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Automacao do exame de urina: comparacao
do Urisys 2400 com a rotina manual
(Microscopia do Sedimento Urinario)

Automation of urine examination: a comparison of Urisys 2400 system
with the routine manual process (Urinary Sediment Microscopy)

Machado, M.H.T.%; Gongalves E.D.?3; Largura, M.A %3, Gongalves, A.>3; Andrade M.P % & Largura, A.>®

RESUMO - O Urisys 2400 é um sistema totalmente automatizado de urindlises que fornece resultados semi-quantitativos para
leucocitos, eritrocitos, nitrito, proteina, glicose, corpos cetdnicos, urobilinogénio, bilirrubina, pH e cor através do uso de tiras
reagentes, pelo método da reflectancia, e, aspecto e densidade através de colorimetria e célula de fluxo (refratometria). O processo
é automatizado desde a identificacdo das amostras por leitura de cédigo de barras, até a pipetagem e medida das 4reas reagentes.
Os resultados podem ser transmitidos para uma impressora e ou para um sistema informatizado (interfaceamento). Fez-se um
estudo de 3958 amostras de urina submetidas ao exame de rotina com o Urisys 2400, sendo que 2450 (61,89%) apresentaram
exame fisico-quimico normal, nimero normal de leucdcitos e eritrécitos. Estas amostras foram avaliadas relacionando os
achados microscopicos do sedimento apds centrifugacao padronizada, enumerando leucécitos e eritrécitos e comparando-os
com os resultados obtidos com o Urisys 2400. Houve uma concordancia de 99,88% entre as duas metodologias. Os resultados
apresentados sugerem que o sistema automatizado de exame de urina pode ser uma opcéao eficaz e segura para o laboratério
de andlises reduzir o tempo de andlise, ndo havendo a necessidade da execucdo da sedimentoscopia nas urinas sem
anormalidades fisico-quimicas.

PALAVRAS-CHAVE - Urindlise, microscopia, X.

SUMMARY - Urisys 2400 is a fully automated urinalysis system which provides semi-quantitative results for leukocytes, erythrocytes,
nitrite, protein, glucose, ketones, uribilinogen, bilirubin, pH and color through the test strip by reflectance readings and aspect
and density by colorimetry and cell flow (refractometry). The process is fully automated, from the sample selection to the test
strip and photometric measurement of the reagent strip. Results can be transferred to an integrated printer or to some other
computer system. It was made a study with 3958 urine samples, which were also part of the routine screening using Urisys 2400.
The results demonstrated that 2450 (61.89%) had normal physico-chemical exams, a normal number of leukocytes and eryth-
rocytes, and also any other cell alterations. These samples were evaluated considering the microscopic findings, according to a
standardized centrifugation, by enumerating leukocytes and erythrocytes comparing them with the Urisys 2400 results. It was
found a correlation between both methodologies (99.88%). The results suggested that the automated system of urine screening
might be an effective and a safe choice to reduce the laboratory analysis time, without microscopic analysis in urine which does

not have any physical-chemical abnormalities.
KEYWORDS - Urinalysis, microscopy, dipstick.
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INTRODUGCAO

inclusdo de métodos automatizados, padroniza-

dos e precisos na rotina laboratorial tém, nestes
ultimos anos, contribuido significativamente auxilian-
do aos médicos na decisdao diagndstica rapida e corre-
ta. No entanto, a rotina do exame de urina hd muito
tempo, na grande maioria dos laboratorios, ainda con-
siste no uso de tiras reagentes combinado com a mi-
croscopia quantitativa através de contagem em cama-
ras ou sedimento padronizado e contagem semi-quan-
titativa por campo?*3. Alguns inconvenientes no uso
de tiras regentes semi-quantitativas sao os bem conhe-
cidos resultados falso-positivos e falso-negativos, quan-
do as leituras ndo sdao padronizadas, principalmente,
levando-se em conta a qualidade das tiras, o tempo
entre a imersao da tira reagente na urina e a leitura
visual da cor resultante da reacdo®*'*'®, Equipamentos,
como o UF-100 (Sysmex), para andlise dos elementos
celulares, cristais e bactérias, baseado em citometria de

fluxo e impedancia, especifico para urinas positivas,
tém sido usados em grandes rotinas*>%’. Recentemen-
te, o Urisys 2400 (Roche Diagnostics), que é um siste-
ma automatizado de urindlises, foi introduzido®. Este
instrumento, além da automacao, desde a leitura do
tubo primario, execucdo dos testes, até a transferéncia
de resultados (interfaceamento) para o sistema infor-
matizado do laboratério, faz as leituras de tiras rea-
gentes por reflectancia, refratometria, baseada em cé-
lula de fluxo e colorimetria, com alta sensibilidade e
reprodutibilidade para diversos analitos e com estas
especificacoes, possibilita a execucdao de controle da
qualidade adequado dentro dos padrdoes de boas préa-
ticas laboratoriais. Neste estudo, os autores comparam
os resultados do Urisys 2400 e a microscopia do sedi-
mento urindrio. Em particular, pretendem comparar a
andlise dos resultados negativos do Urisys 2400 com a
avaliacdo microscépica do sedimento urindrio, levan-
do-se em conta o nimero de leucoécitos, eritrécitos e
outros elementos, tendo como finalidade validar a ex-
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clusdo da andlise microscépica dos exames negativos
ou normais, aceitando-se como definitivo o resultado
do sistema automatizado.

MATERIAIS E METODOS

Amostras |

Foram analisadas 3958 amostras de urina na rotina
do Laboratério Alvaro durante o periodo de fevereiro a
abril de 2003. Todas as urinas coletadas (jato médio)
acondicionadas em frascos de poliestireno estéril, pro-
venientes de hospitais e postos de coletas, ficaram es-
tocadas a temperatura ambiente (21° C) e processadas
em menos de duas horas apds a coleta. As amostras
foram transferidas para tubos de 10 mL e etiquetadas
com identificacdo através de cédigo de barras.

Urisys 2400 - Sistema automatizado(Roche Diagnostics)

O Urisys 2400 é um sistema automatizado de urindli-
ses que utiliza tiras reativas, idénticas as do Miditron
(aparelho leitor de tiras) e fornece resultados semi-quan-
titativos para leucocitos, eritrdcitos, nitrito, proteina, gli-
cose, corpos cetdnicos, urobilinogénio, bilirrubina, hemo-
globina/mioglobina e pH. A intensidade da reacdo de cor
é detectada pela medida da percentagem de luz refletida.
A densidade e a turbidez sdo medidas em célula de fluxo
e é baseada na refratometria. A cor é avaliada com um
algoritmo especifico contra o branco da tira reagente. A
andlise dos leucdcitos é revelada pela presenca de este-
rases granulociticas. Estas, decompdem um éster indo-
xilico em indoxil que reage com um sal de diazo6nio,
produzindo uma cor violeta. Os eritrécitos, com acgao
semelhante a peroxidase da hemoglobina e da mioglobi-
na, catalizam especialmente a oxidacao do indicador atra-
vés do perdxido de hidrogénio organico contido na zona
de teste, originando uma coloracdo azul-esverdeada. O
teste de nitrito é baseado no principio da prova de Griess
e é especifico para nitritos, produz uma coloracdo rosa-
vermelha na zona do teste. O teste da proteina baseia-se
no principio de um indicador de pH: a reacdo é particu-
larmente sensivel a albumina. A determinacao da glico-
se é baseada na reacdo especifica da glicose oxidase/
peroxidase (método GOD/POD). O teste dos corpos ceto-
nicos baseia-se no principio da prova de Legal. A sensi-
bilidade para o 4cido acetoacético é superior a acetona.
O urobilinogénio, um sal de diazdnio estavel reage qua-
se instantaneamente com o urobilinogénio, originando
um corante vermelho azulado. O teste da bilirrubina ba-
seia-se na ligacdo da bilirrubina a um sal de diazonio.
Para o pH, a zona do teste contém os indicadores: verme-
lho de metila, fenoftaleina e azul de bromotimol, que rea-
gem especificamente com fons H*. A densidade e a tur-
bidez é medida por célula de fluxo. Existe ainda uma
zona de compensacdo que € uma area branca que nao
contém reagentes e que permite uma compensagao, por
parte do analisador, para a cor intrinseca da urina. O
aparelho faz a analise das areas de teste por reflectan-
cia. Os resultados sdo referidos como normal, negativo,
positivo ou a concentracdo nominal do constituinte qui-
mico analisado e os dados sdo posteriormente impressos
no relatério ou enviados diretamente para o servidor do
sistema informatizado quando, entdo, sao tratados ade-
quadamente em um modelo de resultado do laboratério.

Foram considerados negativos ou normais os resultados
que apresentaram todos os analitos e parametros dentro
dos valores de referéncia estabelecidos pelo fabricante.

Os resultados de leucoécitos e eritrécitos foram
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classificados conforme dados fornecidos pelo fabricante.
Para os leucécitos, 4 categorias: negativo, 25, 100, 500
por uL e para os eritrécitos, 6 categorias: negativo, 10,
25, 50, 150 e 250 por uL.

| Microscopia - rotina manual

A andlise do sedimento foi realizada de acordo com
as diretrizes do NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards — USA) GP16-A%, onde 10 mL de
amostra de urina é centrifugada por 5 minutos a 1480
rpm (rotagdes por minuto) e apds o descarte do sobrena-
dante, o centrifugado (0,5 mL) é ressuspendido e 20 uL
da suspensao sdo colocados entre lamina e laminula para
andlise microscopica em um aumento de 400 vezes. Apos
a andlise de 10 campos (aumento de 400x), o valor médio
de leucécitos e hemdcias foi reportado como resultado.
Considerado como normal o nimero de leucé6citos menor
que 5 por campo e eritrécitos menor que 3 por cam-
po® 1121718212224 5 achados microscopicos foram classifi-
cados em 5 categorias para os leucécitos: menor que 2, 3
a b, 6a 30 31 a100e 101 a 500, por campo. Para os
eritrocitos foram classificados 6 categorias: menor que 2,
3ab 6a30 31a 100, 101 a 150 e 151 a 300, por campo.

RESULTADOS

Das 3958 amostras, 2450 (61,89%) apresentaram, na
microscopia do sedimento, menos que dois leucocitos por
campo, auséncia de outros elementos e no equipamento
Urisys 2400, resultado negativo para leucdcitos, eritrdci-
tos e sem alteracdes fisico-quimicas nos outros analitos
(Tabela I). As 5 amostras negativas para leucécitos e eri-
trécitos no Urisys apresentaram resultados anormais quan-
to ao numero de leucécitos na sedimentoscopia (6 a 30
por campo). As 530 amostras com 25 leucécitos por uL,
anormal pelo método do Urisys 2400, apresentaram nu-
mero de leucécitos normais pela microscopia (3 a 5 por
campo) demonstrando a presenca de falso-positivos usan-
do-se esta metodologia. Os dados demonstram uma con-
cordancia de 99,88% para as urinas negativas ou normais
pelas duas metodologias (2450/2455). Quanto ao nume-
ro de eritrocitos (Tabela II), os resultados sdo concordan-
tes entre as duas metodologias para todos os analitos,
tanto negativos ou normais quanto positivos e anormais.

Utilizando o teste Qui-quadrado de independéncia
pode-se afirmar ao nivel de 1% de significancia (p<0,01),
que ndo existe nenhuma associacdo entre os métodos
utilizados para a contagem de leucdcitos e os diagnos-
ticos (negativo ou positivo) das amostras. Isto quer di-
zer que os métodos ndo influenciam na resposta (sao
independentes).

Utilizando o teste de proporcao pode-se verificar,
ao nivel de 1% de significancia, que nao é significativa
a diferenca entre os resultados obtidos pelos métodos
da esterase e da microscopia na contagem de leucéci-
tos nas amostras, ou seja, a proporcao de resultados
falsos positivos de um meétodo segundo o outro nao é
estatisticamente significativo.

Utilizando o teste de igualdade de proporcoes pode-
se verificar, ao nivel de 1% de significancia, que nao
existe diferenca estatistica entre a proporcdo de resul-
tados de diagnoésticos negativos obtidos através do mé-
todo da esterase e os obtidos através do método da mi-
croscopia, na contagem de leucécitos.

