstico citopatolégico para HPV e para
isto tem-se estudado a introducéo de critérios morfolégicos néao-classicos, tendo em vista a elevada freqiiéncia desta
infecgdo viral bem como o seu potencial carcinogénico. Desta forma, este trabalho objetivou uma releitura de 41
casos positivos para HPV por PCR, cujos critérios inicialmente utilizados foram apenas os cléssicos, e introduzir os
critérios néo cléssicos. Os critérios citopatolégicos mais observados foram os néo classicos, sendo bi ou multinuclea-
cdo o mais freqliente, com n=37 (90,24%), seguido de ntcleo hipercromatico, com n=35 (85,36%) e nicleo em bor-
rdo, com n=24 (58,54%). Quanto aos critérios classicos, a disqueratose foi observada em n=17 casos (41,46%) e a
coilocitose n=10 (24,35%), representando o 4° e o 9° critérios em ordem numérica de observagao. Foi evidenciado
também que quanto mais avancada a lesdo diagnosticada pela citopatologia, menor a freqiiéncia de critérios classi-
cos e maior a de nédo classicos. Apoés a inclusdo dos critérios néo cléssicos, o diagndstico de HPV elevou-se de 24,39%
dos casos para 75,61%, , sendo que 40,0% dos ASCUS e 100,0% dos NIC I, NICII, NIC III e canceres cervicais
passaram a ser positivos para o virus. Este é um fato de suma importancia no aprimoramento dos servicos citopato-
légicos de rastreamento do cancer cervical. Porém , o tinico caso normal, os dois inflamatérios, os 4 de metaplasia
escamosa e trés dos 5 casos de ASCUS permaneceram negativos para HPV, representando exames citopatolégicos
falso negativos. Isto fato é bastante preocupante, uma vez que pacientes portadoras deste virus, independente do
estado clinico, possuem maior probabilidade de desenvolver lesdes precursoras e até mesmo canceres cervicais.

PALAVRAS-CHAVE - HPV, PCR, critérios nao classicos.

SUMMARY - Exists great concern now with the improvement in the cytopathology diagnosis for HPV and as well as
been studying the introduction of morfologic approaches non-classic, tends in view the high frequency of this infec-
tion viral as well as its potential carcinogenic. This way, this work objectified the new reading of 41 positive cases for
HPV for PCR, whose approaches initially used they were just the classic, and to introduce the non classic approaches.
The cytopathology approaches observed were the not classic, being two or many nucleus the most frequent, with
n=37 (90.24%), followed by nucleus hypercromatic, with n=35 (85.36%0 and nucleus in blot, with n=24 (58.54%).
With relationship to the classic approaches, the dyskeratosis was observed in n=17 cases (41.46%) and koilocytosis
n=10 (24.35%), representing the fourth and the ninth approaches in numeric order of the observation. It was also
evidenced that the more advanced the lesion diagnosed by the citopatology, smaller the classic and larger frequency
of approaches not classic. After inclusion of the non classic approaches, the diagnosis of HPV rose of 24.39% of the
cases for 75.61% and 40.00% of ASCUS and 100.00% of NIC I, NIC II, NIC III and cervical cancers became positive
for the virus. This is a fact of highest importance in the perfect of the services cytopathology to trace of the cervical
cancers. Even so, the only case norm to the cytology, the 2 inflammatory, the 4 of scamous metaplasia and 3 of the 5
cases of ASCUS stayed negative for HPV, representing exams false —negative. That is quite preoccupying, once
patient partadoras of the virus, independent of the clinical state, they possess larger probability of developing pre-
cursory lesions and even cervical cancers.

KEYWORDS - HPV, PCR, approaches not classics.
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INTRODUCAO entre outras lesdes genitais®’** . O 4cido desoxirribonu-

cléico (DNA) especifico do HPV pode ser detectado atra-

as ultimas décadas, a associacdo do Papillomavi- | vés da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em 90 a

N rus Humano (HPV) e outros agentes de infeccdes | 95 % dos carcinomas cervicais'''?. Tal fato é agravado

cérvico-vaginais com a carcinogénese cervical tém sido quando leva-se em consideracdo que as infecgdoes ano-

exaustivamente estudada. Atualmente este virus é reco- genitais causadas por HPV sao consideradas como uma

nhecido como o agente causal inequivoco de condilo- das doencas sexualmente transmissiveis mais comuns e
mas, neoplasias intra-epiteliais e carcinomas cervicais, que se apresenta em significante estado emergente’.
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Atualmente reconhecem-se mais de 70 genotipos de
HPV com base na homologia do seu DNA, sendo que
aproximadamente 30 possuem tropismo pelo trato ano-
genital®*®*. Os HPVs genitais podem infectar o epitélio
escamoso e as membranas mucosas da cérvice, da vagi-
na, da vulva, do pénis e da regido perianal, e podem in-
duzir ao aparecimento de verrugas genitais (condiloma
acuminado), lesdes pré-cancerosas ou cancerosas'. Os
genotipos de HPV 6 e 11, principalmente, induzem a
condilomas exofiticos que afetam a pele anogenital e a
parte inferior da vagina, sendo detectados nas lesées in-
traepiteliais de baixo grau e sao ditos de baixo risco. Os
genotipos 16, 18, 30, 31, 33, 34 e 45 sdo fortemente asso-
ciados com a neoplasia intraepitelial, sendo considera-
dos de alto risco e prevalecem em canceres anogenitais.
Além destes, mais de 20 genotipos de HPV estdo associa-
dos ao cancer cervical, porém o mais freqiientemente en-
contrado em carcinomas cervicais e em neoplasias intra-
epiteliais cervicais (NIC) em todo o mundo é o genotipo
16 ™. O genotipo 18 parece predominar em adenocarci-
nomas e carcinomas adenoescamosos, 0s quais sao res-
ponsdaveis por aproximadamente 5% dos canceres cervi-
cais'.

As lesoes oriundas de infeccao pelo HPV provocam,
geralmente, alteracdes morfoldgicas caracteristicas, de-
tectdveis em citologia de raspados cérvico-vaginais e
biopsias. Com isso, é de suma importancia a realizacao
dos exames rotineiros de deteccao precoce de cancer, atra-
vés de esfregacos corados pelo método de Papanicolaou®.
O exame citopatolégico periddico para prevencgao do can-
cer de colo uterino tem sido a melhor estratégia de Sau-
de Publica para a deteccdo de lesdes pré-neoplésicas e
neoplasicas, sendo desta forma muito util na identifica-
cao de alteracoes citomorfoldgicas nucleares e citoplas-
maticas relacionadas ao HPV ¥/,

Historicamente, estas alteracdes morfologicas para
diagnostico de HPV em citopatologia ja haviam sido des-
critas por Papanicolaou em 1933 **, embora esse autor nao
reconhecesse nelas a causa de sua expressdo. Ja em 1956,
Koss & Durfee descreveram células com a expressao cito-
patica, utilizando pela primeira vez o termo coilocitose para
os halos caracteristicos presentes nas lesdes. Em 1960, Ayre
aventou pela primeira vez a etiologia viral para a coiloci-
tose, sendo o termo utilizado até hoje.

Atualmente existe grande preocupacao em torno da
melhoria do diagnéstico citopatologico, pois em paises
em desenvolvimento a triagem citoldgica vem falhando
em promover a reducgdo na incidéncia de cancer cervi-
cal, sendo uma das causas a limitacdao de sensibilidade
do método**8, Com isto, tém-se estudado a introducéo
de novos critérios morfolégicos, denominados nao clés-
sicos ou secundarios para o diagnostico citolégico de HPV
em adicao aos critérios morfologicos ditos cléssicos, ou
seja, coilocitose e disqueratose. O intuito disto é ampliar
a sensibilidade do método, aproximando-a da obtida em
amostras histopatolégicas e nos métodos diagnoésticos
mais sensiveis e especificos, tais como a deteccdo do DNA
viral por Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)%*.

Dada a importancia da citologia oncética no rastrea-
mento populacional de HPV, a maximizacédo da eficién-
cia morfolégica é fundamental para atender as expecta-
tivas dos controles periddicos para a prevencao e detec-
cao do HPV, dos canceres de colo uterino e suas lesdes
precursoras. Desta forma, o presente trabalho objetivou
uma reanalise de esfregacos cérvico-vaginais de pacien-
tes com diagndstico positivo para HPV por PCR, cujos
critérios citopatolégicos utilizados inicialmente para este
virus foram apenas os classicos, e introduzir os critérios
ndo classicos, com o intuito de verificar a importancia da
aplicacdo dos mesmos na eficiéncia diagnostica.

30

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras coletadas de pacientes do
municipio de Maringa- Brasil e regido por técnica pa-
drdo VCE (Vaginal-Cervical-Endocervical) para a con-
fecgao dos esfregagos para citopatologia®, sendo que parte
do material endocervical foi estocado em tampao TE.
(Tris-HC1 10 mM pH 8.5; EDTA 1 mM) e congelado a —
20°C para posterior extracdo do DNA e andlise pela téc-
nica de PCR?, modificada para um volume final de 25
ml, onde foram utilizados os iniciadores consenso MY09/
MY11 (CGTCCMAARGGAWACTGATC/GCMCAGGGW-
CATAAYAATGG), que amplificam especificamente uma
parte do gene L1 que é a regido mais conservada na se-
qiéncia de DNA entre os diferentes tipos de HPV. Para
cada reacao de amplificacdo utilizou-se 5uUL da solucao
do DNA extraido anteriormente; 50mM KCI; 10mM Tris-
HCI (pH 8,3); 2,5mM de MgCl,; 200uM de cada desoxi-
nucleotideo trifosfatado (ANTP); 12,5 pmoles de cada ini-
ciador e 0,75U de Taqg DNA polimerase para um volume
final de 25pL. As reagdes de amplificacdo foram realiza-
das em tubos de microcentrifuga de 0,5mL que foram
transferidos para o termociclador (MJ Research PTC 150).
O programa de PCR consistiu das seguintes etapas: 95°C
por 5 minutos; 40 ciclos de amplificagao (95°C por 1 min.;
55°C por 1 min.; 72°C por 1 min.) e 72°C por 5 minutos
para a extensao final da reacdo de amplificacdo. Foram
consideradas positivas para o DNA de HPV as amostras
em que houve a amplificacao de um fragmento de DNA
de aproximadamente 450 pares de base.

Uma vez detectado o DNA de HPV, os esfregacos fo-
ram corados e lidos em microscépio 6ptico em objetivas
de 10X, 20X e 40X, através da técnica de Papanicolaou®.
Foram realizadas duas leituras, sendo que a 1?2 leitura
levou em consideracao apenas os critérios citomorfoldgi-
cos cléssicos para diagnostico de HPV, ou seja, coilocito-
se e disqueratose!®?*?836:38 A 93 Jeitura considerou além
dos critérios classicos, 14 critérios nao classicos, sendo
eles: células em fibra, células gigantes, células paraba-
sais coilocitéticas, bi ou multinucleacéo, coilocitose leve,
condensacao em filamentos, cariorrexe, disqueratose leve,
escamas anucleadas, granulos querato-hialinos, halo
perinuclear, nicleo em borrdo, nucleo em fibra, nicleo
hipercrométiCOQ,lﬁ, 27,28,29,30,32,38,41.