Verifica-se na Tabela II que as proporgoes de resul-
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TABELA |
Resultados da contagem de leucécitos
pela microscopia comparada com
o teste da esterase (Urisys 2400)

N2 delamostras Lgﬂifgcsiii% Leuc"fsﬁizic.?/'f:mpo
2450 Negativo (*) <2
5 Negativo (*) 6 a 30
530 25 3ab
570 25 6 a 30
193 100 31 a 100
210 500 101 a 500

(*) Negativo e sem alteragées fisico-quimicas

TABELA 1l
Resultados da contagem de eritrocitos pela microscopia
comparada com o teste de peroxidase da hemoglobina
(Urisys 2400)

S e El:;:rsé‘gti:;:?L Eritrng::ti::g:(;:;zia?npo
2658 Negativo (*) <2
320 10 3ab
520 25 6 a 30
210 50 31 a 100
70 150 101 a 150
180 250 151 a 300

(*) Negativo e sem alteragées fisico-quimicas

tados negativos e positivos na contagem de eritrocitos
utilizando o método da microscopia e o método de pe-
roxidase de hemoglobina em uma amostra de 3958 pa-
cientes sdo as mesmas.

DISCUSSAO

A grande maioria das amostras de urinas analisadas
apresenta resultados microscépicos e bioquimicos nor-
mais, principalmente quando os exames solicitados nao
tém indicacéo especifica ou sdo de rotina, tanto na clini-
ca particular, como na medicina do trabalho, em exames
pré-adimensionais e outros. Em um estudo populacio-
nal em 20.000 amostras de urinas provenientes de tra-
balhadores na cidade de Tel Aviv (Israel), somente 10%
das urinas apresentaram alguma anormalidade®. Al-
guns autores, em um estudo de 10.234 amostras de uri-
nas, encontraram 5.000 (48,85%) amostras normais e
propoem a liberacao de resultado “urinas sem anorma-
lidades" usando o fluxograma de Cristenson adapta-
do™*19202 Diversos estudos abordando a eliminacao da
microscopia nas urindlises sdo discutidos e existe um
relativo consenso quando as urinas sdo negativas apos
andlise com as tiras reagente '*141516.17:20.21,2223

Um resultado positivo na tira reagente é um pré-
requisito usado com seguranca para que a rotina da
analise microscopica seja executada'®. Em alguns servi-
cos de diagndstico (Laboratérios e Hospitais) as amos-
tras de urina que apresentam resultados positivos atra-
vés da tira sdo analisadas pelo UF-100 (Sysmex)*>678,
Este analisador enumera leucécitos, eritrécitos, células
epiteliais, cilindros e bactérias, com uma boa performance
analitica. Alguns autores, no entanto, sugerem e apresen-
tam algumas restricoes quanto ao uso desta metodologia
devido a resultados falsos negativos e positivos’.Um fator
importante e limitante para o uso na rotina é o custo do
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equipamento associado aos reagentes especificos para
a andlise. Os equipamentos que, através de espectro-
fotometria de reflectancia das tiras reagentes e siste-
mas automatizados, mostram serem eficientes e sufici-
entes para uma rotina nao muito grande de amostras de
urina, tém melhorado a exatidao destes testes, bem como
tém facilitado o controle da qualidade do procedimento.
As combinacgbes dos diversos analitos pesquisados au-
mentam significativamente a sensibilidade da urindlises.

No estudo apresentado, as 2450 amostras (61,89%) apos
andlise no Urisys 2400 e a microscopia do sedimento
urinério, foram concordantes (99,88%) e as amostras po-
sitivas (com alteracbes fisico-quimicas e ou presenca de
leucécitos e eritrocitos) no Urisys 2400 (38,10%), foram
submetidas ao exame microscopico.

Os autores concluem, com base nos resultados apre-
sentados, que é possivel justificar a eliminacdo da micros-
copia de todas as urinas que através do Urisys 2400 ex-
pressarem resultados negativos ou normais em todos os
analitos testados, diminuindo sensivelmente o tempo para
liberacdo dos resultados, eliminando a digitacdo dos mes-
mos e conseqiientemente reduzindo o custo das andlises.
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Estudo comparativo de diferentes procedimentos

para pré-tratamento de amostras
de soro sanglineo humano
para determinacao de cobre e zinco

Comparative study in different procedures for human serum samples
pretreatment to copper and zinc determination

Anibal de Freitas Santos Junior; Pedro Nascimento Prates Santos® & Maria das Gragas Andrade Korn?

RESUMO - Quatro diferentes procedimentos analiticos de pré-tratamento de amostras para determinacao de Cu e Zn
em soro sanguineo humano empregando a técnica analitica Espectrofotometria de Absor¢do Atémica (FAAS) foram
testados em condicdes instrumentais comparaveis. Os procedimentos foram: diluicdo com agua desionizada; dilui-
¢do com surfactantes (Triton X-100, Brij 35, Tween 80 e CTAB) em concentragoes na faixa de 0,001 — 1%; diluicdo com
Triton X-100 e exposicdo a radiacdo ultra-sénica e, desproteinizacdo com 4acido tricloroacético. A precisdo dos
resultados foi avaliada e comparada entre os métodos e os resultados obtidos indicaram que o uso da diluicdo com
4gua desionizada e com os agentes surfactantes (Triton X-100 e CTAB), e o tratamento com exposicdo ao ultra-som
constituem metodologias que podem melhorar as condi¢des para a determinacao de Cu e Zn nesta matriz. As meto-
dologias propostas permitiram maiores fatores de diluicdo e apresentaram auséncia de interferéncias.

PALAVRAS-CHAVE - Soro sanguineo, metais, pré-tratamento.

SUMMARY - Four different analytical procedures to sample pretreatment for copper and zinc determination in human
serum employing Flame Atomic Absorption Spectrophotometry (FAAS) were tested in comparable instrumental condi-
tions. The procedures were: dilution with desionized water; dilution with surfactants (Triton X-100, Brij 35, Tween 80
and CTAB) to concentrations in the range of 0.001 — 1%; dilution with Triton X-100 and exposition ultrasonic radiation
and desproteinization with trichloroacetic acid. The results indicates that the use of the dilution with desionized water
and with agents surfactants (Triton X-100 and CTAB) as well the treatment with exposure to the ultra-sound, constitute
methodologies which can improve the conditions to Cu and Zn determination in the matrix. The methodologies propos-

KEYWORDS - Human serum, metals, pretreatment.

als allowed larger dilution factors and presented absence of interferences.

/

INTRODUGCAO

conhecimento sobre a utilizacdo dos elementos

quimicos pelos sistemas bioldgicos constitui objeto
de constantes investigacoes. Os primeiros organismos
vivos, indubitavelmente, usaram-nos como catalisado-
res para reacdes bioquimicas simples, para estrutura e
construcdo de moléculas orgéanicas. Os elementos qui-
micos estao classificados, de acordo com a sua impor-
tdncia no organismo humano em: elementos essenciais,
terapéuticos e ndo essenciais ou téxicos. A Quimica Cli-
nica constitui um ramo da Quimica em amplo cresci-
mento, a qual € muito diversificada no que se refere a
utilizacdo de técnicas para estudos e determinacao de
espécies quimicas constituintes de diferentes matrizes
bioldgicas, mostrando-se presente em laboratoérios de
analises clinicas, na toxicologia forense, formulacéao de
dietas e complementos alimentares, industria farma-
céutica, controle da qualidade em alimentos,etc. A im-
portancia de cobre e zinco tem sido documentada ex-
tensivamente desde a sua descoberta como elementos
essenciais no metabolismo humano'?.

No reino vegetal, o cobre foi primeiramente identi-
ficado em cinzas de plantas, em 1816, por Bucholtz e,
em 1817, por Meissner. Sua presenca em animais foi
demonstrada somente em 1830 por Sarzeau, que o en-
controu no sangue de boi. Muito embora esses traba-
lhos descrevessem uma pequena quantidade de co-
bre em fluidos e tecidos, a sua essencialidade para o
corpo humano foi estabelecida somente em 19214,
quando Badansky identificou este metal no cérebro
humano e, a partir dai, foram estabelecidas as princi-
pais fungoes das biomoléculas contendo Cu, que é o
transporte de elétrons e de oxigénio através das rea-
cbes redox, como também, o envolvimento na mobili-
zacao de ferro para a sintese de hemoglobina. Sua
deficiéncia no organismo caracteriza-se por manifes-
tacoes como anemia, defeitos na formacao do tecido
conectivo, queratinizacdo e pigmentacao deficiente.
A ingestdo de quantidades elevadas do elemento é
prejudicial ao organismo e o efeito nocivo mais pro-
nunciado do excesso de cobre é a doenca de Wilson,
caracterizada pela falta de coordenacao, ataxia e de-
teriorizacdo mental progressiva®.
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A importancia do zinco na nutricdo humana tem sido
reportada desde 1934, o qual é considerado um elemento
traco essencial para o homem, pois esta associado a pro-
ducédo de insulina, é componente de mais de 90 enzimas
relacionadas com catdlise &cido —base e esta relacionado
com a sintese do DNA e RNA. A deficiéncia deste metal
no organismo, pode provocar retardo no crescimento das
criancas, falta de apetite, lesdes de pele, alopecia, difi-
culdades de cicatrizacgao, etc. Aingestao de grandes quan-
tidades deste metal resulta em febre, nduseas, vomitos e
diarréia. A Tabela I indica os niveis estabelecidos de con-
centracdo de Cu e Zn em alguns fluidos biol6gicos®.

Apesar de alguns casos terem sido reconhecidos a
longos anos (ferro, no século XVII e iodo, no século
XIX), a historia da descoberta da essencialidade de
certos elementos quimicos, é relativamente recente e a
sua monitorizacdo’ estd intimamente associada ao de-
senvolvimento de métodos analiticos apropriados a
deteccao de micro-quantidades desses elementos, bem
como a possibilidade de preparacao de dietas alimen-
tares isentas dos mesmos, a fim de se poder averiguar
os efeitos da sua caréncia. Logo, é de extrema impor-
tdncia a quantificacdo destes metais em soro®”.

O método ideal para medir baixas concentracoes de
metais (usualmente da ordem de ug/Lou ug/kg) em ma-
terial bioldégico deve ser sensivel, simples, de baixo
custo, rdpido e seguro (exatidao e precisao). Diversos
parametros devem ser analisados como limite de de-
teccdo (LD) e limite de quantificagdo (LQ), custo por
amostra, capacidade multielementar e processamento.
A Espectrofotometria de Absor¢cdo Atémica com chama
Ar/acetileno (FAAS) tem sido largamente empregada
para a determinacao de metais tracos devido a sensibili-
dade, simplicidade, maior liberdade de interferéncias,
precisao e exatidao. Algumas dificuldades sao reporta-
das para a determinacdo de metais em matrizes biol6-
gicas, empregando FAAS'*'? uma vez que a complexa
composicdo dos fluidos biolégicos pode interferir na
andlise. Isto implica em um pré-tratamento da amos-
tra, visto que as propriedades fisicas da amostra, por
exemplo, viscosidade™ e tensdo superficial podem in-
fluenciar bastante o sinal analitico, produzindo variacdes
no tamanho das goticulas do aerossol gerado, trans-
porte da amostra e, conseqiientemente, na concentra-
cao do analito, gerando falsos resultados. A escolha do
método ideal para pré-tratamento de amostras deve ser
baseada em parametros especificos, tais como: concen-
tracdo dos metais analisados; natureza (solido, liqui-
do, etc) e tipo de matriz bioldégica', pois geralmente,
materiais s6lidos requerem um processo de digestao/
dissolucao antes da etapa de quantificacdo, enquanto
que liquidos podem ser diretamente introduzidos nos
equipamentos ou necessitam de uma simples diluicao
aquosa e/ou com agentes surfactantes; o tamanho da
amostra, que vaiimplicar na escolha de uma quantida-
de representativa da amostra e, a técnica instrumental
usada.