Foram considerados como positivos para HPV na 22
leitura os casos que apresentaram: 1 critério classico as-
sociado a 4 ou mais nao classicos; 2 critérios classicos
associados ou néao a critérios nao classicos e aqueles com
4 ou mais critérios nao classicos’ 847,

RESULTADOS

Os resultados da primeira leitura da citologia oncoti-
ca dos 41 casos positivos para HPV por PCR demonstra-
ram predominancia de NIC I sem alteracoes morfol6gi-
cas caracteristicas de HPV, com n=11 (26,83%), seguido
de NIC I com alteracoes morfolégicas de HPV, n=10
(24,39%) e assim sucessivamente, conforme Tabela I.

A freqiiéncia de observacao de critérios citomorfolo-
gicos de HPV na 22 leitura, ap6s a inclusao dos critérios
ndo classicos, é representada na Tabela II.

O caso normal pela citologia ndo demonstrou critérios
classicos ou nao-classicos. Em apenas 10 dos 21 casos de
NIC I foi observado o critério classico coilocitose. Os casos
de ASCUS, NIC I e cancer cervical, quando apresentaram
critério classico, o mesmo tratava-se de disqueratose.

Dos dois casos inflamatérios, apenas um demonstrou
critérios para HPV, tendo sido observado bi ou multinu-
cleacdo, comn=1 (50,00%) e nucleo hipercromético, tam-
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TABELA |
Resultado da primeira leitura
da citologia oncética cérvico vaginal
dos 41 casos positivos para HPV por PCR

TABELA I
Freqiiéncia de observacao de critérios citomorfolégicos
apos a 22 leitura, com a utilizacao dos critérios
nao classicos

o o . R 0 A
Citologia oncética cérvico vaginal n % Critérios morfol6gicos Casos (n9) dl;riggggc(%
Normal 01 2,44
Inflamatdrio 02 4,88 Bi ou multinucleagéo 37 90,24
Metaplasia escamosa 04 9.76 Nicleo hipercromatico 35 85,36
ASCUS 05 12,19 - -
NIC | com HPV 10 24,39 Nucleo em borrao 24 58,54
NIC | sem HPV 11 26,83 Células gigantes 18 43,90
NIC I 05 12,19 Disqueratose 17 41,46
NIC Il 01 2,44 . )
Carcinoma epiderméide 02 4,88 Células em fibra 7 41,46
Total 4 100,00 Condensacao em filamentos 16 39,02
ASCUS - Atipias em células escamosas de significado indeterminado .
ng | - Neoplasia intraepitelial cervical grau | Disqueratose leve 15 36,58
NIC Il - Neoplasia intraepitelial cervical grau Il .
NIC Ill - Neoplasia intraepitelial cervical grau Il Halo perinuclear 15 36,58
Carcinoma epidermdide - Carcinoma cervical do tipo epidermdide Nicleo em fibra 13 3171
TABELA 11l Coilocitose 10 24,39
Critérios citomorfolégicos de HPV o
Coilocitose leve 05 12,19
nos casos de ASCUS, NIC I e NIC I
Granulos querato-hialinos 05 12,19
Critérios ASCUS NIC | NIC Il -
Cariorrexe 05 12,19
i W i i i e Células parabasais coilocitoticas 01 2,44
Qoﬂocﬂose - - 10 47,62 01 | 20,00 Escamas anucleadas 01 2,44
Disqueratose 01 20,00 13 61,90 01 | 20,00
Células em fibra - - 10 47,62 04 | 80,00 TABELA IV
Células gigantes 01 | 2000 | 14 | 6667 | 02 | 40,00 Freqiiéncia de critérios morfolégicos classicos
Células parabasais coilocitdticas | - - - - 01 | 20,00 e nao classicos de HPV para os diferentes
Bi ou multinucleacéo 05 | 10000 | 21 | 10000 | 05 | 10000 aspectos citopatologicos
Coilocitose leve - - 04 19,05 01 20,00 Critérios de HPV
Condensacao em filamentos 01 | 2000 | 14 | 6667 | 01 | 20,00 Aspectos citopatoldgicos A U
Carionrexe - - 03 14.28 01 | 2000 Classicos (%) Nao classicos (%)
Disqueratose leve 03 60,00 07 33,33 03 | 60,00 Inflamacao - 100,00
Escamas anucleadas - - 01 4,76 03 | 60,00 Metaplasia escamosa - 100,00
Granulos querato-hialinos - - 04 19,05 01 | 20,00
: : ASCUS 14,28 85,71
Halo perinuclear - - 09 42,86 04 | 80,00
Niicleo em borrao of | 2000 | 15 | 7143 | 05 [ 10000 NICI 13,33 86,67
Nucleo em fibra - - 07 33,33 03 | 60,00 NIC Il 6,67 93,33
Ncleo hipercromético 04 | 8000 | 20 | 9524 | 05 | 100,00 NIC I _ 100,00
Total de caso 05 - 21 - 05 - - :
508 Céncer cervical 12,5 87,50
bém com n=1 (50,00). Nos 4 casos de metaplasia esca- TABELA V

mosa, foi observado: bi ou multinucleacao e disquerato-
se, ambos com n=2 (50,00%), cariorrexe, com n=1
(25,00%) e nucleo hipercromético, com n=4 (100,00.
Desta forma, para os casos inflamatérios e os de meta-
plasia escamosa, 100% dos critérios observados foram nao
classicos (Tabela IV) e ndo foram suficientes para sugerir
HPV pela citologia oncoética apos a 22 leitura, ou seja,
permaneceram morfologicamente negativos para o virus
(Tabela V).

Nos 5 casos de ASCUS, predominaram os seguintes
critérios: bi ou multinucleagdo, com n=05 (100,00%),
nucleo hipercromético, com n=04 (80,00%) e disquera-
tose leve, com n=03 (60,00%), (Tabela III). Desta forma,
dos 7 diferentes critérios observados, 1 foi classico
(14,28%) e 6 foram nao classicos (85,71%) (Tabela IV).
Os 02 casos demonstraram critérios citomorfolégicos su-
ficientes para sugerir infeccdo por HPV pela citopatolo-
gia ap6s a 2?2 leitura, o que representa 4,88% do total de
casos estudados, sendo que na 1° leitura os 5 casos de
ASCUS foram considerados negativos para o virus (Ta-
bela V).
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Numero e freqiiéncia de casos
com morfologia positiva na 12 e na 22 leitura

Casos positivos para HPV
e oo | QHE | RS
(12 leitura) (22 leitura)

n° n° % n° %

Normal 01 - - - -

Inflamagao 02 - - - -

Metaplasia 04 - - - -
ASCUS 05 - - 02 4,88
NIC | 21 10 24,39 21 51,22
NIC Il 05 - - 05 12,19
NIC i 01 - - 01 2,44
Cancer cervical 02 - - 02 4,88
Total 4 10 24,39 31 75,61
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Para os 21 casos de NIC I, os critérios predominantes
foram: bi ou multinucleacao, com n=21 (100,0%), nticleo
hipercromatico, com n= 20 (95,24%), nticleo em borrao,
com n=15 (71,43%), células gigantes e condensacdo em
filamentos, ambos com n=14 (66,66%),e disqueratose,
comn=13 (61,90%), (Tabela III). Dos 15 diferentes crité-
rios observados, 2 foram classicos (13,33%) e 13 ndo clas-
sicos (86,67%) (Tabela IV). Os 21 casos demonstraram
critérios citomorfolégicos suficientes para sugerir infec-
cdo por HPV através da citopatologia apds a 22 leitura, o
que representa 51,22% do total de casos em estudo, sen-
do que na primeira leitura apenas 10 casos de NIC I fo-
ram considerados citologicamente positivos para o virus
(Tabela V).

Nos 5 casos de NIC II, houve predominéancia dos se-
guintes critérios: bi ou multinucleacdo, nucleo em bor-
rdo e nucleo hipercromatico, todos com n=05 (100,00%),
seguidos de células em fibra e halo perinuclear, ambos
com n=04 (80,00%) , e disqueratose leve e escamas anu-
cleadas, ambos com n=03 (60,00%) (Tabela III). Dos 15
diferentes critérios observados, 1 foi classico (6,67%) e
14 néo cléssicos (93,33%) (Tabela IV). Estes 05 casos apre-
sentaram critérios citomorfologicos suficientes para su-
gerir infeccao por HPV pela citopatologia, representan-
do 12,19% do total de casos, sendo que na 12 leitura es-
tes 05 casos foram considerados citologicamente negati-
vos para o virus (Tabela V).

Para o unico caso de NIC III, os critérios observados
foram: bi ou multinucleacéo, células em fibra, disquera-
tose, nucleo em borrdo, nucleo em fibra e nucleo hiper-
cromatico. Portanto, 100% dos critérios para HPV obser-
vados foram nao classicos (Tabela IV) e este tinico caso
apresentou critérios morfoldgicos suficientes para suge-
rir infeccdo por HPV pela citopatologia, representando
2,44% do total de casos, sendo que na 1?2 leitura este caso
foi considerado citologicamente negativo para o virus
(Tabela V).

Nos dois casos de carcinoma epiderméide, foram ob-
servados como critérios predominantes: bi ou
multinucleagdo, células em fibra, halo perinuclear, nu-
cleo em borrao, ntcleo em fibra e ntucleo hipercromatico,
todos com n=2 (100,00%), enquanto que células gigan-
tes e disqueratose apresentaram n=1 (50,00%). Assim,
dos 8 critérios observados, 1 foi classico (12,5%) e 7 nao
classicos (87,5%) (Tabela IV). Estes dois casos apresen-
taram critérios suficientes para sugerir infec¢do por HPV
pela citopatologia, representando 4,88% do total de ca-
sos, sendo que na 12 leitura estes dois casos de carcino-
ma foram considerados citologicamente negativos para
o virus (Tabela V).

A Tabela IV demonstra a freqiiéncia de critérios mor-
foldgicos classicos e nao classicos para HPV nos diferen-
tes aspectos citopatologicos analisados.

A Tabela V demonstra o numero e a freqiiéncia de
casos positivos para HPV em cada aspecto citopatologi-
co analisado antes e ap6s a utilizacdo de critérios nao
classicos.

DISCUSSAO

O diagndstico citopatoldgico tem-se mostrado pratico
para triagem do cancer de colo uterino de grandes popu-
lagoes devido a sua simplicidade, reprodutibilidade, pre-
cisdo e baixo custo, sendo que desde a sua implantacao
em Saude Publica como método de triagem e deteccao
precoce de neoplasias cérvico-uterinas, a morbidade e a
mortalidade decorrentes destes canceres foram reduzi-
das significativamente, como pode ser comprovado em
paises desenvolvidos'!. No entanto, conforme a Tabela I,
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somente 10 casos (24,39%) apresentaram alteragoes ci-
topéticas caracteristicas da infeccao por HPV. Este fato
reforca a importancia do aprimoramento no diagnéstico
citopatolégico da infeccao cervical por este virus, princi-
palmente devido ao potencial oncogénico que apresen-
tam alguns genotipos de HPV e pela crescente incidén-
cia deste agente®!#17:313244,

A Tabela II demonstra que o critério mais observado
foi a bi ou multinucleacdo, com n=37, presente portanto
em 90,24% dos casos, seguido de ntcleo hipercromatico,
com n=35 (85,36% dos casos), ambos critérios nao clas-
sicos. Collaco & Pinto® apontam em seus resultados a bi
ou multinucleacdo como o critério predominante, tendo
sido visualizado em 91,00% dos casos, sendo desta for-
ma coincidente com o presente trabalho.

Com relacado a freqiiéncia dos critérios cldssicos, a
mesma Tabela II evidencia que a disqueratose foi o 4
critério mais frequente, com n=17, o que representa
41,46% dos casos estudados. A coilocitose representou o
9° critério em ordem de observacdo, com n=10 e presen-
te portanto em 24,39% dos casos. Collago & Pinto® rela-
tam que em seu trabalho a disqueratose foi observada
em 41,30% dos casos e a coilocitose em 36,00%, sendo o
primeiro coincidente com os dados do presente trabalho
e o segundo superior. Apesar da literatura ser unanime
em apresentar a coilocitose como critério patognomoni-
co para o diagnostico de HPV e que exprime a atividade
viral, muitos autores destacam que este nado é o critério
mais frequentemente encontrado nos esfrega-
gos?4142023,39425051 (3 pregente estudo confirma o citado
por estes autores e destaca a elevada freqiiéncia de crité-
rios ndo classicos, que sdo inclusive os mais comumente
detectados, como demonstram as Tabelas II, III e IV.

A Tabela IV evidencia ainda que, quanto mais grave
o grau da lesdo cervical, maior a observacao de critérios
nao classicos e menor a dos classicos. Tratando-se espe-
cificamente do critério classico coilocitose, 0 mesmo so-
mente foi observado nas lesées iniciais tipo NIC I. Em
estdgios mais avancados como NIC II, NICIII e cancer
cervical, este critério nao foi observado, ocorrendo o mes-
mo em alteragdes pré-lesionais, como inflamacao, meta-
plasia escamosa e ASCUS. Alguns autores descrevem
que, na medida em que a lesdo progride, o virus vai pas-
sando a ndo produzir mais a particula viral completa e o
seu genoma vai integrando-se ao genoma da célula hos-
pedeira. Perde-se o poder infectante, ganhando-se po-
der oncogénico, o que implica em expressao citopatica
menos evidente ou inexistente "%,

A freqiiéncia diagnéstica de HPV através da citologia
oncotica apds a inclusdo dos critérios ndo classicos pas-
sou de 24,39% para 75,61%, ou seja, elevou-se em 51,22%,
como mostra a Tabela V. Este fato é de suma importancia
no aprimoramento dos servicos citopatologicos prestados,
identificando um grupo muito maior de pacientes com
risco para o desenvolvimento de cancer de colo uterino.
Cavalieri et al.” descrevem que a utilizagao de critérios
ndo classicos elevou o diagnoéstico de HPV em 37,50%,
Carvalho & Oyakawa® também descrevem que a intro-
ducdo de critérios nao classicos de HPV aumentam a sen-
sibilidade do exame citoldgico. Franco'® relata que com
a utilizacédo dos critérios nao classicos associados aos clas-
sicos na leitura de esfregacos cérvico-vaginais, a detec-
cdo de HPV aumentou sensivelmente, sendo que 80,70%
dos NIC I, 84,60% dos NIC II, 66,60% dos NIC III e
52,10% dos carcinomas cervicais passaram a apresentar
estigmas que sugeriam associacdo com HPV. A mesma
Tabela V deste trabalho demonstra que 40,00% dos AS-
CUS e 100,00% dos NIC I, NIC II, NIC III e canceres
cervicais passaram a ser positivos para o virus apds a
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incluséao de critérios nao cldssicos, apresentando portan-
to uma otimizac¢do diagndstica superior a descrita por este
ultimo autor.

Mesmo introduzindo os critérios nao classicos, a me-
lhora no diagndstico de HPV pela citopatologia em in-
fecgoes subclinicas ou latentes nao é muito representati-
va. No tUnico caso normal, nos dois de inflamacao, nos 4
de metaplasia escamosa e em trés de ASCUS, a citologia
apresentou-se falsamente negativa, pois nao existem ca-
racteristicas morfologicas suficientes para a detecgao do
virus, sendo que as mesmas sdo a base para o diagnosti-
co citopatologico 221?40 Trofatter *° e Koutsky et al.*
descrevem que, nos casos em que nao hd manifestacoes
clinicas, sinais morfolégicos de HPV podem ser dificeis
de detectar. A citologia possui sucesso diagnoéstico prin-
cipalmente nas lesdes clinicamente aparentes, conforme
o confirmado por Suzuki*.

Este fato é bastante preocupante, uma vez que pacien-
tes portadoras deste virus, principalmente de alto poten-
cial carcinogénico, independente de estar em estado cli-
nico, subclinico ou latente, possuem maior probabilida-
de de desenvolver lesdes precursoras e até mesmo can-
ceres cervicais®**44749 Sequndo Jacyntho et al.'* as
metodologias moleculares sao as mais indicadas par o
diagnostico da infeccao por HPV nos casos subclinicos
ou latentes por detectarem o DNA viral, mesmo que em
pequenas quantidades, fato este claramente demonstra-
do no presente trabalho. Porém, Trofatter*® cita que o diag-
néstico molecular de casos latentes ou assintomdticos tem
seu valor incerto, pois a relevancia clinica destes tipos
de infeccdo néao estd ainda determinada.
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Diagnostico laboratorial da tuberculose
na cidade do Rio Grande, RS, Brasil

Tuberculosis’ laboratorial diagnosis
in Rio Grande city, RS, Brazil

Maria Marta Santos Boffol; lvo Gomes de Mattos®; Marta Osdrio Ribeiro®; Suzana Jardim? & Valéria Carla de Souza®

RESUMO - Objetivando enfatizar a importancia do diagndstico laboratorial da tuberculose, avaliou-se os re-
sultados obtidos pela realizacdo da baciloscopia e da cultura em 372 amostras clinicas provenientes de paci-
entes com suspeita clinica e/ou radiolégica da doenca. Destas, 150 provenientes de sitios pulmonares e 222 de
extrapulmonares referentes a 264 pacientes atendidos no Hospital Universitdrio da Fundacdo Universidade
Federal do Rio Grande, cidade do Rio Grande, RS, Brasil, entre setembro de 1997 e julho de 2000. O diagnoés-
tico de tuberculose foi obtido em 28/150 das amostras pulmonares e em 18/222 das extrapulmonares. Do total
de amostras analisadas, a baciloscopia destas detectou BAAR em 6,7%, enquanto a cultura permitiu o isola-
mento de micobactérias em 10,2%. A prevaléncia de Mycobacterium tuberculosis foi de 97,4%. Os dois méto-
dos utilizados para o diagnéstico de tuberculose mostraram um rendimento que incentiva a sua realizacdo
sistemadtica.

PALAVRAS-CHAVE - Tuberculose, tuberculose pulmonar, tuberculose extrapulmonar, Mycobacterium tuberculosis,
diagnostico laboratorial

SUMMARY - For the purpose to evaluate laboratory importance in the tuberculosis diagnosis were evaluated the
results obtained by microscopic detection of acid-fast-bacilli (AFB) and culture in 372 specimens from patients
with suggestive findings of tuberculosis. 150 specimens from pulmonaries sites and 222 extrapulmonaries rela-
tive to 264 patients admitted in the University Hospital of Federal University Foundation of Rio Grande, Rio
Grande city, RS, Brazil, beitween september 1997 and july 2000. The tuberculosis diagnosis was done in 28/150
pulmonaries specimens and in 18/222 extrapulmonaries. From the total of analysed specimens, the microscopic
examination showed AFB in 6.7% specimens, while the culture was positive for mycobacteria in 10.2%. The
frequency of Mycobacterium tuberculosis was of 97.4%. The satisfatory perfomance of both methods used for
detection of tuberculosis, alowed to indicate the sistematic realization of them.

KEYWORDS - Tuberculosis, pulmonary tuberculosis, extrapulmonary tuberculosis, Mycobacterium tuberculo-

sis, laboratorial diagnosis.
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INTRODUCAO

a atualidade, a tuberculose é a doenca infecciosa
N com maior indice de morbidade e mortalidade no
mundo. No Brasil, segundo o Ministério da Saude, cal-
cula-se aproximadamente 100 mil novos casos de tu-
berculose por ano com um nimero de mortes entre 4 a
5 mil, no mesmo periodo. Com o surgimento da Sin-
drome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA/AIDS)
vem se observando um crescente aumento do niimero
de casos notificados de tuberculose’.

A cidade portuaria de Rio Grande, com 180.000 ha-
bitantes, pertence a area regional de alta prevaléncia
de tuberculose segundo o Programa de Controle desta
enfermidade no Estado do Rio Grande do Sul (RS)?, e,
estd entre aquelas, com maior nimero de casos de
AIDS na regiao sul’.

No Brasil, assim como em outros paises em desen-
volvimento, a baciloscopia do escarro € o método utili-
zado para o diagnéstico da tuberculose. Este método,

além de permitir a identificacdo da fonte mais impor-
tante de infeccdo, o doente bacilifero, ¢ um método
simples, sensivel e de baixo custo'. Também é impor-
tante considerar a baciloscopia como o exame que nos
fornece o diagnostico precoce da infecgao pelo M. tu-
berculosis. Todavia, observa-se, que embora propicie
uma substancial contribuicdo ao diagnéstico, este
método apresenta uma sensibilidade menor do que a
cultura®, a qual é considerada o “padrdo ouro” para o
diagnostico desta infecgdao. O método baciloscopico foi,
em nosso servico, complementado rotineiramente pela
cultura, o que nos permitiu ampliar a probabilidade
de diagnéstico das formas paucibacilares de tubercu-
lose pulmonar e extrapulmonar bem como, a identifi-
cacao da espécie de micobactéria.