Os objetivos deste trabalho sao: investigar o efeito de
solucdes de agentes surfactantes™ Triton X-100, Brij 35,
Tween 80 — surfactantes ndo i6énicos — e CTAB — surfac-
tante catidnico — sobre o sinal analitico de Cu e Zn e
avaliar as condigOes para a determinacao de Cue Zn em
amostras de soro sangiiineo humanos através de quatro
diferentes procedimentos de pré-tratamento da matriz
(diluicdo aquosa, diluicdo com agentes surfactantes, efeito
da radiacdo ultrasonica e desproteinizacédo).
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TABELA |
Niveis normais de Cu e Zn em fluidos biolégicos humanos
Fluido biolégico o:°"°e"“a‘?é°' (wg/ mL)zn

Soro sanguineo 0,70 — 1,65 0,80 - 1,20
Plasma 0,75 - 1,60 0,80 - 1,10

Eritrocito 0,56 - 1,12 9,40 - 11,80

Fluido espinhal 0,02 - 0,11 0,02 - 0,10

Leite 0,20 - 1,32 0,70 - 4,33

MATERAIS E METODO

Amostras de sangue foram coletadas em seringas de
poliestireno e agulhas de ago inoxidavel e, seguidamen-
te, centrifugados para obtencao do soro sanguineo. As
amostras foram acondicionadas em tubos de ensaios
(12x75mm) e conservadas em geladeira (2-8°C), até
andlise (no maximo, 30 dias).

Tendo como proposta de trabalho a investigacao de
Cu e Zn em soro sanglineo humano, definiram-se os
seguintes procedimentos para pré-tratamento das amos-
tras: (a) diluicdo com dgua desionizada; (b) diluicdo com
agentes surfactantes (Triton X-100, Brij 35, Tween 80 e
CTAB), (c) diluigdo com Triton X-100 com exposicdo a
radiacao ultrasdnica e (d) desproteinizacdo com acido
tri-cloro-acético.

Nos procedimentos (a) e (b) foi tomada uma aliquo-
ta de 0,2uL. de soro sangliineo, diluiu-se para balao
volumétrico de 10uL com &gua desionizada ou solucao
do agente surfactantes, conforme o procedimento e, em
seqguida, procedeu-se a andlise no FAAS.

No procedimento (c) uma aliquota de 1000uL de
amostra foi tomada e levada para baldao volumétrico de
10 mL, completando-se o volume com solucao do agente
tensoativo Triton X-100 em meio de HNO, 1%, sonica-
das por 10 minutos e seguida de leitura no FAAS.

No procedimento (d) uma aliquota de 1000uL de amos-
tra foi tomada e levada para um tubo de ensaio contendo
5 mL de uma solugdo de 4cido tricloroacético (TCA), a
5,0% em seguida, centrifugou-se por 5 minutos e do li-
quido sobrenadante, foi retirada uma aliquota de 1,0uL e
transferida para um baldo volumétrico de 10uL, comple-
tando-se o volume com &gua desionizada.

As medidas de absorvancia foram efetuadas utilizan-
do um espectrofotémetro de absorcdo atdmica com cha-
ma (FAAS), marca Varian, modelo 220, com corretor de
background de lampada de deutério e lampadas de cé-
todo oco de zinco, cobre e manganés e chama ar/acetile-
no com especificacdes contidas na Tabela II. Para pro-
mover a exposicdo das amostras a radiacdo ultrasénica,
foi utilizado um sistema de sonicacdao com um banho
ultra-s6nico Bransonic 3510 com 40 khz de freqiiéncia.

Todos os reagentes utilizados possuem grau analiti-
co e as solugbes foram preparadas com agua destilada-
desionizada. As vidrarias e recipientes de polipropileno
foram descontaminados com solucdo de HNO, 10% (v/v)
overnight e, entdo lavadas com agua deionizada.

As curvas analiticas para Cu e Zn na faixa de con-
centracao de 0 — 1000ug/Lforam preparadas diariamente
para a realizacdo das andlises de soro sanguineo hu-
mano. Os experimentos foram realizados em triplicata,
ensaios em branco foram preparados para cada proce-
dimento proposto. Para determinar os limites de detec-
¢do (LD) e de quantificacdo (LQ) das metodologias pro-
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TABELA 11
Condicoes de operacdao do Espectrometro de Absorcao
Atomica com Chama Ar/Acetileno (FAAS)

TABELA 1l
Limites de deteccdo e quantificacdo instrumental
e Faixa Otima de Trabalho do FAAS

A Limite de Limite de Faixa Otima
SR Qu = Metal deteccdopg/mL® | Quantificagio ug/mL® |  de Trabalho ug/mL
Comprimento de onda (nm) 324,8 213,9 n 5,00 17,00 0,010 - 2,00
Corrente da lampada (mA) 4 5 Cu 8,00 26,00 0,030 - 10,00
Largura de fenda (nm) 05 1,0 a= 3 vezes o desvio-padrao de 30 medidas do branco expresso em concentragao
b= 10vezes o desvio-padrao de 30 medidas do branco expresso em concentragao
Chama Ar/Acetileno Ar/Acetileno Branco = 4gua desionizada
Modo de calibracéo Linear Linear TABELA V
Padres 0-1,0 0-1,0 Resgl_tados da’ c!eterminag?o de Zn em soro sangiiineo
utilizando varios procedimentos de pré-tratamento
TABELA IV Amosiras Concentracao de Zn (ug/mL)
Resultados da determinacao de Cu em soro sangiliineo Procedimento (a) | Procedimento (b) | Procedimento (c) | Procedimento (d)
utilizando varios procedimentos de pré-tratamento
Soro 1 1,17 £ 0,01 1,19 + 0,02 1,13 £ 0,03 5,89 * 0,04
Concentracéao de Cu (ug/mL)
Amostras Soro 2 0,98 = 0,01 0,96 = 0,02 1,02 = 0,03 6,10 = 0,07
Procedimento (a) | Procedimento (b) [ Procedimento (c) | Procedimento (d)
Soro 3 1,09 = 0,02 1,11 £ 0,03 1,07 = 0,01 8,27 = 0,11
Soro 1 0,75 = 0,01 0,69 = 0,02 0,71 £ 0,03 0,80 = 0,04
Soro 4 1,08 + 0,03 1,13 £ 0,01 1,09 + 0,02 2,70 = 0,06
Soro 2 0,79 £ 0,02 0,84 = 0,01 0,77 = 0,01 0,73 = 0,01
Soro 3 1,24 + 0,01 1,28 + 0,02 1,33 + 0,02 1,31 £ 0,02 o
b) Diluicdo com agentes surfactantes
Soro 4 | 1,35 0,03 1,37 + 0,03 1,40 + 0,02 1,39 + 0,03 (Triton X-100, Brij 35, Tween 80 e CTAB)

postas foram realizados 30 ensaios em branco em dias
alternados, durante o periodo em que a etapa experi-
mental foi executada. O valor do LD foi obtido multi-
plicando-se o desvio padrao referente a média dos 30
ensaios em branco por 3, ou seja, (3s) e o LQ, multipli-
cando-se o desvio padrao por 10, isto é (10s)'. Os va-
lores para LD e LQ sdo apresentados na Tabela III.

RESULTADOS

Os resultados para determinacao de Cu e Zn, pelos
diferentes procedimentos, sdo apresentados nas Tabelas
IV e V. Estes correspondem as médias de 3 replicatas
para cada uma das amostras e os respectivos desvios.

a) Diluicao de soro sangiiineo com agua desionizada

Em procedimentos diretos, a alta viscosidade devido
ao grande contetido de proteinas pode afetar a eficién-
cia de nebulizacao de algumas amostras, promovendo
variacoes na velocidade de aspiragdo até o atomizador,
gerando falsos resultados. Os métodos de diluicdo de
amostras bioldgicas, sdo principalmente usados para flui-
dos biolégicos, especialmente, soro sanguineo e urina.
A principal funcao dos agentes diluentes consiste em su-
perar o efeito da viscosidade da matriz. Porém, o fator da
diluicdo deve ser avaliado cuidadosamente a fim de que
a concentracdo do analito ndo seja reduzida a niveis infe-
riores ao limite de deteccdo e quantificacdo da técnica
analitica empregada. Como a técnica FAAS apresenta boa
sensibilidade para Cu e Zn, foi possivel a realizacdo de
medidas reprodutiveis, dentro do erro analitico aceita-
vel, permitindo diluicdes com solugdes aquosas, de até
50 vezes para determinacao de Cu e Zn em soro. As
curvas analiticas foram preparadas, diariamente, em meio
aquoso na faixa de concentracao de 0-1,00ugL, respec-
tivamente, apresentando boa linearidade, podendo-se
desta forma, analisar soro sangiiineo sem problemas,
minimizando as interferéncias que poderiam ser provo-
cadas pela matriz.
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O emprego de agentes tensoativos nas determina-
coes analiticas tém sido muito difundido visto que pro-
movem reducao da tensao superficial, diminuindo o ta-
manho das particulas do aerossol, o que promove um
maior fluxo de amostras a chama. O uso de solugoes de
Triton X-100 (4-octil-fenol polietoxilato) é bastante do-
cumentado na determinacao de metais em amostras bio-
légicas, tornando seu uso quase universal. Como pro-
posta de investigacao, foram avaliados outros agentes
tensoativos pouco descritos na literatura para diluicao
de soro sanguineo. Utilizaram-se, além do Triton X-100,
os agentes surfactantes ndo-idénicos Brij 35 (polioxietile-
no monolauril éter) e Tween 80 (polioxietileno sorbitano
monooleato) e o agente tensoativo catidnico CTAB (bro-
meto de cetil-trimetil-am6nio). Com o objetivo de avaliar,
primeiramente, o efeito de solu¢oes de Triton X-100, Brij
35, Tween 80 e CTAB na faixa de concentracao de 0,001
a 1,0% sobre o sinal analitico de Cu e Zn, pdde-se con-
cluir que para Cu nao foi observado nenhum ganho
analitico para solugdes dos agentes tensoativos usados
no trabalho. Para Zn, solucoes de Triton X-100 0,001% e
0,1% e solucoes de CTAB 0,001% mostraram um ligeiro
aumento nos valores de absorvancia em padrdes de Zn
com concentragdes mais baixas (0-200 ug/L). Por outro
lado, o sinal analitico ndo sofreu alteracdes significati-
vas com o aumento da concentracao de solucoes de Tween
80 e Brij 35. Portanto, concluiu-se Triton X-100 e CTAB
podem ser usados para minimizar o efeito das proprie-
dades fisicas da matriz, permitindo resultados precisos
e reprodutiveis. As curvas analiticas apresentaram boa
linearidade, podendo-se desta forma analisar soro san-
gliineo sem problemas, minimizando as interferéncias
que poderiam ser provocadas pela matriz.

c) Diluicao com tensoativo e exposicao a radiagao
ultrasénica

A partir do estudo anterior, aplicou-se o procedimen-
to de diluicao de amostras de soro sanguineo com Triton
X-100 0,01%, seguida de exposicao a radiacdo ultra-so-
nica por 10 minutos. Os ultra-sons sdo ondas mecanicas
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(v > 16 KHz), que se propagam através de meios mate-
riais'’. A acdo do ultra-som em sistemas quimicos se d&
por agitacao, aquecimento e/ou cavitacao. Quando sis-
temas heterogéneos (sdlido-liquido) sdo sonicados, as
bolhas de cavitacdo se formam na proximidade do so6li-
do, podendo levar a fusdo ou desagregacdo do material,
facilitando a acdo dos solventes. O emprego desta técni-
ca em processos de pré-tratamento de amostra pode ser
uma metodologia alternativa e inovadora. Com a acao
das ondas ultra-snicas, observou-se que a viscosidade
da amostra foi diminuida e os resultados indicaram que
este procedimento pode ser usado para a determinacao
de Cu e Zn em soro sanguineo humano uma vez que se
mostraram reprodutiveis e comparaveis aqueles obtidos
pelos procedimentos (a) e (b).

d) Desproteinizagcdo com acido tri-cloro-acético

O 4cido tri-cloro-acético (TCA) é um acido carboxili-
co obtido pela halogenacao dos acidos alifaticos na po-
si¢do a. E um agente desproteinizante muito usado nos
Laboratdérios de Andlises Clinicas, pois seu uso é carac-
terizado pela precipitacdo das proteinas presentes no
soro sanglineo humano, principalmente a albumina. Os
resultados evidenciam que com a presenca de TCA, na
concentracao empregada, os valores obtidos para Zn fo-
ram muito superiores aqueles encontrados para o pro-
cedimento de diluicdo. Este fato é considerado um pro-
blema analitico quando se determina Zn sob tais condi-
¢oes uma vez que podem ter ocorrido erros relaciona-
dos ao volume de amostra e interferéncias ndo especifi-
cas nos processos de nebulizacdo e atomizacao dos ana-
litos no FAAS. Portanto, para a determinacao deste me-
tal este método torna-se inviavel, frente a precisdo dos
procedimentos de diluicao, por outro lado, para a deter-
minacdao de Cu, esta metodologia pode ser aplicada
quando comparada com os outros procedimentos.

DISCUSSAO

Quatro procedimentos foram testados para a deter-
minacgdo de Cu e Zn em soro sanguineo humano em
condicdes comparaveis. Na avaliacdo individual dos
procedimentos de pré-tratamento de soro sangtineo,
evidencia-se uma pequena diferenca entre eles. Os re-
sultados permitem concluir que o uso da diluicao com
4gua desionizada e com agentes surfactantes, tais como,
Triton X-100 e CTAB podem melhorar as condicoes para
a determinacao destes metais, pois permitem maiores
fatores de diluicao e ndo necessitam de compatibiliza-
cao de matriz. O tratamento com exposicdo ao ultra-som
também é uma alternativa viavel para a realizacao das
andlises. A analise dos dados obtidos permitiu concluir
que todos os procedimentos propostos sdo viaveis para
a determinacdo de Cu em soro sangiiineo humano, uma
vez que os resultados foram comparados e avaliados e

verificou-se que néo ha diferenca significativa entre os
resultados, com nivel de significdncia de 95%.

Os resultados com o uso de TCA ndo foram satisfatérios
para a determinacao de Zn uma vez que apresentou re-
sultados elevados para a determinacao de zinco, o que
indica uma possivel contaminacao e/ou interferéncias nao-
especificas. Logo, este procedimento nao é viavel para a
determinacdo de Zn em soro sanguineo humano.
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Variacao interobservador no diagndstico das
lesoes escamosas intra-epiteliais cervicais

Interobserver variability in the diagnosis of cervical squamous intraepithelial lesions

Mirian Pereira Rodarte® & Paula Avila Fernandes?

RESUMO - Empregou-se um dos métodos de controle da qualidade em citologia cérvico-vaginal através do estudo da
variacdo interobservador nos diagnosticos citoldgicos de lesdes escamosas intraepiteliais. Trinta e nove esfregacos
cérvico-vaginais provenientes de um tnico laboratério de anatomia patolégica foram revisados por 5 observadores.
Estes esfregacos representavam 20 casos de lesdo escamosa intra-epitelial de baixo grau (LEIBG) e 19 casos de lesdo
escamosa intra-epitelial de alto grau (LEIAG). Houve concorddncia entre os 5 observadores em 10% dos casos
revisados e entre trés ou mais observadores em 72% dos casos. O grau de concordancia foi maior em LEIBG (15%) do
que em LEIAG (5%). O maior grau de concordancia entre dois observadores em nosso estudo, tanto para os casos de
LEIBG (75%) como para os casos de LEIAG (58%) ocorreu entre um observador mais experiente e outro observador
treinado por ele. As alteragéoes citoldgicas compativeis com infeccdo pelo HPV foram relatadas pelos 5 observadores
em 31% dos esfregacos com diagndstico original de infeccao pelo HPV e pela maioria em 85%.

PALAVRAS-CHAVE - Controle da qualidade, citologia cervical, lesdo escamosa intraepitelial, HPV.

/

SUMMARY - One of the methods of quality control in cervicovaginal cytology were chosen by studying the interobserver
variability on the cytological diagnosis of squamous intraepithelial lesion. Thirty nine cervicovaginal smears from a
single pathological anatomy laboratory have been reviewed by 5 observers. These smears represented 20 cases of low
grade squamous intraepithelial lesion (LSIL) and 19 cases of high grade squamous intraepithelial lesion (HSIL). The
agreement among the 5 observers were 10% in the reviewed cases and among three or more observers in 72% of the cases.
The agreement level was higher in LSIL (15%) than in HSIL (5%). The highest level of agreement between two observers
in our study, as well for the cases of LSIL (75%) as for the HSIL ones (58%), has occurred between a more skilful observer
and another observer trained by him. The cytological alteration compatible with HPV infection were reported by five

~

observers in 31% of the smears with original diagnosis of HPV infection and by the majority in 85%.
KEYWORDS - Quality control, cervical cytology, squamous intraepithelial lesion, HPV.
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INTRODUCAO

citologia cérvico-vaginal, representada pelo exa-

me preventivo de Papanicolaou, é um método efe-
tivo de prevencao do cancer de colo uterino, sendo de
facil execucdo e baixo custo (Montanari & Stefanon,
1993). No entanto, mesmo com a realizacdo do exame
preventivo, os casos de neoplasia nao sao eliminados.
Um pequeno numero de mulheres desenvolve rapida-
mente uma neoplasia cervical independente do scree-
ning, mas a maioria deve-se a erro na amostragem e/
ou erro na execucao do exame (Henry & Wadehra, 1996;
Mubiayi et al., 2002). O controle da qualidade é o
melhor caminho para reduzir os erros de screening e
amostragem (Van Der Graaf et al., 1987; Renshaw,
2001). Este controle pode ser feito através de institui-
coes que vao estabelecer a comparacao entre os diag-
noésticos - controle da qualidade externo e/ou em cada
laboratério — controle da qualidade interno (Cocchi et
al., 1996). Uma das formas de controle da qualidade
externo consiste na avaliagdo de concordancia dos diag-
nosticos (Montanari & Stefanon, 1993; Colgan et al.,
2001), onde sdo analisadas as variagées inter e/ou in-
tra-observadores. O controle da qualidade interno pode
ser realizado através de alguns procedimentos como:

avaliacdo da qualidade da amostra, nimero maximo de
exames didrios, revisdo de exames prévios da paciente,
levantamento de casos positivos e negativos, correlacao
clinico-citolégica e correlacgao cito-histolégica.

Pretende-se neste trabalho analisar a variacdo interob-
servador no diagnostico das lesdes escamosas intra-epite-
liais do colo uterino e da infeccdo pelo HPV, através do
grau de concordancia entre 5 observadores.

MATERIAIS E METODOS

Foram selecionados 39 esfregacos cérvico-vaginais de
um unico laboratério de anatomia patoldgica, ja corados
pelo método de Papanicolaou. Estes esfregacos represen-
tavam casos com os seguintes diagnésticos: displasia leve,
displasia moderada, displasia acentuada e carcinoma in
situ, associados ou néo a alteracoes citolégicas compati-
veis com infeccao pelo HPV. Todos os diagnosticos origi-
nais foram dados pelo mesmo citopatologista, que possui
tempo de experiéncia superior a 10 anos, utilizando a
nomenclatura de Reagan associada a nomenclatura pro-
posta pelo sistema Bethesda (Reagan et al., 1953; Kur-
man & Solomon, 1994, Solomon et al., 2002).

Os diagnésticos e numeros originais foram registra-
dos. A seqguir, ganharam uma nova numeracao e foram
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encaminhados para serem analisados por 5 citologis-
tas que nao trabalham no laboratério onde foram sele-
cionados os casos. Por esta razdo os diagndsticos origi-
nais ndo estavam disponiveis aos observadores que
participaram deste estudo. Para a escolha destes ob-
servadores foram considerados as diferentes formacoes
profissionais e o tempo de atuacdo na &rea de colpoci-
topatologia. Os esfregacos encaminhados aos observa-
dores ndo apresentavam campos marcados. Os obser-
vadores foram informados que os esfregacos foram diag-
nosticados originalmente como lesao escamosa intra-
epitelial cervical, porém, ndo tiveram acesso as requi-
si¢bes originais e aos resultados dos exames anterio-
res das pacientes.

Os observadores identificados neste estudo como A,
B e C possuem mais de 10 anos de experiéncia, o ob-
servador D possui de 5 a 10 anos e o observador E
menos de 5 anos. Os observadores C e D trabalham no
mesmo laboratdrio de colpocitologia, sendo que o ob-
servador D foi treinado pelo observador C. Os outros
observadores trabalham em laboratérios diferentes. Para
cada observador, foram sugeridas as seguintes possi-
bilidades diagnésticas: esfregago inadequado, altera-
coes borderline em células escamosas e/ou glandula-
res, displasia leve, displasia moderada, displasia acen-
tuada, carcinoma in situ e a categoria “outros”. Os ca-
sos contendo alteragdes citolégicas compativeis com
infeccao pelo HPV deveriam ser relatados.

RESULTADOS

A maioria dos resultados apresentados pelos obser-
vadores ndo foram expressos de forma homogénea, den-
tro de uma mesma classificacao. Foram relatados de acor-
do com a nomenclatura proposta pela classificacdao Be-
thesda e/ou pela classificacao de Richart e/ou Reagan
(Reagan et al., 1953; Richart, 1966), prejudicando nos-
sa andlise quanto ao grau de concordancia entre os diag-
nésticos. Para facilitar a andlise dos dados e adequacao
a nomenclatura vigente, todos os resultados foram con-
vertidos para a nomenclatura da classificacao Bethesda.
Desta forma, os casos analisados no presente trabalho
foram representados por 20 casos de lesdao escamosa
intra-epitelial de baixo grau (LEIBG) e 19 casos de le-
sdo escamosa intra-epitelial de alto grau (LEIAG), sendo
que 13 deles apresentavam alteracoes citolégicas com-
pativeis com infeccédo pelo HPV. Os casos de displasia
leve, associados ou nao ao HPV, foram agrupados na
categoria de LEIBG, enquanto que os esfregagos com
diagnostico de displasia moderada, displasia acentua-
da e carcinoma in situ, associados ou nao ao HPV, fo-
ram agrupados na categoria de LEIAG.

Para os casos previamente diagnosticados como
LEIBG houve concordancia entre os 5 observadores em
15% dos casos. Entre 4 ou mais observadores, a concor-
dancia foi observada em 65% e entre trés ou mais ob-
servadores em 75%. Para os casos previamente diag-
nosticados como LEIAG, houve concordancia entre os
5 observadores em 5%. Entre 4 ou mais, a concordancia
foi de 21% e entre trés ou mais observadores em 68%,
conforme mostra a Tabela I. O maior grau de concor-
déncia entre dois observadores para os casos com diag-
néstico prévio de LEIBG ocorreu entre os observadores
C e D: 75%, e o menor grau de concordancia entre os
observadores C e E: 30%. Com relagdo ao diagnostico
original (LEIBG), o maior grau de concordancia ocor-
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TABELA |
Grau de concordancia (%) entre os observadores
Ndmero de Diagnéstico citolégico
observadores LEIBG LEIAG HPV
5 15% 5% 31%
>4 65% 21% 62%
>3 75% 68% 85%
TABELA I

Frequéncia (%) de cada categoria diagndstica relatada pelos
5 observadores nos 39 esfregacos cervicais revisados

Tempo de Diagnéstico citolégico
Observadores | experiénciados ;
observadores | INAD | NEG | LEBG | LEAG | INV [ASCHS
A >10 anos 5 38 44 10 0 3
B >10 anos 3 18 28 23 18 10
C >10 anos 8 21 44 10 0 18
D 5-10 anos 0 18 56 18 0 8
E <5 anos 0 0 46 54 0 0
Diagndstico
original >10 anos 0 0 51 49 0 0
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0% A = =
DIAGNOSTICO A B (o] D E
ORIGINAL
HINAD ONEG BLSIL SHSIL OINV @ ASCUS/AGUS

FIG. 1 - Revisao pelos 5 observadores dos esfregacos originalmente diagnos-
ticados como lesao escamosa intra-epitelial.

reu com o observador E: 70% e o menor grau com 0s
observadores A e B: 8 casos (40%). O maior grau de
concordancia entre dois observadores para os casos com
diagnostico prévio de LEIAG foi entre os observadores
C e D: 58% e o menor grau entre os observadores A e
B: 16%. Com relacédo ao diagnéstico original (LEIAG),
o maior grau de concordancia ocorreu com o observa-
dor E: 79% e o menor grau com os observadores A e C:
21%.