O presente trabalho visou enfatizar a importancia,
em nosso meio, da realizacao da baciloscopia e da cul-
tura para o diagnostico da tuberculose, mostrando o
rendimento de ambos os métodos no grupo de pacien-
tes estudados.
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MATERIAL E METODOS

Foram analisadas no Laboratoério de Micobactérias,
do Departamento de Patologia da Fundacao Universi-
dade Federal do Rio Grande (FURG), RS, um total de
372 amostras clinicas, 150 provenientes de sitios pul-
monares e 222 de extrapulmonares, referentes a 264
pacientes atendidos no Hospital Universitario, no perio-
do entre setembro de 1997 e julho de 2000. Os pacien-
tes foram investigados por apresentarem manifestagoes
clinicas e/ou radiolégicas sugestivas de tuberculose,
tanto na forma pulmonar como extrapulmonar, dos
quais, 94 tinham somente amostras pulmonares, 140
extrapulmonares e 30 em ambas. A distribuicao das
amostras quanto ao sitio de obtencéo esta representada
na Tabela I. Do grupo de pacientes estudados, 146 eram
portadores de AIDS, segundo o critério do “Center for
Disease Control” (CDC), EUA’. Os demais pacientes
tinham sorologia desconhecida para o HIV.

A baciloscopia foi realizada a partir de esfregacos
corados pela técnica de Kinyoun (coloracgéo a frio)° e,
entdo, observados ao microscépio de luz transmitida
com aumento de 1000 vezes, para deteccao de BAAR.
Os esfregacos foram examinados de modo que todos
0s campos microscopicos fossem visualizados.

A cultura para isolamento e identificacao inicial do
M. tuberculosis foi realizada em meio de Ogawa’ e
Ogawa adicionado de acido p-nitro-benzédico, de hi-
drazida do &cido tiofeno-2-carboxilico e de piruvato
de sédio. Os meios de cultivo, ap6s semeadura, eram
incubados a 37°C, observados diariamente nos primei-
ros 7 dias e, semanalmente, por um periodo de 4 se-
manas. Na auséncia de crescimento por um periodo
adicional de 4 semanas, os mesmos eram descartados.
Os materiais examinados considerados contaminados
(escarro, lavado broncoalveolar e urina) eram subme-
tidos, antes da semeadura, a descontaminacao pela
introducao do “swab"” em um tubo de ensaio contendo
solucdo de hidroxido de sédio a 4%, durante dois mi-
nutos. A prova da producao de niacina foi utilizada
para confirmacédo da espécie M. tuberculosis®.

TABELA |
Distribuicao das amostras clinicas analisadas

RESULTADOS

A partir do estudo de 372 amostras clinicas, 150
provenientes de sitios pulmonares e 222 de extrapul-
monares, referentes a 264 pacientes, foi obtido o diag-
nostico de tuberculose pulmonar em 28/150 (18,6%)
das amostras e, de tuberculose extrapulmonar, em 18/
222 (8,2%). As 46 amostras com diagndstico de tuber-
culose eram oriundas de 45 (17%) pacientes; destes 27
(10,2%) tiveram o diagnostico de tuberculose pulmo-
nar, 17 (6,4%) de extrapulmonar e um (0,4%) de pul-
monar e extrapulmonar.

Do total de amostras analisadas provenientes de
pacientes com suspeita de tuberculose pulmonar e/ou
extrapulmonar, a baciloscopia detectou BAAR em 25
(6,7%), enquanto a cultura permitiu o isolamento de
micobactérias em 38 (10,2%).

A distribuicao das amostras pulmonares e extrapul-
monares positivas em pelo menos um dos procedimen-
tos microbiolégicos utilizados para a detecgao de
BAAR, quanto ao sitio de obtencéo incluiu: 9/68 escar-
ros, 19/82 lavados broncoalveolares, 11/55 biépsias
ganglionares, 2/20 bidpsias hepaticas, 1/6 aspirados
de medula 6ssea, 2/17 liquidos asciticos, 1/38 liquidos
pleurais e 1/20 amostras de urina.

O rendimento individual dos procedimentos labo-
ratoriais em relacdo as amostras pertencentes aos pa-
cientes com diagnéstico de tuberculose pulmonar, esta
representada na Tabela II. A baciloscopia foi positiva
em 14/28 das amostras com diagnoéstico de tuberculo-
se pulmonar, respectivamente 7 escarros e 7 lavados
broncoalveolares e, a cultura, em 26/28, sendo 8 es-
carros e 18 lavados broncoalveolares.

Na Tabela III esta representado o rendimento indi-
vidual dos procedimentos laboratoriais em relacao as
amostras pertencentes aos pacientes com diagndstico
de tuberculose extrapulmonar. A baciloscopia detec-
tou BAAR em 11/18 amostras oriundas dos seguintes
sitios: 8 bidpsias ganglionares, um aspirado de medu-
la 6ssea, um liquido ascitico e uma urina. Através da
cultura foram isoladas micobactérias em 12/18 amos-

TABELA 1l
Rendimento dos procedimentos laboratoriais

i nas amostras com diagnoéstico de tuberculose pulmonar
Amostras pulmonares Numero de amostras
Bacil i |
Escarro 68 Materiais ja_CI oscopia - .C.:u tura -
Lavado broncoalveolar 82 Positiva Negativa Positiva | Negativa
ol 150 Escarro 719 2/9 8/9 1/9
oa Lavado broncoalveolar 7/19 12/19 18/19 1/19
Amostras extrapulmonares NuUmero de amostras Total 14/28 14/28 26/28 2/28
quum!o pleural 38 TABELA Il
Liquor 45 Rendimento dos procedimentos laboratoriais nas amostras
Liquido ascitico 17 com diagndstico de tuberculose extrapulmonar
Bidpsia pleural 03 Materiais Baciloscopia Cultura
Bidpsia de pele 05 Pos Neg NR Pos Neg Cont
Bi6psia de medula 6ssea 03 Biopsia ganglionar | 8/11 211 111 6/11 411 111
Bidpsia hepética 20 dorsprado 1wt [ on | ot | n | oo | on
Biopsia ganglionar 55 Liquido ascitico 1/2 1/2 0/2 2/2 0/2 0/2
Aspirado de medula dssea 06 Urina 11 01 0/1 0/1 01 11
Urina 20 Bidpsia hepética 0/2 0/2 22 2/2 0/2 0/2
Outros 10 Liquido pleural 0/1 11 01 11 0/1 0/1
Total 11/18 4/18 3/18 12/18 4/18 2/18
Total 222 Pos=positivo; Neg=negativo; NR=nao realizado; Cont=contaminado
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TABELA IV
Procedimento responsavel pelo diagndstico
de tuberculose pulmonar e extrapulmonar
no total de amostras analisadas

Amostras positivas
Método Pulmonar Extrapulmonar
N° % N° %
Baciloscopia 02 1,3 06 2,7
Cultura 14 9,3 07 3.2
Ambas 12 8,0 05 2,3
Total de amostras 28 18,6 18 8,2

tras, respectivamente 6 bidépsias ganglionares, duas
bi6psias hepaticas, um aspirado de medula 6ssea, dois
liquidos asciticos e um liquido pleural. Em duas amos-
tras com baciloscopia positiva, a cultura apresentou,
nas primeiras 48 horas, crescimento de bactérias nao
alcool-acido resistentes consideradas contaminantes,
impossibilitando a deteccao de micobactérias.

Conforme Tabela IV a baciloscopia foi a tinica res-
ponséavel pelo diagndstico da tuberculose pulmonar em
2/150 amostras, a cultura em outras 14/150 e ambas,
em 12/150. Para o diagnéstico da tuberculose extra-
pulmonar a baciloscopia contribuiu em 6/222 amos-
tras, a cultura em 7/222 e, em 5/222, os dois métodos
foram concomitantemente positivos.

A prevaléncia de M. tuberculosis entre as 38 amos-
tras de micobactérias isoladas foi de 97,4% (37). Uma
amostra, 2,6%, isolada a partir de aspirado de medula
ossea foi identificada como pertencente a outra espé-
cie que nao M. tuberculosis e, posteriormente, como
M. avium-intracellulare no Centro de Referéncia Prof.
Hélio Fraga, Rio de Janeiro.

DISCUSSAO

Nos paises em desenvolvimento a baciloscopia é o
método disponivel para estabelecer o diagndstico da
grande maioria dos casos de tuberculose através da
deteccao dos baciliferos, principal fonte de infeccao,
propiciando a quebra da cadeia de transmissao da
enfermidade. A realizacao da cultura amplia a cober-
tura diagnostica possibilitando a deteccdo de BAAR
em amostras clinicas paucibacilares, além da identifi-
cacao da espécie micobacteriana e da verificacao da
resisténcia a drogas, levando a maior eficdcia no tra-
tamento da infecgao®.

Dentre 150 amostras pulmonares analisadas em
nosso laboratdrio, foi estabelecido o diagnostico bac-
teriologico de tuberculose em 18,6% delas, sendo 1,3%
somente pela realizacdo da baciloscopia, 9,3% pela
cultura e 8% por ambas. Por outro lado, em 222 amos-
tras extrapulmonares o diagnéstico de doenca mico-
bacteriana foi fornecido unicamente pela baciloscopia
em 2,7% dos casos, pela cultura em 3,2% e por ambas
em 2,3%, com uma prevaléncia de 8,2%. A pesquisa de
BAAR ao microscopio, rotineiramente utilizada nesse
estudo por sua simplicidade, rapidez e alta especifici-
dade’, ¢é util no diagndstico precoce da tuberculose
pulmonar e extrapulmonar, combinada a achados cli-
nicos e radioldgicos sugestivos da doenca. Em geral,
todo o BAAR detectado pela pesquisa direta deve ser
considerado como M. tuberculosis até que se prove o
contrario, resultando no inicio imediato do tratamento
do paciente®. Contudo, uma baciloscopia negativa nao
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descarta a possibilidade de tuberculose tanto pulmo-
nar como extrapulmonar. Para obtencao de um resul-
tado positivo na baciloscopia, é necessario pelo me-
nos 5.000 a 10.000 bacilos/mililitro de escarro ou con-
centracao equivalente em outros tipos de amostras cli-
nicas, em contraste com a cultura, que é uma metodo-
logia mais sensivel e que pode detectar a partir de 10
a 100 células vidveis por amostra®., Em nosso estudo
observou-se que 14/26 das amostras pulmonares posi-
tivas ao cultivo apresentaram baciloscopia negativa e,
das 12 amostras extrapulmonares positivas a cultura,
4 foram negativas a baciloscopia e em trés nao foi rea-
lizada. Considerando o total de amostras pulmonares
e extrapulmonares provenientes de pacientes com sus-
peita de tuberculose, o rendimento da cultura foi 10,2%
e o da baciloscopia 6,7%, demonstrando a maior ren-
tabilidade da cultura para deteccao de BAAR no pre-
sente estudo.