Em 8 dos 13 casos em que houve concordancia en-
tre trés ou mais observadores, a concordancia dos ob-
servadores foi em relacdo ao diagnoéstico de LEIBG,
contrariamente ao diagndstico original de LETAG.

A Tabela IT e a Fig. 1 mostram a freqiiéncia, em per-
centagem, de cada categoria diagnostica relatada pe-
los 5 observadores nos 39 esfregacgos cervicais revisa-
dos. A Tabela Il mostra também o tempo de expe-rién-
cia em citopatologia de cada observador. O diagnostico
de LEIBG pelos 5 observadores variou de 28% a 56%,
enquanto que a variacdo dos diagnésticos nos casos de
LEIAG foi de 10% a 54%.

Considerando as 5 categorias diagnosticadas pelos
observadores (casos negativos, células escamosas ati-
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FIG. 2 - Casos de infeccao pelo HPV relatados por cada observador em
concordancia com o diagnoéstico original.

picas de significado indeterminado - ASCUS, LEIBG,
LEIAG e carcinoma invasor), e excluindo-se a catego-
ria de esfregacos classificados como inadequados, ve-
rificamos que para os casos de LEIBG houve uma varia-
cdo maior ou igual a dois graus em 60% dos casos e
para os casos de LEIAG em 53% dos casos.

Para os 13 casos que originalmente tiveram o diag-
nostico de alteragodes citolégicas compativeis com in-
feccdo pelo HPV associadas ao diagnoéstico de lesao
escamosa intra-epitelial, houve concordancia entre os
5 observadores em 4 casos (31%), entre 4 ou mais ob-
servadores em 8 casos (62%) e entre trés ou mais ob-
servadores em 11 casos (85%), conforme Tab. I. A Fig.
2 ilustra a freqiiéncia que cada observador concordou
com o diagnéstico original de infeccdo por HPV.

DISCUSSAO

Varios programas de controle da qualidade externo
sdo difundidos nas areas de patologia e citologia. A con-
cordancia entre os observadores utilizando estes pro-
gramas é questionada por alguns autores porque os es-
fregagos-testes sao identificados e portanto, avaliados
com mais cuidado que as amostras de rotina. Além dis-
so, a interrelacao entre o observador e supervisor pode
ter sido alterada e a utilizacao de classificacoes simplifi-
cadas podem superestimar a concordancia entre os ob-
servadores (Cocchi et al., 1996). O estudo da variagdo
interobservador realizado neste trabalho foi retrospecti-
vo. Foram selecionados esfregacos mais recentes e ja
corados. Nao trabalhamos com os resultados dos exa-
mes anatomopatolégicos, uma vez que o numero de ca-
sos que apresentavam bidpsia era muito pequeno. Além
disso, ndo era nosso objetivo correlacionar o diagnostico
cito-histopatolégico, nem mesmo confirmar o diagnosti-
co citolégico previamente relatado.

O grau de concordancia interobservadores neste
estudo fol maior em lesOes escamosas intra-epiteliais
com diagnostico original de LEIBG que em LEIAG, 15%
e 5% respectivamente, diferentemente do que foi rela-
tado por alguns autores, que justificam a menor repro-
dutibilidade em casos de LEIBG devido ao menor nu-
mero de células anormais presentes nos esfregacos (Jos-
te et al., 1996). Houve concordancia entre os 5 obser-
vadores em apenas 4 dos 39 casos examinados (10%) e
a maioria concordou em 28 dos 39 casos (72%). Este
percentual é inferior ao relatado por Joste et al. (1996),
onde o diagnoéstico undnime foi obtido em 56% dos ca-
sos e a maioria concordou em 89% dos casos.

A concordancia interobservador é fortemente influen-

RBAC, vol. 35(4), 2003

ciada pela experiéncia dos observadores (Klinkhamer et
al., 1988). Dos 28 casos em que houve concordancia
diagnéstica entre a maioria, o observador D (5-10 anos
de experiéncia) concordou em 27 casos, o observador
A (>10 anos de experiéncia) em 23 casos, o observa-
dor C (>10 anos de experiéncia) em 21 casos, os ob-
servadores B (>10 anos de experiéncia) e E (<5 anos
de experiéncia) em 17 casos. O observador E, com o
menor tempo de experiéncia, foi um dos observado-
res com menor numero de casos em concordancia com
a maioria. Ao analisarmos como foram diagnosticados os
39 esfregacos revisados, o observador E foi o Unico que
utilizou apenas duas categorias diagnosticas: LEIBG e
LEIAG, néao considerando nenhum caso como negati-
vo ou ASCUS. Além disso, foi o observador que mais
diagnosticou LEIAG nos casos de LEIBG.

Genest et al. (1993) relatou alto grau de concor-
dancia entre o observador mais experiente e outro ob-
servador treinado por ele. O maior grau de concor-
déancia entre dois observadores em nosso estudo, tan-
to para os casos de LEIBG (75%) como para os casos
de LEIAG (58%), foi entre os observadores C e D. Es-
tes observadores trabalham em um mesmo servigo de
colpocitopatologia, sendo que o observador D foi trei-
nado pelo C.

A concordancia entre os 5 observadores nos 13 casos
originalmente apresentando altera¢oes citologicas com-
pativeis com infecgdo pelo HPV foi baixa (31%), porém a
maioria concordou em 85% dos casos. Schneider et al.
(1987) relataram um aumento no nimero de casos de
HPV diagnosticados pela citologia, utilizando os sinais
nao classicos, tais como coilocitose leve, disceratose leve,
clareamento do citoplasma, bi ou multinucleacao, entre
outros. Com o uso dos sinais classicos (coilocitose e dis-
ceratose), 15% dos esfregagos em que o DNA-HPV era
positivo foram detectados pelo exame citolégico. Ao con-
siderar os sinais nao classicos, 85% destes foram detec-
tados. A utilizacdo ou ndo dos sinais citolégicos ndo clés-
sicos pelos observadores para o diagnostico da infeccao
pelo HPV poderia ser um dos fatores para explicar a
baixa concordancia entre os cinco observadores para este
diagnéstico. Alguns autores recomendam que estes si-
nais nos esfregacos citolégicos deveriam ser uma indi-
cacao para selecionar pacientes a serem avaliadas por
técnicas mais sensiveis, como por exemplo o exame ana-
tomopatoldgico (Cecchini et al., 1989; Cavalcanti et al.,
1987; Cramer et al., 1997).

A qualidade dos esfregacos € muito importante para
interpretacédo correta das alteragées celulares (Rubio,
1981; Klinkhamer et al., 1989). Houve observacoes
quanto a qualidade técnica das ldminas em 16 casos
(41%) dos 39 casos revisados. No entanto, é pouco pro-
vavel que os artefatos relatados interferiram nos diag-
noésticos citolégicos, uma vez que houve concordancia
pela maioria dos observadores em 10 (63%) dos 16 es-
fregacos com artefatos. Dos 5 esfregagos considerados
inadequados, em trés houve concordancia diagnostica
pela maioria dos observadores.

A precisao diagndstica variou sensivelmente entre os
observadores. Para os casos de LEIBG houve uma varia-
¢do maior ou igual a dois graus em 60% dos casos, en-
quanto que para os casos de LEIAG, a variacao foi de 53%.

Diante destes resultados, ressaltamos a importan-
cia da realizacdo de métodos de controle da qualidade
para garantirmos a eficiéncia da prevencao do cancer
de colo uterino.
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A Sociedade Brasileira de Analises Clinicas — SBAC, é uma socieda-
de cientifica que tem por finalidade congregar profissionais analistas
clinicos de diferentes formacgées profissionais.
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gue ndo acontece com outras profissoes liberais) onde possam se reunir,
discutir os assuntos sobre ensino e, principalmente, apresentar as reivin-
dicagbes necessarias ao adequado desenvolvimento profissional.
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férum de discussées e reivindicacoes. Além desta possibilidade, oferece
aos associados, a Revista Brasileira de Analises Clinicas — RBAC, indexada,
(ISSN 0370-369x e LILACS) com divulgacao internacional, periodicidade
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SBAC Jornal (40.000 exemplares), com temas de atualizagdo, reciclagem
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de Pseudomonas isoladas no
Hospital Geral de Fortaleza

Antimicrobials profile resistance from isolated Pseudomonas
at the Fortaleza’s General Hospital

Everardo Albuquerque Menezes®; Liana Albuquerque Silveira®; Francisco Afrdnio Cunhal; Marcio de Souza Cavalcante®;
Andréa Bessa Teixeira’; Indcio Régis Nascimento Oliveira®> & Maria Nibia Cavalcante Salviano?

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar a resisténcia das Pseudomonas isoladas de pacientes internados
no Hospital Geral de Fortaleza, na cidade de Fortaleza. No periodo de 1 de janeiro a 30 de junho de 2001, foram
isoladas 700 bactérias, no Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Geral de Fortaleza, as cepas foram
isoladas em placas de agar sangue, dgar MacConkey, dgar CLED e caldo BHI e identificadas pelo sistema
Walkway e também os Testes de Susceptibilidade aos Antimicrobianos. Das 700 cepas isoladas 79 (11,28%)
foram Pseudomonas e destas 64 cepas (81%) foram Pseudomonas aeruginosa. A urina e o aspirado traqueal foram
as amostras em que ocorreram as maiores freqiiéncias de isolamento, com 30 cepas (37,97%) e 22 cepas (27,8%)
respectivamente. Em relacdo a resisténcia e a sensibilidade das bactérias isoladas a Piperacilina/Tazobactan foi
o antimicrobiano mais sensivel e a Tetraciclina, o mais resistente. Quanto a procedéncia das amostras a UTI foi
o setor que teve maior freqiiéncia de cepas isoladas com 25,31%, seguido da UTU (Unidade de tratamento de
urgéncia) com 21,51%.

PALAVRAS-CHAVE - Pseudomonas, antimicrobianos, UTI, urina, aspirado traqueal.

SUMMARY — From January, 1% to June, 30™, 2001, a study evaluates the resistance of isolated Pseudomonas from patients
at Fortaleza’s General Hospital, when were isolated 700 bacterias in the Clinical Pathology Laboratory. The strains were
isolated in Petri dish blood agar, CLED agar, MacConkey agar and BHI broth. The bacterias were identified through the
Walkway system as well by the susceptibility antimicrobials tests. From the 700 strains isolated, 79 (11.28%) were
Pseudomonas sp. and 64 strains (81%) were Pseudomonas aeruginosa. The urine and windpipe aspirate were the
samples with higher isolated frequency, 37.97% (30) and 27.8% (22), respectively. To the resistance and the susceptibil-
ity of the isolated bacteria, the Piperacilin/Tazobactan were the most susceptible and Tetraciclin, the most resistant, with
83.6%. From the origin samples, the UTI presented higher frequency with 25.31%, following by the UTU (Urgency

Treatment Unity), with 21.51%.

KEYWORDS - Pseudomonas, antimicrobials, UTI, urine, windpipe aspirate.
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INTRODUGAO

s pseudomonas sdo organismos ubiquos, encon-

trados no solo, matéria organica em decomposi-
cao, vegetacao e dgua. Também sdo encontrados em
todo ambiente hospitalar em reservatérios Umidos, como
alimento, flores cortadas, pias, sanitdrios, esfregoes
para o chdo, equipamento de tratamento respiratério e
até mesmo em solucdes de desinfetantes. Sdo bacilos
Gram negativos retos ou ligeiramente curvos, méveis
através de flagelos polares, normalmente aerébios, mas
que podem crescer anaerobicamente (Murray et al.,
2000).

A grande maioria das infec¢oes respiratérias causa-
das por Pseudomonas aeruginosa adquirida por infec-
cdo hospitalar é reflexo da saude do organismo e da
capacidade de aproveitar o colapso da defesa antimi-
crobiana humana. A mortalidade por P. aeruginosa con-
tinua acima de 60%, ndo sendo melhor do que ha 25

anos, apesar do fato de que hoje se tem um ntmero
maior de antibiéticos mais potentes (Beltrame et al.,2000).

As Pseudomonas sdo, fundamentalmente, patége-
nos oportunistas que causam infeccoes em pacientes
hospitalizados, podendo causar infeccoes em qualquer
parte do corpo, mas, as infeccoes do trato urindrio, pneu-
monias e infec¢oes em ferimentos, predominam. Do si-
tio de infeccédo, a bactéria pode penetrar na corrente
sanguinea, causando septicemia. Pacientes com septi-
cemia causada por Pseudomonas aeruginosa tém taxa
de mortalidade acima de 50% (Koneman, et al., 2001).