Dos materiais pulmonares com diagndstico de tu-
berculose, 19 amostras de lavado broncoalveolar, mos-
traram um rendimento a baciloscopia de 36,8% e a cul-
tura de 94,7%. Bammann e cols.!? mostraram uma ren-
tabilidade a pesquisa direta de BAAR em lavado bron-
coalveolar de 4 a 23 %, enquanto a cultura alcancga in-
dices de sensibilidade entre 52% e 95%, isto em doen-
tes com tuberculose confirmada. Nos materiais pulmo-
nares examinados, tivemos uma prevaléncia maior de
lavado broncoalveolar (82/150) do que de escarro (68/
150). Este dado, provavelmente deve-se ao nimero ele-
vado de pacientes com AIDS (146/264) na populacgédo
estudada. No paciente com manifestagoes respiratoérias,
na falta de secrecdo pulmonar, a rotina no servico de
AIDS do Hospital Universitario da FURG realiza a bron-
coscopia para a coleta e posterior andlise do lavado bron-
coalveolar quanto a presenca de BAAR, de fungos e de
células neoplésicas. Tal procedimento propiciou um
acréscimo no diagndstico de tuberculose neste estudo,
representado por 19 pacientes.

Dos materiais extrapulmonares analisados aquele
que apresentou maior rendimento quanto ao diagnos-
tico de tuberculose extrapulmonar, foi a biépsia gan-
glionar. Neste estudo, em 20% das biopsias ganglio-
nares examinadas, foi detectado BAAR a baciloscopia
e/ou a cultura. Shafer e cols™ mostraram que cerca de
90% dos materiais de bidépsia de ganglios suspeitos de
tuberculose continham BAAR, enquanto outros auto-
res encontraram uma rentabilidade de 70 a 90% ao
exame bacteriolégico direto e de 74 a 100% a cultu-
ra'*". E importante ressaltar que na rotina do servico
de AIDS do Hospital Universitario, em todo ganglio,
suspeito ou nédo, apresentado pelo paciente, é realiza-
da uma bidpsia e o material examinado quanto a pre-
senca de BAAR, de fungos e de células neoplasicas, o
que poderia justificar a relativa baixa rentabilidade dos
exames bacterioldégicos, comparada com a detectada
pelos outros grupos citados.

O rendimento da bidpsia hepatica e da biépsia de
medula 6ssea na tuberculose disseminada (16 a 66%)
é controversa, sendo nos pacientes imunodeprimidos
mais contributivas'. Em nosso estudo, das 18 amos-
tras com diagnéstico de tuberculose extrapulmonar,
trés tiveram o diagnostico de tuberculose dissemina-
da confirmado pelo isolamento de micobactéria, sen-
do dois materiais de bidopsia hepdatica e um aspirado
de medula 6ssea. A baciloscopia determinou o diag-
nostico precoce de tuberculose disseminada a partir
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da deteccao de BAAR na amostra de aspirado de me-
dula 6ssea. As amostras citadas eram provenientes de
trés pacientes com AIDS.

Por outro lado, resultados positivos a baciloscopia e
negativos a cultura sao relatados em espécimes clini-
cos de pacientes submetidos a tratamento para tuber-
culose1'. Ainda, resultados falso-positivos da bacilos-
copia podem ocorrer em razao de fatores ligados ao pro-
cedimento laboratorial’’. Entre as amostras pulmona-
res, duas foram positivas ao exame direto e negativas a
cultura, enquanto as extrapulmonares, 6 foram positi-
vas a baciloscopia, ndo apresentando crescimento ao
cultivo. Das 6 amostras extrapulmonares positivas a
baciloscopia, duas tiveram crescimento de contaminan-
tes dentro das primeiras 48 horas do cultivo e uma apre-
sentou a baciloscopia alinhamento paralelo de fileiras
de bacilos (formacao em cordoes)'®. Das demais amos-
tras com baciloscopia positiva e cultura negativa, uma
pertencia a paciente com tratamento prévio para tuber-
culose e as restantes a pacientes que nao relataram tra-
tamento prévio com tuberculostaticos.

O numero elevado de amostras extrapulmonares
(222/372), examinadas em nosso laboratério, relacio-
na-se com a busca de tuberculose extrapulmonar nos
pacientes com AIDS. Os pacientes infectados pelo HIV
sdo particularmente propensos a tuberculose extrapul-
monar, a qual muitas vezes se apresenta com manifes-
tacoes clinicas inespecificas, insidiosas e cuja gravi-
dade freqiientemente é devida ao diagndstico tardio™.

A cultura foi o método de eleicao para o diagnosti-
co tanto da forma pulmonar como extrapulmonar de
tuberculose enquanto, a contribuicao da baciloscopia
como método de diagnostico precoce dos casos sus-
peitos de tuberculose, foi de 9,5% possibilitando o tra-
tamento adequado do paciente.

Os resultados obtidos em relacao ao rendimento dos
métodos utilizados nos leva a recomendar o uso con-
comitante sistemdtico de ambos para o diagnostico de
tuberculose em todos os pacientes com sintomas clini-
cos e/ou radioldgicos sugestivos desta enfermidade.

A predominancia de cepas de M. tuberculosis,
97,4%, isoladas dos pacientes em estudo, esta de acor-
do com a encontrada em servicos de atendimento pri-
mario e secunddario de saude do RS e outros estados
do Brasil'®**, comprovando que a situagao epidemio-
légica das micobacterioses, em parte, permanece inal-
terada. Constatacao fundamental para a validacao do
esquema de tratamento inicial para tuberculose pre-
conizado pelo Ministério da Satude, extremamente efi-
caz, com niveis de insucesso muito baixos para o
M. tuberculosis.
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Incidéncia de parasitos intestinais
em material sub-ungueal e fecal
em criancas da Creche Aprisco - Fortaleza, CE’

Incidence of intestinal parasites in sub-nail and fecal materials
in children of Daycare Center Aprisco - Fortaleza, CE

Fernando Schemelzer de Moraes Bezerra'; Maria de Fatima Oliveiral; Ana Leonor de Lima Miranda?;
Marta Cristhiany Cunha Pinheiro® & Roséngela Maria Aratjo Teles?

RESUMO - Dentre as doencas que ocorrem na infancia, os parasitos intestinais tém uma grande importancia em medicina
social. Admitindo o possivel papel do material sub-ungueal na transmissdo das enteroparasitoses foram analisadas amos-
tras de material sub-ungueal e fecal de 47 criangas da Creche Aprisco de ambos os sexos de 1 a 6 anos de idade, através
dos métodos de Hoffman e direto. Das 47 amostras de fezes e sub-ungueal analisadas 41 (87%) e 21 (44,7%) apresenta-
ram resultados positivos, respectivamente, para um ou mais parasitos. Nés observamos um indice de 68,8% para protozoa-
rios contra 31,2% para helmintos em fezes, enquanto que no material sub-ungueal a ocorréncia foi de 76,2% contra
23,8%. A maior ocorréncia de material sub-ungueal foi na faixa etaria entre 1-3 anos enquanto que nas fezes a faixa etaria
mais acometida foi de 4-6 anos. Os parasitos achados com maior freqiiéncia nas amostras sub-ungueais foram Entamoe-
ba coli (15%) e Hymenolepis nana (8%). Nao obstante, nas fezes a ocorréncia maior foi para Giardia lamblia (38,1%) e
Ascaris lumbricoides (40%). Nés concluimos que existe correlagdo entre o tipo de parasita achado nas fezes e nas unhas
indicando a provavel participacdo dos depoésitos sub- ungueais na transmissao dos parasitos.

PALAVRAS-CHAVE - Enteroparasitos, sub-ungueal, criancas.

SUMMARY - From the diseases who occurred in infancy, the intestinal parasites have a big importance in social medicine.
Admitting a possible role of sub-nail materials in the transmission of enteroparasites, samples were analyzed of sub-nail
and fecal materials of 47 children from Daycare Center Aprisco, both sex and age from 1 to 6 years old through the direct
and Hoffmann method. From the 47 stool samples and sub-nail depositions analyzed, 41(87.2%) e 21(44.7%), respectively
were positive for one or more parasites. In feces we observed the index of 68.8% for protozoa against 31.2% for helminths,
while in the sub-nails materials the occurrence was 76.2% against 23.8%. In sub-nail and fecal materials, the most occur-
rence was observed among 1 to 3 and 4 to 6 years old, respectively. The most frequently parasites founded in sub-nails
materials were the Entamoeba coli (15%) and Hymenolepis nana (8%), as well in feces the biggest occurrence were to
Giardia lamblia (38.1%) and Ascaris lumbricoides (40%). We concluded that exists correlation between the parasites type

KEYWORDS - Intestinal parasites, sub-nails, children.

found in feces and nails, indicating the probable participation of sub-nail depositions in the parasites transmission.
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INTRODUCAO

s parasitos intestinais tém acentuada importancia,
O uma vez que representam altas taxas de incidéncia
em paises tropicais como o Brasil e acometem principal-
mente criangas de baixa faixa etdria ou subnutridas pro-
venientes de comunidades de baixa condicdo socio-eco-
nomica*”?, Esse problema se agrava em criancas que fre-
qlientam creches, especialmente aquelas oriundas de pe-
riferias sem saneamento bésico e de familias com baixa
nivel escolar®’. A preocupacédo com tal enfermidade ad-
vém das conseqliéncias que provocam principalmente nas
criancas tais como: méa absorcéo, diarréia e anemia’.

Os helmintos e protozoarios contaminam o ambiente
eliminando seus ovos, larvas ou cistos junto as fezes. Na
falta de saneamento, os ovos e cistos, levados pela poei-
ra podem contaminar alimentos, a 4&gua e o ambiente
acometendo adultos e principalmente criancas. O hébito
de higiene da populacao que vive em condicdes subhu-
manas é o fator decisivo no controle das parasitoses in-
testinais’, além de um programa de saneamento basico
eficiente por parte das autoridades competentes.

O presente trabalho teve como objetivo determinar a
incidéncia de parasitos intestinais tanto em material fe-

cal como sub-ungueal, presentes nos internos da Creche
Aprisco, como também implantar um programa de pre-
vencao e combate destes parasitos, procurando orientar
as criangas e seus pais sobre higiene pessoal e coletiva a
fim de evitar a contaminacao.

MATERIAL E METODOS

A Creche Aprisco € uma instituicdo mantida pela FE-
BEMCE (Fundacédo do Bem Estar do Menor do Ceard) e
atende criancas residentes nos bairros Rodolfo Teéfilo e
Porangabussu. A instituicdo possui dgua tratada e rede
de esgoto, além de ser muito bem assistida por progra-
mas na area de Saude que sdo realizados por diversos
cursos da Universidade Federal do Ceard. As criancas
atendidas nessa creche sdo caracterizadas como de bai-
xo nivel sécio-econdémico.

Foram incluidas no estudo 47 criancas de ambos os
sexos, 27 (57%) do sexo masculino e 20 (43%) do sexo
feminino, na faixa etdria de 1-6 anos. De cada crianga
foram coletadas amostras sub-ungueal e fecal. O materi-
al sub-ungueal foi obtido com o auxilio de uma fina es-
péatula, e colocado em recipientes de vidro previamente
identificados. No laboratério o material foi diluido com
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agua, centrifugado a baixa velocidade e o sedimento ana-
lisado para pesquisa de ovos e cistos de parasitos As
amostras de fezes foram analisadas pelos métodos de
Hoffmann* e Direto.

RESULTADOS

Das 47 amostras de material subungueal analisado,
16 (34%) foram positivas. Dos parasitas encontrados os
protozodrios apresentaram uma maior ocorréncia (76,2%).
A faixa etdria mais acometida foi a de 1-3 anos (Tabela I).

Das 47 amostras de material fecal, 38 (81%) apresenta-
ram-se positivas. Dos parasitas encontrados os protozoa-
rios apresentaram uma maior ocorréncia (68,8%), sendo que
a faixa etdria mais acometida foi de 4-6 anos (Tabela II).

Observamos que 13 (28%) das amostras apresentaram
parasitos tanto no material fecal quanto no subungueal,
destas 7 (15%) apresentaram o mesmo perfil parasitario.

TABELA |
Incidéncia de helmintos e protozoarios
nas criancas da Creche Aprisco, encontrados
em material subungueal, por faixa etaria

Faixa etéaria
Total

Protozoarios 1-3 anos 4-6 anos

N° % N° % N° %
11 2 4 7 15

Entamoeba coli

5
Entamoeba histolytica 4 8 1 2 5 11
Giardia lamblia 2 4 2 4 4 8
Helmintos N° % N° % N° %
Hymenolepis nana 2 4 2 4 4 8
Trichuris trichiura 1 2 - - 1 2
TABELA 11

Incidéncia de helmintos e protozoarios
nas criancas da Creche Aprisco, encontrados
em material fecal, por faixa etaria

Faixa etéaria
Total

Protozoarios 1-3 anos 4-6 anos
N° % N° % N° %
Giardia lamblia 12 25 12 25 24 50
Entamoeba coli 6 13 9 19 15 32
Endolimax nana 3 6 10 21 13 27
Entamoeba histolytica 1 2 5 11 6 13
lodamoeba butschlii 3 6 - - 3 6
Cryptosporidium sp 2 4 1 2 3 6
Chilomastix mesnili - - 2 4 2 4
Helmintos N° % N° % N° %
Ascaris lumbricoides 1 2 11 23 12 25
Trichuris trichiura 2 4 8 17 10 21
Hymenolepis nana 1 2 7 15 8 17

DISCUSSAO

Apesar das boas condi¢oes da creche, bem como a as-
sisténcia dispensada a mesma, que inclusive contam com
atendimento médico, odontoldgico, de enfermagem, e far-
macéutico, as criancas apresentaram uma elevada ocorrén-
cia de parasitos tanto no material subungueal como no fe-
cal, fato este ja bastante relatado na literatura®**® Observa-
se que a incidéncia dos parasitos cuja transmissao se da
por via oral, veiculados através da dgua, alimentos conta-
minados e unhas sujas (de onde foi coletado o material sub-
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ungueal) é elevada, sendo indicativos das condicdes socio-
econdmicas das familias que utilizam os servigos da cre-
che. Este fato é de fundamental importancia e ndo deve ser
negligenciado nas pesquisas de doencas parasitarias®. A
predominancia de Ascaris lumbricoides observada em va-
rios trabalhos realizados em creches e escolas de ensino
fundamental***® nao foi observado em nosso estudo prova-
velmente devido ao uso indiscriminado de anti-helminti-
cos pela propria populagdo que se automedica, sem a reali-
zacdo de exames parasitologicos. A grande prevaléncia de
protozoarios no material subungueal evidencia o fato que a
giardia e a ameba podem ser transmitidas de pessoa para
pessoa, tornando-se possivel o contdgio no material sub-
ungueal, como evidenciamos principalmente na faixa etd-
ria de 1 a 3 anos. E importante o tratamento das criancas
que possuem parasitoses, a fim de evitar a contaminacao
do restante dos internos e além disso, se faz necessario pa-
lestras sobre higiene pessoal e coletiva com o intuito de
minimizar este problema. Se ndo houver uma boa orienta-
c¢do quanto aos métodos usados para evitar a contamina-
cao, em pouco tempo estas criancas poderao estar nova-
mente infectadas e pondo em risco o restante da populagao
estudada. E importante também informar aos responsaveis
o cuidado que deve ser dispensados aos objetos que en-
tram em contato com a crianga7, bem como a importancia
de lavar as maos periodicamente uma vez que, a educacao
sanitaria demonstra ser um fator relevante para a melhoria
da saude da populacao até mais que o préprio saneamento
ambiental’. Um dado bastante relevante é a quantidade de
amostras (15%) que apresentaram o mesmo parasito tanto
no material fecal quanto sub-ungueal, o que nos indica que
pode estar ocorrendo autoinfeccdo externa nestas criancas
e isto pode ser devido aos maus hdbitos higiénicos existen-
tes nesta populacdo. Algumas criancgas (13%) apresentaram
parasitos diferentes no material fecal e sub-ungueal, isto
pode ser um indicativo de que pode estar ocorrendo infec-
coes cruzadas entre as criancas devido a aglomeracéo des-
tas.® Programas de reavaliacao da qualidade do saneamen-
to e programas continuos de educacgao sanitaria devem ser
realizados, objetivando minimizar a ocorréncia destas in-
feccoes.
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Artigo de revisao

Estudo sobre as possiveis vias de transmissao
do Herpesvirus Humano tipo 8

Study about possible routes in the transmission of Human Herpesvirus 8

Vivian de Lima Spode & Virginia Minghelli Schmitt*

Sarcoma de Kaposi.

RESUMO - O Herpesvirus Humano Tipo 8 (HHV-8) ou Herpesvirus associado ao Sarcoma de Kaposi (KSHV) é
conhecido como o agente causador do Sarcoma de Kaposi (SK). O contato sexual entre homens é uma importante
via de transmissao do HHV-8, pois esse ¢ o principal fator de risco de contaglo em pacientes soropositivos para
HIV. Em algumas regides da Africa onde o SK tem sido evidenciado em criangas, mesmo depois da descoberta da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), outras rotas de transmissdo também tém sido discutidas.

PALAVRAS-CHAVE - Transmissdao do Herpevirus Humano Tipo 8, Sarcoma de Kaposi, Herpesvirus associado ao

/

SUMMARY - Human Herpesvirus 8 (HHV-8) or Kaposi’'s Sarcoma-associated Herpesvirus (KSHV) has been causally
linked to Kaposi’s Sarcoma (KS). Sex between men may be an important route of transmission of HHV-8, once this is
the main behavioral risk factor for KS in seropositive HIV patients. However, from regions of Africa where KS was
detected in children even before the advent of AIDS, other routes of transmission have been suggested.

KEYWORDS — Human Herpesvirus 8 transmission, Kaposi’s Sarcoma, Kaposi’s Sarcoma-associated Herpesvirus.
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INTRODUGAO

Herpesvirus Humano tipo 8 (HHV-8) ou Herpes-

virus associado ao Sarcoma de Kaposi (KSHV)
foi descoberto em 1994 por Chang & Moore. Ele per-
tence a subfamilia Gamma-herpesvirinae e tem se-
quéncias de DNA homologas ao EBV e ao Herpesvirus
siamari (virus de primatas)*?’.

Um possivel mecanismo proposto para a patogeni-
cidade do HHV-8 seria a sintese de produtos homolo-
gos a receptores celulares que sao importantes no cres-
cimento e diferenciacdo celular, enzimas e proteinas
que estimulam a divisao celular, inibem a apoptose e
modulam a funca@o imune, produzindo, dessa forma,
efeitos carcinogénicos®?,

O HHV-8 ocorre em todos os tipos de sarcoma de
Kaposi (SK) e, também, é encontrado em outros tipos
de malignidades, tais como: linfoma por efusao pri-
maria, doenca de Castleman's e mieloma maulti-
p107,13,25,26.

O SK é uma malignidade que ocorre freqiientemen-
te associado a AIDS, podendo ser classificado em 4
formas distintas: classico (que acomete anciaos em pai-
ses mediterrdneos); endémico (encontrado na Africa,
ocorrendo em criangas e adultos); iatrogénico (asso-
ciado a imunossupressao) e epidémico (associado a
AIDS)2! A forma de SK associado a AIDS é a forma
mais agressiva, ocorrendo lesdes na pele e visceras com
progressao variavel, desde lesdes pequenas na pele
até lesbes malignas em varios 6rgaos internos®

A epidemiologia do HHV-8 ainda ndo esta muito bem
caracterizada. A incidéncia do SK em pacientes soro-
positivos para HIV é muito mais elevada em homosse-
xuais ou bissexuais masculinos do que em pacientes

hemofilicos contaminados através de transfusao sangti-
nea ou em usudrios de drogas injetaveis*'"***, Isso su-
gere que a transmissdo do virus possa ocorrer por via
sexual ou através de contato oral-fecal?. A transmissao
também poderia ocorrer via saliva, pois o DNA do
HHV-8 foi detectado na saliva de pacientes com SK e
HIV+, sugerindo que o ato sexual ndo seja a Unica rota
de transmlssao . O SK acomete criancas muito jovens
na Africa, mdlcando que ocorra transmissao Vertlcal do
HHV-8, principalmente em regioes endémicas®

Este trabalho tem por objetivo apresentar as possi-
veis vias de transmissao do HHV-8 através de revisao
bibliogréafica.

Referencial tedrico

HHV-8

O Herpesvirus Humano tipo 8 é um gammaherpes-
virus do género Rhadinovirus®?.

O genoma do HHV-8 é Constltuldo de uma dupla fita
de DNA linear, com aproximadamente 165 Kb e possui
mais de 80 ORFs (Open Reading Frames) arranjadas em
uma longa e Unica regido flanqueada por multiplas uni-
dades terminais de 801 pb ricas em G e C (Fig. 1). Essa
regiao codificante contém genes conservados na maio-
ria dos herpesvirus, intercalados com seqiiéncias de ge-
nes nao homalogos, que sao especificos do HHV-82,

O HHV-8 possui 12 genes que tém homologia ce-
lular, incluindo genes que codificam produtos estimu-
ladores da divisao celular, inibidores da apoptose e
moduladores da fun¢ao imune. Quatro genes do HHV-
8 tém propriedades de transformacao do crescimento
celular. Os genes envolvidos no crescimento e regula-
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cdo imune estao claramente relacionados com a pato-
génese do HHV-8, no entanto, essa regulagdo nao esta
totalmente definida®.

Os niveis de replicacdo do HHV-8 sdo muito mais
altos em pacientes com SK do que em pacientes sem
SK. Isso mostra que a replicagcdo do HHV-8 é prova-
velmente ciclica, podendo ficar latente em pacientes
imunologicamente competentes, assim como outros
herpesvirus'’.

O HHV-8 tem sido encontrado em mais de 95% dos
casos de SK, mas também em algumas formas de lin-
foma Hodgkin's e ndo-Hodgkin's, chamado de linfo-
ma por efusao priméaria (PELs) ou linfoma de células
de cavidades do corpo (Body-Cavity-Based - BCBLs),
em doenca linfoproliferativa angiofolicular (Doencga de
Castleman's), em mieloma multiplo e principalmente
em pacientes HIV positivos®.