As pseudomonas sao bactérias clinicamente impor-
tantes por causa de sua resisténcia intrinseca a muitos
agentes antimicrobianos. O desenvolvimento de cepas
resistentes aos antibidticos se da por mutagao genética
natural ou induzida e elas desenvolvem diversos me-
canismos de inibicao da atividade dos antimicrobianos
(Tavares, 1996).

O uso de antibiéticos induz a uma presséo seletiva
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sobre as cepas bacterianas, favorecendo a preservacao
das cepas que sofrem mutacdo genética para a resis-
téncia em relacao as cepas sensiveis. A disseminacao
desses agentes, ocorre particularmente quando as me-
didas bésicas no controle das infeccoes hospitalares nao
sdo respeitadas (Padoveze et al.,2000).

Normalmente, a transmissao de bactérias mul-
tirresistentes se da de maneira cruzada, através dos
profissionais de saude, tanto pelo contato direto entre
um paciente e outro, como pelo contato indireto devido
o manuseio de artigos ou superficies contaminadas.
Mais raramente pode ocorrer transmissao por uma fonte
Unica diretamente de artigos ou equipamento conta-
minado (Padoveze et al.,2000).

As cepas de bactérias resistentes a multiplos an-
tibiéticos ndo apresentam maior potencial de trans-
missibilidade ou viruléncia quando comparada as
cepas sensiveis, entretanto, as infeccoes devidas as
agentes multirresistentes apresentam opcao tera-
péutica restrita. (Padoveze et al.,2000). A Pseudo-
monas aeruginosa é conhecida por ser resistente a
maioria dos antibidticos em uso, no entanto, mais
recentemente novos antibidticos estdo mostrando
uma boa acdo contra este patéogeno (Tavares, 1996).

Considerando a alta resisténcia das pseudomonas
no ambiente hospitalar resolveu-se fazer um estudo
destas cepas no Hospital Geral de Fortaleza, Hospital
da Secretaria de Saude do Estado do Ceara.

MATERIAL E METODOS

Foram isoladas 700 bactérias no Laboratorio de Pa-
tologia Clinica do Hospital Geral de Fortaleza no perio-
do de 1° de janeiro a 30 de junho de 2001, realizados
pelo setor de Microbiologia.

As amostras coletadas para a realizacao das cultu-
ras foram: aspirado traqueal; sangue, cateter vascular,
ferida cirurgica, urina, dreno, lavado brénquico, lesao
cutdnea, secrecgoes (ocular, de ouvido, vaginal, biliar,
abdominal e de abcesso).

As amostras de pseudomonas foram isoladas em pla-
cas de 4gar sangue, dgar CLED, caldo BHI e 4gar Mac-
Conkey. A identificacao das pseudomonas foi feita atra-
vés do sistema de automacdo Walkway - Microscan.

Para os testes de susceptibilidade aos antimicrobia-
nos foi utilizado também o sistema Walkway. Os anti-
microbianos utilizados foram: amicacina, cefepime, ce-
fotaxime, ceftazidime, ceftriaxona, ciprofloxacina, gen-
tamicina, imipenem, levofloxacina, lomefloxacima, oflo-
xacina, piperacilina/tazobactam, piperacilina, tetraci-
clina, tobramicina, trimetropina/sulfametoxazol, ticar-
cilina/ &c. clavuldnico e norfloxacina.

RESULTADOS

No periodo analisa-
do, foram isoladas 700
cepas de bactérias, sen-
do 79 (11,28%) de Pseu-
domonas (Fig.1). Den-
tro desse género, a es-
pécie mais isolada foia

P aerugi m 64

ae ugln(())”jac'l co 6 FIG. 1 - Freqiiéncia de cepas de Pseudo-
cepas (81,0% das pseu-  monasisoladas no Hospital Geral de For-
domonas). taleza.

Pseudomonas 11%

demais bactérias 89%
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FIG. 2 - Freqiiéncia dos espécimes clinicos onde foram isoladas cepas de
Pseudomonas no Hospital Geral de Fortaleza

TABELA |
Freqiiéncia com que os antimicrobianos foram utilizados no
teste de susceptibilidade para Pseudomonas isoladas e a
proporcao de cepas sensiveis e resistentes a esses
antimicrobianos isolados no Hospital Geral de Fortaleza

Total de Cepas Cepas

Antibiéticos cepas sensiveis resistentes

isoladas | o % Ne %

Amicacina 79 37 46,8 42 53,2
Cefepima 49 19 | 36,8 30 | 61,2
Cefotaxima 49 09 | 184 40 | 81,6
Ceftazidima 79 35 | 443 44 | 55,6
Ciprofloxacina 79 30 | 379 49 | 62,1
Getamicina 79 36 | 455 43 | 544
Ceftriaxona 79 13 16,4 66 83,6
Imipenem 49 22 | 448 27 | 552

Levofloxacina 30 12 40 18 60
Lomefloxacina 30 10 | 333 20 | 66,7
Ofloxacina 49 17 34,7 32 65,3
Piperacilina/Tazobactan 49 36 | 735 13 | 26,5
Piperacilina 79 46 | 58,2 33 | 418
Ticarcilina/Ac.Clavulanico 49 28 | 57,1 21 | 429
Tobramicina 79 39 | 494 40 | 50,6
Norfloxacina 30 14 46,7 16 53,3
Tetraciclina 01 0 0 01 100
Trimetropina/Sulfametoxazol 15 08 | 533 07 | 46,7

A amostra bioldgica que apresentou maior freqiiéncia de
Pseudomonas foi a urina com 30 (37,97%), de acordo com a
Figura 2. Em seguida vem o aspirado traqueal com 22 (27,8%),
hemocultura com 7 (8,86%), catetervascular e ferida cirtirgi-
ca com 4 isolados (5,06%), secrecdo abdominal com duas
amostras (2,53%), dreno, lavado bronquico, lesdo cutanea,
secrec¢ao oculay, secrecao de ouvido, secrecao vaginal, secre-
caode abscesso e secrecdo biliar com uma amostra cada (1,2%).
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FIG. 3 - Frequiéncia de resisténcia das pseudomonas isoladas no Hospital
Geral de Fortaleza.

FIG. 4 - Procedéncia das amostras onde foram isoladas as cepas de
Pseudomonas no Hospital Geral de Fortaleza

As 79 Pseudomonas isoladas, no periodo da pesqui-
sa, foram testadas com 18 antimicrobianos. A Tabela
mostra o Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos
(TSA) e a freqiiéncia de resisténcia e sensibilidade das
cepas de Pseudomonas isoladas no Hospital Geral de
Fortaleza. Foi observado que o antimicrobiano mais sen-
sivel foi a Piperacilina/Tazobactan com uma freqiiéncia
de sensibilidade de 73,5% e o mais resistente foi a tetra-
ciclina com 100% de resisténcia. A Figura 3 mostra as
frequiéncias de resisténcias dos antimicrobianos usados
nesta pesquisa.

Quanto a procedéncia das amostras, de acordo com
a Figura 4, foi observado um isolamento de 20 cepas
(25,31%) provenientes da UTI, 17 cepas (21,51%) da
UTU (Unidade de Tratamento de Urgéncia), 12 cepas
(15,18%) da clinica médica interna, 9 cepas (11,39%)
da cirurgia geral, 4 cepas (5,06%) do bercario, trés ce-
pas (3,79%) da emergéncia, hematologia interna e trans-
plante renal interno, duas cepas (2,53%) da pediatria
interna e uma cepa (1,2%) da gastroenterologia, neu-
rocirurgia, obstetricia interna, ortopedia interna, reu-
matologia interna e sala de recuperacao.

DISCUSSAO

O género Pseudomonas possui bactérias que apre-
sentam baixa exigéncia nutricional e é encontrado em
todos locais, inclusive o ambiente hospitalar, promoven-
do infeccOes primariamente oportunistas e clinicamente
importantes por causa de sua resisténcia intrinseca a
muitos agentes antimicrobianos podendo provocar até
morte (Masuda et al., 1995 e Nakae et al., 1999). A Pseu-
domonas pode colonizar equipamentos de terapia res-
piratodria, desinfetantes, pias, agua destilada, cateteres
venosos centrais, cateteres urindrios e pacientes com
poucos dias de internacdo (Trabulsi et al., 1999).

A freqiiéncia de cepas de Pseudomonas isoladas no
Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Geral de
Fortaleza foi de 11,28% (Fig.1). Menezes et al. 2002,
estudando 1084 culturas isoladas no complexo hospi-
talar da Universidade Federal do Ceard observaram uma

RBAC, vol. 35(4), 2003

freqiiéncia de 10% de bactérias do género Pseudomo-
nas. O que condiz com o fato de que a Pseudomonas,
por ser uma bactéria nosocomial e oportunista, é comu-
mente encontrada em infeccoes hospitalares. Dentro do
género, a Pseudomonas aeruginosa é a mais comu-
mente encontrada em ambiente hospitalar, segqundo
Koneman et al., 2001. No nosso estudo foi encontrado
81,0% de Pseudomonas aeruginosa e Menezes et al.,
2002 encontraram 89,09% de P. aeruginosa.

No que se refere as amostras, a urina foi a amostra
que apresentou maior freqiiéncia de isolamento de ce-
pas de Pseudomonas, com 37,97% (Fig. 2); o aspirado
traqueal com 27,8%; hemocultura com 8,86%, cateter
vascular e ferida cirargica com 5,06%, secrecao abdo-
minal com 2,53%, dreno, lavado bronquico, lesao cuta-
nea, secrecao ocular, de ouvido, vaginal, de abcesso
biliar com 1,2%. De acordo com a literatura, o mais co-
mumente isolado é em ponta de cateter, lesdo cutdnea
e secrecOes de uma maneira em geral. Menezes et al.
2002, estudando 110 cepas de Pseudomonas isoladas
no complexo hospitalar da Universidade Federal do
Cearé observaram também que a urina foi o espécimen
clinico onde houve mais isolamentos de Pseudomonas.

Quanto a procedéncia das amostras, observamos que
a UTI, foi o setor que apresentou maior isolamento de
cepas de Pseudomonas, com 25,31%; a UTU com 21,51%,
a clinica médica interna com 15,18%, a cirurgia geral
com 11,39%, o bercario com 5,06%, a emergéncia, he-
matologia interna, transplante renal interno, com 3,79%,
a pediatria interna com 2,53% e a gastroenterologia,
neurocirurgia, obstetricia interna, ortopedia interna,
reumatologia interna e sala de recuperacédo, com 1,2%.

| Amicacina |

Em relacao aos antimicrobianos, observamos uma alta
freqiiéncia de cepas resistentes. As bactérias foram re-
sistentes a amicacina em 53,2% das cepas testadas (Ta-
bela I). Este antimicrobiano apresenta propriedades que
se diferenciam dos demais aminoglicosideos, por ser
quase na sua totalidade resistente a inativacdo das
enzimas produzidas pelas P. aeruginosa (Tavares,
1996). Trabalho realizado por Assis et al., 2001 estu-
dando o padrao de resisténcia de amostras de Pseudo-
monas aeruginosa isoladas em laboratérios clinicos de
Jodo Pessoa, verificaram uma resisténcia de 20,2%.

| Cefepime

Com relacao a cefepime, uma cefalosporina de 42
geracao, as bactérias foram resistentes em 61,2% das
cepas estudadas. Assis et al., 2001, observaram uma
resisténcia de 25,3% em Joao Pessoa e Menezes et al.,
2002, no complexo hospitalar da Universidade Federal
do Ceard, mostraram uma resisténcia de 41,8%. Ob-
servamos uma maior resisténcia das cepas isoladas no
Hospital Geral de Fortaleza do que as encontradas
pelos dois autores citados.