Sarcoma de Kaposi |

As lesoes causadas pelo SK sao classificadas clini-
camente em 6 tipos de manifestacoes: manchas, pla-
cas, nodulos, linfoadenomas, infiltragcoes e pele rosa-
da (Fig. 2). Outras variantes, como telangiectasia sao
raramente observadas. Linfoedema generalizado, equi-
moses e queldides sdo formas descritas mais recente-
mente do SK®,

O linfoadenoma ocorre freqiientemente em pacien-
tes HIV+, especialmente na face e extremidades, mas
sem lesoes cutaneas®.

Além disso, as manifestagoes do SK na pele podem
envolver varias mucosas, principalmente a cavidade
oral e trato gastrointestinal. O envolvimento de 6rgaos
internos é bastante freqiiente e ocorre em aproxima-
damente 10% dos casos, podendo acometer pulmoes,
linfonodos (superficiais ou profundos), baco, figado e
medula dssea”.

Epidemiologia do HHV-8

A forma classica do SK ocorre principalmente em
ancidos de paises mediterraneos. O SK é considerado
como endémico na Africa, pois é encontrado em crian-
cas, jovens, adultos e idosos, tanto homens como mu-
lheres, sendo mais agressivo do que o SK classico'®?!,

Aincidéncia do SK entre pacientes transplantados e
outros pacientes que sdo submetidos a terapia imunos-
supressora tem aumentado nos ultimos 20 anos, fican-
do conhecido como SK poés-transplante ou SK iatrogé-
nico. Atualmente, a forma de SK associado a AIDS tem
sido bastante comum, sendo considerado epidémico'®?!.

O HHV-8 é comumente encontrado em homens
homossexuais HIV+ ou nao, ocasionalmente em ho-
mens e mulheres heterossexuais com HIV, e extrema-
mente raro em criancas?.

A infeccao pelo HHV-8 nédo esté associada com ida-
de, educacédo, raca ou grupo étnico, mas esta associa-
do com o grau de atividade homossexual. Na popula-
cdo homossexual ou bissexual é provavel que haja uma
infeccgao intestinal especifica por exposicao oral-fecal®.

| Transmissao do HHV-8

A transmissao sexual do HHV-8 ja foi comprovada e
depende do nimero de parceiros e do tempo de ativi-
dade homossexual do paciente. A prevaléncia do HHV-
8 na populacédo heterossexual é bastante baixa, suge-
rindo que essa forma de transmissao nao seja comum e
que a via sexual nao seja a Unica rota de transmissao®.

Outras formas de transmissao tém sido evidencia-
das em areas endémicas, como transmissao horizon-
tal, parenteral e vertical'?.

Estudos buscando a presenca de DNA do HHV-8
em cérvice uterina de mulheres soropositivas para HIV
e em sémen de homens homossexuais HIV+ apresen-
taram uma positividade semelhante na maioria dos
casos (27% e 20% respectivamente) '*%,

No estudo de Whiby em 1999, o DNA do HHV-8 foi
detectado em trés de 11 amostras de cérvice uterina
de mulheres soropositivas para o HHV-8, sugerindo
que a transmissao do HHV-8 via contato vaginal € pos-
sivel, apesar da deteccdo do DNA viral ndo provar a
presenca de virus ativo nem capacidade de replicacao
viral no trato genital®.

A prevaléncia de HHV-8 entre familiares indica alto
risco de exposicao, em contato estreitos, sugerindo que
possa ocorrer a transmissao horizontal, principalmen-
te através da saliva'®.

Outros herpesvirus, incluindo CMV, HSV e prova-
velmente o HHV-6 e 7, podem ser transmitidos pela sa-
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FIG. 1 - Representacdo esquematica do genoma do HHV-8.
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FIG. 2 - Esquema de uma lesao causada pelo HHV-8 na pele.
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liva. H4 a hipotese de que o HHV-8 também tenha a
capacidade de replicagdo na orofaringe e que a particula
viral esteja presente na saliva'*. O nimero de cépias de
DNA do HHV-8 encontrado na saliva é muito mais alto
do que em outros tecidos, demonstrando assim, que a
saliva pode ser um fator de risco para infeccao”*.

Um estudo mostrou que menos de 10% dos pacien-
tes HIV+ sem SK apresentaram DNA de HHV-8 em
células mononucleares de sangue periférico (CMSP)
enquanto que 70% das amostras de tecido oral sem SK
e HIV+ apresentaram DNA do HHV-8. Portanto, é
improvavel que a alta positividade para HHV-8 en-
contrada em tecido oral seja devido a infiltracdo de
células sangiiineas infectadas®'.

Pacientes que possuem SK classico ou associado a
AIDS nem sempre apresentam DNA de HHV-8 em
CMSP, mas nos casos em que isso ocorre, € muito pro-
vavel que o virus possa replicar-se nessas células'.

A baixa prevaléncia e numero de cépias do DNA
do HHV-8 no plasma indica que ndo hé associacao
entre transfusao de produtos do plasma com SK. No
entanto, a alta prevaléncia e numero de copias do DNA
do HHV-8 nas CMSP sugerem que hé transmissdo do
virus por transfusao de produtos celulares do sangue'®.

Estd sendo estudada a transmissdo do HHV-8 de
mae para filho. Em um trabalho realizado por Whiby
em 1999, todos os casos de HHV-8 + em amostra de
cérvice uterina eram de mulheres africanas, sendo pro-
vavel este tipo de transmissao, principalmente em re-
gido endémica, durante o parto'®*°. No entanto, estu-
dos realizados por Lyall em 1999, com uma populacao
predominantemente africana, mostraram que a trans-
missao vertical ndo é comum. Nao se sabe exatamente
quando a crianca ¢ infectada, mas é provavel que seja
depois do nascimento e que o HHV-8 seja transmitido
pela saliva. Além disso, até o momento néo foi relata-
do nenhum caso de transmissao vertical do HHV-8
(antepartum, peripartum ou postpartum). Ainda néo
estd esclarecido se o HHV-8 atravessa a placenta, se
ele é secretado no leite materno e se pode haver trans-
missao através do contato genital durante o parto?’.

CONCLUSAO

Arota de transmissao do HHV-8 parece estar asso-
ciada com relacao sexual entre homossexuais, prova-
velmente por contato oral-fecal e em HIV+. A inci-
déncia em heterossexuais é muito baixa.

Na&o ha indicios de infeccao do HHV-8 em pacien-
tes que fizeram transfusdo sangiiinea ou que fizeram
uso de drogas injetaveis. Porém, pacientes que fazem
uso de drogas ficam mais suscetiveis a infeccdo pelo
HIV e adquirem o HHV-8 devido a imunossupressao.

Além disso, a saliva pode ser uma via de transmis-
sdo importante, podendo explicar a incidéncia do
HHV-8 em criangas. Quanto a transmissao vertical,
nao ha dados suficientes para sua comprovacao, pois
os estudos possuem pequeno nimero amostral.

Sao necessarios estudos mais detalhados e com uma
amostragem maior para que se possa determinar efe-
tivamente as vias de transmissao de HHV-8.
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Eletroforese de proteinas de membrana
eritrocitaria no diagnostico de doenca hemolitica
por defeito de membrana’

Electrophoresis of erythrocyte membrane and hemolytic diseases
caused by membrane abnormalities

Paulo Roberto Favero'; Maria Suely Soares Leonart? & Aguinaldo José do Nascimento®

RESUMO - A membrana eritrocitaria contém as proteinas do citoesqueleto, e proteinas integrais, imersas na bicamada
lipidica, todas importantes para a manutencédo da integridade e da forma celular. Neste trabalho, estudou-se 14 pacientes
portadores de doenga hemolitica, atendidos no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parand (HEMEPAR) em rela-
cdo a grupo controle de 20 voluntarios saudaveis. Amostras de sangue venoso foram coletadas em citrato-fosfato-dextro-
se (CPD). Apos o isolamento das membranas [Dodge et al., Arch.Biochem.Biophys. 100:199, 1963] e a determinacédo da
concentracdo de proteinas [Lowry et al., J.Biol.Chem. 193: 265, 1951], as proteinas foram submetidas a eletroforese
vertical em SDS-Page [Laemmli, Nature 227: 680, 1970]. Os valores obtidos no grupo controle (%; n = 10), foram: espectri-
nas = 29,67 * 4,14; anquirinas = 3,97 * 1,84; banda 3 = 38,70 = 4,96; banda 4.1 = 6,79 * 1,60; banda 4.2 = 5,00 * 1,43;
banda 4.5 = 1,89 = 0,96; banda 4.9 = 1,83 = 1,22; banda 5 = 6,54 + 3,13; banda 6.0 = 2,70 * 1,24; banda 7.0 = 2,36 * 1,33.
Os valores médios para os portadores de esferocitose foram 24,4% para espectrina e 35,8% para banda 3 (teste t; p<0,05).
A observacéo de esferocitos ou eliptocitos no sangue periférico, associados a um perfil eletroforético com deficiéncia de
espectrina e/ou proteina 3 sugere esferocitose ou eliptocitose hereditaria, respectivamente. Portadores assintomaticos de
defeitos moleculares de membrana eritrocitdria podem ser também detectados através de SDS-Page.

PALAVRAS-CHAVE - Proteinas de membrana eritrocitaria; eliptocitose hereditaria, esferocitose hereditdria, morfologia
eritrocitaria, doencas hemoliticas.

SUMMARY - The erythrocyte membrane contains a net of proteins, forming the cell backbone, and the integral proteins,
immerging in the lipid bilayer, both important for the integrity maintenance and for the cellular activity. We know studied 14
patient carriers of hemolytic diseases, assisted in the Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parand (HEMEPAR) in
relation to control group of 20 healthy volunteers. Samples of venous blood were collected in citrate-phosphate-dextrose
(CPD). The membranes were isolated [Dodge et al., Arch.Biochem.Biophys. 100:199, 1963], the protein concentration was
determined [Lowry et al., J.Biol. Chem. 193: 265, 1951] and were submitted to the vertical electrophoresis (SDS-Page) [Laemmli,
Nature 227: 680, 1970]. The values obtained in the control group (%; n = 10) were: spectrins = 29.67 = 4.14;
ankyrins = 3.97 * 1.84; band 3 = 38.70 = 4.96; band 4.1 = 6.79 = 1.60; band 4.2 = 5.00 = 1.43; band 4.5 = 1.89 = 0.96;
band 4.9 = 1.83 = 1.22; band 5 = 6.54 = 3.13; band 6.0 = 2.70 * 1.24; band 7.0 = 2.36 = 1.33. The mean value for the
spherocytosis carriers was 24.4% for spectrin and 35.8% for band 3, (t tests; p <0.05). The observation of blood spherocytes
or elliptocytes, associated to an electrophoretic profile with deficiency of spectrin or band 3 suggests spherocytosis or hereditary
elliptocytosis, respectively. Assimptomatic carriers of erythrocyte membrane molecular abnormalities can also be detected
through SDS-Page.