Ceftazidima

Trata-se de uma cefalosporina semi-sintética com ele-
vada poténcia antimicrobiana contra microrganismos
Gram negativos, inclusive a Pseudomonas aerugino-
sa. Possui uma boa estabilidade frente as beta-lacta-
mases produzidas por germes Gram negativos, resis-
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tindo as enzimas que hidrolisam as cefalosporinas da
primeira e segunda geracoes. Ela constitui o mais po-
tente antibiético beta-lactamico contra as P. aerugino-
sa (Tavares, 1996). No nosso trabalho observamos uma
resisténcia de 55,6%. Santos Filho et al., 2002, em Jodao
Pessoa — Paraiba, observaram uma resisténcia de ape-
nas 15,2% e Menezes et al., 2002, no Hospital Univer-
sitdrio de Fortaleza, observaram uma resisténcia de
26,4%, mostrando mais um vez uma maior resisténcia
das nossas cepas.

Ciprofloxacina |

A ciprofloxacina € bastante potente contra bactérias Gram
negativas, mostrando-se 4 a 8 vezes mais ativa que a norflo-
xacina contra enterobactérias e Pseudomonas (Tavares, 1996).
Das 79 cepas isoladas, 49 (62,1%) se mostraram resistentes.
Assis et al., 2001, verificaram uma resisténcia de 28,8%.

Gentamicina |

A gentamicina apresenta propriedades antimicrobia-
nas e farmacolégicas semelhantes as dos demais amino-
glicosideos, caracterizando-se, porém, por sua atividade
sobre a P. aeruginosa. A gentamicina se destaca dos ami-
noglicosideos primitivos pela sua excelente acao de com-
bate a P. aeruginosa, constituindo, na atualidade, um dos
antibioticos de escolha para o tratamento de infecgoes por
tal bactéria (Tavares, 1996). Das 79 cepas isoladas, 43 se
mostraram resistentes, o que equivale a 54,4%, Menezes
etal., 2002, encontraram uma resisténcia de 37,1%.

Imipenem

O imipenem ¢ antibiético beta-lactamico sintético. Sua
acao inibe a sintese da parede celular das bactérias em
crescimento, provocando a lise osmética. Ele atravessa os
envoltorios celulares bacterianos de maneira mais rapida
que os outros antibiéticos beta-lactdmicos, fato observado
sobretudo nas bactérias Gram negativas, gracas a sua
habilidade de passar pelos canais porinicos destas bacté-
rias. A resisténcia pode ser observada na P. aeruginosa,
estando relacionada, principalmente, a modificacoes no
canal porinico que permite a penetracao do antibiético na
célula bacteriana (Tavares, 1996). No nosso trabalho veri-
ficamos uma resisténcia de 54,4%. Santos Filho et al.,
2001, observaram uma resisténcia ao imipenem de 19,7%
e Menezes et al., 2002, mostraram uma resisténcia de
Pseudomonas no Hospital Universitario de 26,4%. Mais
uma vez, podemos verificar que as nossas cepas sao mais
resistentes, sendo um motivo de preocupacao.

Tazobactam/Piperacilina

Esta associacdo, estd indicada particularmente nas
infeccoes causadas por P. aeruginosa, Acinetobacter, Pro-
teus, E. coli e outros Gram negativos que acometem o
paciente hospitalizado, germes em geral com seleciona-
da resisténcia aos antibiéticos S-lactdmicos (Tavares,
1996). Verificamos que este antimicrobiano foi o que
apresentou melhor sensibilidade das cepas isoladas,
apenas 13 (26,5%) foram resistentes.

quando associado com a ticarcilina € capaz de dimi-
nuir a concentracao inibitéria minima destes antibi6ti-
cos contra microrganismos produtores de beta - lacta-
mases (Tavares, 1996). Das cepas isoladas, 21 (42,9%)
foram resistentes. Assis et al., 2001, observaram em Joao
Pessoa uma resisténcia de 32,8%.

O principal destaque deste trabalho é mostrar ce-
pas de Pseudomonas resistentes aos antimicrobianos
que constituem um problema de Satude Publica, pode-
mos até afirmar que é um problema emergente, com
significativas alteracoes terapéuticas nas infec¢oes hos-
pitalares. Esperamos com este trabalho alertar os pro-
fissionais da area de sauide ao uso indevido e indiscri-
minado de antibiéticos, assim como informar a popula-
cdo de uma maneira geral, quanto a importancia da
realizacao de uma cultura antes do uso do antibiético.

CONCLUSOES

e Das culturas realizadas no Hospital Geral de Forta-
leza, 11% eram Pseudomonas.

e Dentro desse género a P. aeruginosa foi a mais iso-
lada com 81%.

e Foram isoladas cepas de Pseudomonas principal-
mente nas amostras de urina e aspirado traqueal.

e Os locais que tiveram maior incidéncia foram UTU,
UTI, e Clinica médica interna.

e Os antimicrobianos mais potentes foram Piperacilina/
tazobactam, Piperacilina, Ticarcilina/ac. Clavuldnico

e Os antimicrobianos menos potentes sdo tetracicli-
na, ceftriaxona, cefotaxima.
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| Ticarcilina/Acido Clavulanico |

A Ticarcilina/Acido Clavulanico, o acido clavuldni-
co tem atividade antimicrobiana desprezivel, no entanto
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RESUMO - Introducao: Diversos estudos tém sugerido que a analise de distribuicdo de cadeias leves de imunoglobulinas kappa
(«) e lambda (4), através da citometria de fluxo (FC), fornece evidéncias de perfil de monoclonalidade de células tumorais de
origem B, em pacientes com doencas linfoproliferativas cronicas de células B (DLC-B). Objetivos: Investigar a eficicia da
citometria de fluxo (CF) na determinacdo da monoclonalidade de DLC-B mediante o estudo da expressao de cadeias leves das
imunoglobulinas « e 4. Materiais e Métodos: Foram analisadas amostras de sangue periférico de 43 pacientes com DLC-B. As
amostras foram imunofenotipadas por CF com um painel constituido de anticorpos monoclonais (AcMo): CD3, CD4, CD5, CD7,
CD8, CD14, CD16, CD19, CD22, CD23, CD25, CD38, CD45, CD56, HLADR, anti-cadeia pesada das imunoglobulinas (IgH),
anti-cadeia pesada # da imunoglobulina (IgM) e anti-cadeias leves das imunoglobulinas « e 4. Adicionalmente informagoes
sobre idade, sexo e dados clinicos e laboratoriais presentes ao diagnéstico foram avaliados. Resultados: Observou-se uma
relacdo « /4 maior que 10:1 indicativa de proliferacdo maligna B em todas as amostras estudadas com expressao de cadeia leve
do tipo x em 86% e 4 14% das amostras. Anéalises dos resultados da imunofenotipagem associados a dados clinicos e hematolo-
gicos confirmaram 35 casos de leucemia linfocitica cronica, 3 casos de leucemia pré-linfocitica B, 3 hairy cell leukemia, 1 linfoma
de células do manto e macroglobulinemia de Waldenstrém também em um caso. Conclusdes: Os resultados obtidos mostraram
que a andlise da expressdo das cadeias leves « e 4 pela CF é uma metodologia rdpida e eficaz na deteccdo de proliferacao
maligna de linfécitos B.

PALAVRAS-CHAVE - Monoclonalidade; teste cadeias leves das imunoglobulinas kappa e lambda; doengas linfoproliferativas
cronicas de células B.

SUMMARY - Introduction: Previous studies have suggested that analysis distribution of surface immunoglobulin light chain
kappa (k) and lambda (1) by flow cytometry (FC) provides evidence for monoclonality of B cell tumors in patients with B cell chronic
Ilymphoproliferative diseases (B-CLD). Objective: To investigate the FC efficiency in the monoclonality determination in B-CLD
through the analysis of k and A light chain of immunoglobulin expression. Materials and methods: Samples of peripheral blood
from 43 patients with B-CLD were analyzed. They were immunophenotyped by FC with the monoclonal antibody panel composed
of CD3, CD4, CD5, CD8, CD10, CD19, CD22, CD23, CD25, CD38, CD45, CD16/CD56, HLADR, anti-heavy chain of immunoglob-
ulin (IgH), anti-heavy chain u of immunoglobulin (Ig M) and anti-light chains (k and 4 ) of immunoglobulin antibodies. In
addition, information about sex, age and clinical and laboratorial data from the patients were also evaluated. Results: A relation
between « / A higher than 10:1 was found in all samples, suggesting a malignant B cells proliferation with 86% of the samples
displayed k light chain of immunoglobulin expression and 14% displayed A light chain of immunoglobulin expression. The
immunophenotyping data associated with the hematological and clinical ones, confirmed 35 cases of B-cell chronic lymphocytic
leukemia, 3 cases of B-cell prolymphocytic leukemia, 3 of hairy cell leukemia, 1 case of Waldenstrém macroglobulinemie and 1 of
mantle cell lymphoma. Conclusions: The results acquired, showed that the k and A light chain of immunoglobulin expression
analysis by FC is a simple and effective methodology in the malignant B- cell proliferation identification.

KEYWORDS — Monoclonality; kappa and lambda light chain of immunoglobulins; B cell chronic lymphoproliferative diseases.
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INTRODUGAO

superexpressao de uma das cadeias leves das
A imunoglobulinas kappa (k) ou lambda (1) constitui
um excelente marcador imunolégico das doencas linfo-
proliferativas crénicas de células B (DLC-B)'®. Essas
doencas incluem entidades como a leucemia linfocitica
cronica (LLC), leucemia prolinfocitica de células B (LPL-
B), leucemia das células pilosas ou hairy cell leukemia
(HCL), macroglobulinemia de Waldenstrom (MW), e lin-
foma de células do manto (LCM) dentre outras®’. Aimu-

nofenotipagem dessas neoplasias, deve ser realizada
com um painel anticorpos monoclonais (AcMo) capaz
de detectar a expressao de antigenos B: CD19, CD20,
CD22, caracteristicos de alguns subtipos de DLC-B tais
como CD23, CD5, CD103, FMCY7 e exclusdo de antige-
nos T e de células natural killer (NK)7*°,

O teste «/A consiste na comparacédo do perfil de ex-
pressao das cadeias leves das imunoglobulinas em uma
populacédo de linfocitos B. Em uma linfocitose reacio-
nal observa-se populacdes de linfocitos B expressando
conjuntamente uma mistura de células k+ e 1+, ge-
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para elaboragao de monografia de concluséo do curso de Farméacia (Habilitagdo de Farmacéutico-Bioquimico, analista clinico)
"Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (DACT/UFRN); ?Instituto de Onco-Hematologia de Natal (IOHN)
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ralmente na proporcao de 2:1. Ao contrario, uma linfocitose
de natureza neoplasica se caracteriza pela superexpressao
de um tipo de cadeia leve (k ou A) em uma proporcao
igual ou superiora 10:17'*. Esse excedente clonal pode
ser detectado por métodos imunoldgicos com o empre-
go de AcMo tais como a imunocitoquimica e a reacdo
de imunofluorescéncia’'*'*. Recentemente a citometria
de fluxo (CF) gracas as suas caracteristicas multipara-
métricas, permite analisar a diferenca de expressao
entre cadeias leves da imunoglobulinas k e A que pode
ser facilmente determinada pela comparacao dos pa-
droes de histogramas, andlise quantitativa e medidas
de intensidade de fluorescéncia das populacoes linfo-
citarias marcadas com AcMo” >,

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia de
estudo da expressdo das cadeias leves k e 4 em linfoci-
tos com suspeita de DLC-B.

CASUISTICA E METODOLOGIA
Casuistica

Foram analisados 43 pacientes com histdria de lin-
focitose persistente, antes de qualquer intervencao te-
rapéutica. Desses individuos, foram coletados 5 ml de
sangue em EDTA potdssico para hemograma e imuno-
fenotipagem. Paralelamente, informacoes referentes aos
pacientes tais como: sexo, idade e dados clinicos rela-
cionados a doenga como a presenca de linfoadenopa-
tia, esplenomegalia, hepatomegalia, anemia e trombo-
citopenia também foram analisadas.

Metodologia

Parametros hematolégicos

Os pardmetros hematolégicos, tais como: contagem
de leucécitos, dosagem de hemoglobina e contagem
de plaquetas foram realizados no analisador hemato-
légico Cell-Dyn 3.000.

A contagem diferencial e a andlise citomorfolégica
dos leucécitos foram realizadas em distensoes de san-
gue periférico coradas pelo Leishmann, sendo conta-
dos 100 leucdcitos em objetiva de imersdo. As altera-
¢coes morfoldgicas foram entdo devidamente anotadas
na ficha de resultados.