KEYWORDS - Red blood cell membrane proteins; hereditary elliptocytosis, hereditary spherocytosis, red blood cell morphology,
hemolytic diseases.
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INTRODUGAO

entre as anormalidades intrinsecas que acometem
D o eritrocito, os defeitos da membrana eritrocitaria
mais conhecidos incluem a esferocitose hereditaria (HS),
a eliptocitose hereditaria (HE), a piropoiquilocitose he-
reditaria (HPP) a acantocitose hereditdria e a estomato-
citose hereditaria. O diagndstico presuntivo de tais con-
di¢oes em geral se baseia em: exame clinico, anamnese
e sinais de hemolise no hemograma, além da presenga
das formas eritrocitdrias correspondentes e outras alte-
racdes da morfologia eritrocitdria. No caso da HS hd um
aumento da fragilidade osmotica, em especial pela pre-

senca de esferdcitos no sangue periférico. Nenhum des-
tes dados laboratoriais, contudo, é tdo especifico que per-
mita a confirmacgédo do diagnéstico (Erslev, 1995).

A membrana eritrocitaria contém uma rede de protei-
nas em unidades hexagonais, que formam o citoesquele-
to, e as proteinas integrais imersas na bicamada lipidica,
todas de fundamental importancia para a manutencao
da integridade e da forma celular, e classificadas pela
sua mobilidade eletroforética em gel de poliacrilamida
(Bennett, 1981; Palek e Lux, 1983).

Este trabalho teve o objetivo de estudar alteracoes quali
e quantitativas das proteinas da membrana eritrocitaria
em individuos com diagnoéstico presuntivo de HS e HE.
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MATERIAL E METODOS

Foram selecionados para estudo, através de critérios
clinicos e laboratoriais, 14 pacientes com idades entre 3
e 50 anos, atendidos no Centro de Hematologia e Hemo-
terapia do Parand (HEMEPAR), com histéria de doencga
hemolitica prépria e/ou de seus familiares, que apresen-
tavam uma ou mais das seguintes caracteristicas: eleva-
dos niveis sorolégicos de bilirrubina indireta, presenca
de eritroblastos no sangue periférico, reticulocitose, fra-
gilidade osmética alterada e anemia O grupo controle
foi constituido por 20 voluntdrios considerados sauda-
veis, com idades entre 20 e 50 anos.

As amostras de sangue venoso foram coletadas em
citrato-fosfato-dextrose (CPD), (Erslev, 1995), e as mem-
branas isoladas segundo (Dodge et al., 1963), como se-
gue: os eritrocitos foram lavados trés vezes em NaCl
155mM, a 4°C. (centrifuga Sorvall RC2B). O sedimento
foi diluido a 1:40 em tampaéo fosfato 5mM contendo fluo-
reto de fenil metil sulfonil (PMFS) 200mM em etanol,
como inibidor de proteases. Os eritrécitos foram lisados
por agitacdo enérgica e centrifugados a 12000 x g a 4°C
durante 10 min, lavando-se o estroma varias vezes até
se obter sedimento de cor branca opaca. A concentra-
cdo das proteinas de membrana foi determinada pelo
método de Lowry et al. (1951). O sedimento final foi
solubilizado com solucdo de Laemmli (1970) na propor-
cdo de 2:1, fracionado em pequenas aliquotas e conge-
lado a -20°C.

As membranas eritrocitarias foram submetidas a ele-
troforese vertical em gel de poliacrilamida dodecil-sulfa-
to s6dio (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). A confeccao das
placas de gel foi realizada em um molde formado por
duas placas de vidro e separadores de acrilico. O molde
foi preenchido até 1 cm da borda superior com solucao
de acrilamida a 12% (gel de corrida) e apds a polimeriza-
¢do, completado com acrilamida a 4% (gel de alinhamen-
to), no qual foram moldadas cavidades para aplicacdo de
amostras de 100 mg de proteina. A corrida eletroforética
foi de 18 h, em cuba vertical de acrilico (Permatron) con-
tendo tampao Tris Glicina 50mM, pH 8,3, sob tensao de
25 volts e corrente de 15mA (Laurent, 1963; Davis, 1962;
Weber, 1975; Sauberman, 1979). As placas de gel foram
coradas com Coomassie Blue (Brilliant Blue R Sigma B
0630), 1 g; 4cido acético glacial, 200 ml; &lcool isopropi-
lico, 300 ml; 4gua bidestilada, 1.300ml durante 1 h em
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FIG 1 - Eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil-sulfato de sédio (SDS-
Page) Fotografia de eletroforese de proteinas de membrana eritrocitaria
segundo Laemmli (1970). As membranas foram isoladas pelo método de
Dodge et al. (1963) a partir do sangue de individuos do grupo controle.
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estufa a 56°C, descoradas em &cido acético a 10% (v/v), e
conservadas em agua destilada e as bandas protéicas,
quantificadas por densitometria (Zénite Z-30 Turbo).

Os resultados obtidos foram comparados aos do gru-
po controle (teste t, nivel de significancia de 5 %).

RESULTADOS

A Figura 1 apresenta a eletroforese em gel de poli-
acrilamida, realizada com as membranas eritrocitarias
de individuos do grupo controle. Os valores de refe-
réncia das fragdes protéicas obtidos foram (%; n = 10):
espectrinas = 29,67 * 4,14; anquirinas = 3,97 * 1,84;
banda 3 = 38,70 = 4,96; banda 4.1 = 6,79 * 1,60; ban-
da 4.2 = 5,00 = 1,43; banda 4.5 = 1,89 * 0,96; ban-
da4.9 =1,83 = 1,22; banda 5 = 6,54 = 3,13; ban-
da 6.0 = 2,70 = 1,24; banda 7.0 = 2,36 = 1,33. Os valo-
res médios para os portadores de esferocitose foram 24,4%
para espectrina e 35,8% para banda 3 (teste t; p<0,095).

A Tabela I apresenta as alteracoes quantitativas, ca-
racterizadas por aumento ou diminuicdo em relacdo ao
controle, para cada fracdo protéica da membrana eritro-
citéria, nos eritrécitos dos pacientes estudados.

As Figuras 2 e 3 apresentam fotomicrografias eletro-
nicas de varredura dos eritrocitos de pacientes com diag-
nosticos presuntivos de HE e de HS, respectivamente.

DISCUSSAO

A eletroforese de proteinas de membrana em gel de
poliacrilamida tem sido indicada para o diagndstico de
doencas hemoliticas por defeito de membrana (Laemmli,
1970; Agre et al., 1985; Silveira, 1992).

As alteracdes da morfologia eritrocitaria observadas
foram bastante varidveis. A presenca de esferdcitos na
maioria dos pacientes com deficiéncia de espectrina e/
ou de proteina 3 sugere uma possivel relacdo com a HS.
Diversos autores propdem que a formacado dos esferdci-
tos estd relacionada com a perda de lipidios e/ou protei-

TABELA |
SDS-Page de proteinas de membrana de eritrdcitos
de portadores de esferocitose (HS) e eliptocitose
hereditarias (HE). Variacoes estatisticamente
significativas em relacao ao grupo controle

FragGes protéicas

1.0 | 21| 30| 41|42 | 45 |49 |50 |60 ]| 7.0
1 + + - + 0 + 0 -
2 + + - + + + -
3 0 + - - + + 0 +
4 0|+ | + | +]o0 - - -
5 - 0 - + + + + + +
6 - + - + + + + + + +
7 - - - - - 0| o0 | + |+
8 - 0 0 + + + + + +
9 | - |+ |o |+ 0|0+ -
10 - + - 0 - + + + +
" -+ -+ -]++]o]-1]0
120+ +] 0] +]0 - - - -
13 - + - + 0 + + 0 + +
14 - + - + - + + 0 + +

0 igual ao controle, + superior ao controle, - inferior ao controle (teste t;
significédncia estatistica a nivel de 5%); HS - portadores 1 a 12; HE - portadores
13-14.
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FIG. 2 - Eliptécitos - Eritrécitos de portadora de eliptocitose hereditaria
(MEV 2000 X).

nas de membrana, na forma de microvesiculas (Rumsby
et al., 1977; Shukla et al., 1978; Chasis et al., 1988). Ou-
tra hipdtese sugerida para a formacao de esferdcitos afir-
ma que uma deficiéncia de proteina 3 pode deixar espa-
cos vazios na bicamada lipidica, levando a um desaco-
plamento das unidades do citoesqueleto protéico, libe-
rando lipidios da membrana em forma de microvesiculas
(Jarolim et al., 1994). Um terceiro mecanismo estaria re-
lacionado com o enfraquecimento da ligagdo da proteina
3 com as proteinas do citoesqueleto, com perda dessa
proteina e dos lipidios que a rodeiam (Jarolim et al., 1994).

Em alguns pacientes, observou-se esferocitos associa-
dos a deficiéncia em espectrina e/ou banda 3 e de protei-
na 4.1, responsavel pela estabilizacdo do complexo jun-
cional. Uma vez que cada dimero de espectrina se asso-
cia a uma molécula de proteina 4.1, a deficiéncia da pri-
meira poderia acarretar a perda da segunda, aumentan-
do a instabilidade da membrana, com formacéao de esfe-
rocitos (Cohen, 1983). Um dos pacientes apresentou 42%
de esferdcitos, com apenas 41,5% de proteina 3 em rela-
cdo ao controle normal. Outro paciente, com 13,6% de
esferdcitos, apresentou espectrina normal, 91% do nor-
mal de proteina 3,86% de proteina 4.1 e 62% do normal
de proteina 4.2, com fragilidade osmética normal.

Em eliptocitose, quando a eletroforese demonstra valo-
res quantitativos normais, deve-se considerar a possibili-
dade de alteragdes apenas funcionais (Ideguchi et al., 1993)

CONCLUSOES

A andlise do perfil eletroforético das proteinas de
membrana eritrocitaria em portadores de HS e HE, per-
mite concluir que:

a) a SDS-PAGE ¢é ttil para o diagnéstico de HS e HE;

b) esferocitos ou eliptdcitos no sangue periférico, as-
sociados a deficiéncia de espectrina e/ou proteina 3, su-
gere diagnostico de HS ou HE, respectivamente;

c) deficiéncia de espectrina se acompanha, em geral,
de deficiéncia de proteina 3, independentemente do diag-
nostico mais provavel,

d) devido as vérias interagdes entre as proteinas do
citoesqueleto, é possivel que a deficiéncia de uma pro-
teina possa causar a perda de outra proteina;

e) portadores assintométicos podem ser detectados se
apresentarem deficiéncias de proteinas integrais e/ou do
citoesqueleto, associadas a alteracées morfologicas de
eritrocitos.
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&
FIG. 3 - Dacridcitos e esferdcitos - Eritrocitos de portador de esferocitose
(MEV 2000 X).
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