O critério para a anemia foi determinado pela pre-
senca de niveis de hemoglobina inferiores a 13g/dL
nos homens e 12g/dL nas mulheres, de acordo com as
recomendagoes da Organizacdo Mundial da Saude'®, e
a trombocitopenia quando a contagem de plaquetas
estava abaixo de 150.000/mm?.

Imunofenotipagem e teste kappa/lambda

As imunofenotipagens foram realizadas com AcMo
conjugados a fluorocromos como o Isotiocianato de Fluo-
resceina (FICT), a Phicoeritrina (PE) e o Peridin Chloro-
phyll Protein (PerCP), possibilitando a realizacdo de du-
pla e/ou tripla coloracdo. O painel de AcMo foi constituido
de: CD3, CD4, CD5, CD7,CD8, CD14, CD16, CD19, CD22,
CD23, CD25, CD38, CD45, CD56, HLADR, anti-cadeia
pesada das imunoglobulinas (IgH), anti-cadeia pesada u
da imunoglobulina (IgM), e anti-cadeias leves das imu-
noglobulinas kappa () e lambda (1), todos da Becton &
Dickinson®.

A imunomarcacao das células leucémicas foi realiza-
da em 100 microlitros (uL) de sangue total previamente
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homogeneizado, que foi incubado conjuntamente com
20uL de AcMo por 30 minutos ao abrigo da luz e a tem-
peratura ambiente. Apos este periodo, a suspenséao ce-
lular foi homogeneizada sendo adicionada a mesma cerca
de 2 ml de solucdo de lise (Lysing Solution — Becton &
Dickinson), previamente diluida a 10% em agua destila-
da. Procedeu-se em seguida de nova incubacao por mais
10 minutos no escuro a temperatura ambiente. Em se-
guida, a suspensao celular foi novamente centrifugada
por 5 minutos a 1.500 rotacdes por minutos (rpm), o so-
brenadante foi desprezado, e o sedimento ressuspendi-
do em solucéo salina tamponada com fosfatos (Phosphate
Buffered Saline - PBS), pH 7.4 e novamente centrifuga-
da a 1.500 rpm por 5 minutos, sendo este ultimo proce-
dimento repetido mais uma vez.

Ao final desta etapa, o sedimento foi entdao ressus-
penso em 1 ml de solucéo de formaldeido diluido a 1%
em PBS e guardado na geladeira ao abrigo da luz até o
momento da andlise.

Para a realizacao do teste « /A procedeu-se inicial-
mente a incubacédo da suspenséao celular em soro hu-
mano do grupo sanguineo AB previamente inativado
e diluido na concentracdo de 2% em PBS, por 20 mi-
nutos a 37°C. Apds este procedimento, foi realizada
uma lavagem da suspensao celular com PBS, proce-
dendo-se em seguida a incubacdo com os anticorpos
anti k e anti A7'%%°, Em todos os casos analisados, foi
utilizado um controle de autofluorescéncia inespecifi-
ca com um conjugado IgG marcado com fluorocromos
(Gama 1gp/ gama 2, - Becton Dickinson). A leitura
e as andlises foram realizadas em um citometro de
fluxo (Fluorescence Activated Cell Analyser - Facs-
can da Becton Dickinson, San-Jose, Ca, USA), utili-
zando-se o software cell quest, com aquisicao de 20.000
eventos, tendo como parametros Forward Scatter (FSC)
em escala linear que avalia o tamanho celular, Side
Scatter (SSC) também em escala linear, que determi-
na a complexidade e granulosidade celular, além de
FL1, FL2 e FL3 em escala logaritmica que detectam a
fluorescéncia verde, laranja e vermelha, ou seja, a rea-
cdo antigeno anticorpo conjugado ao FICT, PE e Per-
CP respectivamente.

As imunofenotipagens foram consideradas positivas
quando mais que 25% de células leucémicas reagiram
aos AcMo. Os resultados foram fornecidos na forma de
histogramas em percentagens da populacao celular com
reacao positiva ou negativa.

RESULTADOS
1- Caracteristicas gerais da populacdo analisada

Dos pacientes estudados, 22 (51,2%) eram do sexo
masculino e 21 (48,8%) do sexo feminino. A mediana
de idade foi 70, variando de 48 a 92 anos.

A leucometria variou de 7.800 a 334.000/mm? e es-
tava associada a presenca de linfocitose e granulocito-
penia em todos os casos analisadas.

Sinais clinicos relacionados com a doenca estavam
presentes na maioria dos casos, predominando a pre-
senca de linfoadenopatia em 32 casos, seguida pela
esplenomegalia em 31 e hepatomegalia com 25 casos
respectivamente (Tabela I).

2- Imunofenotipagem e teste kappa/lambda

Dos 43 pacientes analisados, 35 casos receberam o
diagnéstico de LLC; 3 LPL-B; 3 HCL e dois casos diag-
nosticados como MW e LCM cada. Todas essas doencas
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TABEL Al
Caracteristicas clinicas e
laboratoriais da populacao estudada

LLC(35) LPL(3) HCL(3) LZM(1) MW(1)

|dade/
Variagao(me) |48-81(69) | 66-92(77)| 52-73(62)| 82 72
Sexo:H/M 17/18 3/0 1/2 1/0 0/1

Linfoadenopatia |25(71,4%) | 3(100%) | 2(66,7%) | 1(100%) | 1(100%)
Esplenomegalia |24(68,6%) | 3(100%) | 3(100%) 0(-) 1(100%)

Anemia 19(54,3%) | 3(100%) | 2(66,7%) 0(-) 1(100%)
Hepatomegalia |16(47,5%) | 3(100%) | 1(33,3%) 0(-) 1(100%)

Leu(x10% | 7.8-334.0 [16.2-125.0| 22.2-22.9
IVar.(me) (90.5) (17.9) (22.2) 75 20,0
Linf(%) 70-96 | 60-81 | 60-94 80 80
[Var.(me) (81) B1)* | (69)**
HB(g/dl) | 6.6-15.0 | 6.8-16,0 | 117-136| o
[Var.(me) (12,7) (8.0) (13.0) ' '
CP/SP(x10%) | 82-253.0 | 46-328.0 | 180-537.0
|Var.(me) (170.0) | (106) | (188.0) | 190.0 | 120,0

TABELA I
Caracteristicas imunologicas dos casos estudados
LLC LPL HCL LCM Mw
n2=35 n2= 03 n2=03 n2=01 n2=01
n%/n%+ n/n%+ n/n%+ n%/n%+ n%/n%+
CD3 35/00 03/00 03/00 01/00 01/00
CD4 35/00 03/00 03/00 01/00 01/00
CD5 35/35 » 03/01» 00/00 01/01m» 01/00
CD7 35/00 03/00 03/00 01/00 01/00
CD8 35/00 03/00 03/00 01/00 01/00

CD10 35/00 03/00 03/00 01/00 01/00
CD14 35/00 03/00 03/00 01/00 01/00
CD16/56 35/00 03/00 03/00 01/00 01/00

CD19 35/35 03/03 03/03 01/01 01/01
CD22 35/35 03/03 03/03 01/01 01/01
CD23 35/35 03/03 03/03 01/00 01/01
CD25 35/00 03/00 03/03 01/01 01/01
CD38 35/00 03/00 03/03 01/01 01/01
CD45 35/35 03/03 03/03 01/01 01/01
slg 35/35» 03/03n 03/03n 01/01m 01/01»
K 35/32» 03/02» 03/02» 01/00 01/01m
A 35/03 » 03/01nw 03/01nw 01/01» 01/00
HLADR 35/35 03/03 03/03 01/01 01/01

LLC (Leucemia Linfocitica Crénica); LPL (Leucemia Pro-Linfocitica); HCL (Hairy
Cell Leukemia); LMC (Linfoma de Zona do Manto); MW (Macroglobulinemia de
Waldenstrém); Min (minimo); Max (Maximo); me.(mediana); SP (Sangue Perifé-
rico); HB (Dosagem de Hemoglobina);(*) contagem de pré-linfécitos maior que
55%;(**) linfécitos vilosos; H (Homem); M (Mulher); Linf.(contagem de
linfocitos); Leu (contagem de leucécitos); CP (Contagem de Plaquetas), Var.
(Variagéo: valores minimos e méximos).

LLC (Leucemia Linfocitica Cronica); LPL (Leucemia Pré-Linfocitica); HCL (Hairy
Cell Leukemia); LCM (Linfoma de Células do Manto); MW (Macroglobulinemia de
Waldenstrém); (» ) fraca expressao antigénica; (») forte expressao antigénica;
« (Cadeia leve kappa das imunoglobulinas); 4 (Cadeia leve lambda das imuno-
globulinas); SIG (imunoglobulina de superficie com expresséo do cadeia pesada
do tipo IgM na LLC e MW); n?t (nimero total de casos estudados); n°+ (nimero
de casos positivos).
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FIG. 1 - Painel de AcMo de um caso de leucemia
linfocitica cronica: A) Gréfico de espalhamento lumino-
so levando-se em conta os pardmetros: tamanhos (FSC) x
complexidade (SSC); B) Forte marcagdo ao CD19; C) Rea-
¢&o positiva para o CD22; D) Dupla marcagédo fortemente
positiva para o CD5 e CD23; E) Baixa expressédo antigénica
para Imunoglobulina de superficie; F) Reagao fracamente

FIG. 2 - Painel de AcMo de um caso de leucemia
proé-linfocitica-B: A) Gréfico de espalhamento luminoso
levando-se em conta os pardmetros: tamanhos (FSC) x com-
plexidade (SSC); B) Forte marcagdo ao CD19; C) Dupla rea-
¢do positiva para o0 CD22 e CD23; D) Forte express&o anti-
génica para Imunoglobulina de superficie; E) Expressao de
cadeia leve do tipo kappa, F) Fraca expressao antigénica para

FIG. 3 - Avaliacao da monoclonalidade de um caso
de leucemia linfocitica crénica e de leucemia pro-
linfocitica de células B: A) Grafico de espalhamento
luminoso da populagédo celular analisada, levando-se em
conta os pardmetros: tamanhos (FSC) x complexidade (SSC);
B) Histogramas de intensidade de fluorescéncia do tubo
controle e marcados com o AcMo anti kappa e lambda, ca-

positiva para cadeia leve do tipo kappa. o CDs5.

apresentaram como caracteristica comum a expressao de
antigenos B relacionados (CD19 e CD22) e HLADR, em
associacao com a presenca de imunoglobulina de su-
perficie de natureza monoclonal (sIg/k ou sIg/A) e nega-
tividade a antigenos de células T e células NK.

Os casos de LLC caracterizaram-se pela forte ex-
pressao do CDS$, juntamente com sIg fracamente rea-
gente nas células leucémicas, distinguindo-se imuno-
fenotipicamente de outras DLC-B por expressarem for-
te densidade antigénica a sIg e reacdo negativa ou fra-
camente reagente ao CD5 (Figuras 1 e 2).

Nos pacientes com HCL, observou-se negatividade
do CDS5 nos trés casos, associada a uma reacao forte-
mente positiva a sIg, tendo sido também detectada
positividade ao CD25 e ao CD38.

No paciente com LCM, observou-se um fenétipo
caracterizado pela forte expressao do CD5 e slg asso-
ciada a negatividade ao CD23, possibilitando desta for-
ma o diagnéstico diferencial com a LLC (Tabela II).

As informacoées do teste k /A encontram-se nas Tabe-
las II, IIT e Figura 4, onde observa-se a superexpres-
sdo de k em 37 casos (86%) eA em 6 (14%). Nas amos-
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racterizando a monoclonalidade das leucemias estudadas.

Lamda(%)
585983888

FIG. 4 - Curva de ten-
déncia ilustrativa da
relacao kappa/lambda
nas amostras ana-
lisadas, mostrando
uma correlagao inversa
entre as expressoes
dos dois tipos de ca-
deias leves das imuno-
globulinas.

tras com expressao de cadeia leve do tipo «, os valores
da relacao k /A variaram de 10,0/1 a 48,6 / 1 com média
de 12,6/1 ao passo que nas leucemias com expressao
de cadeia leve do tipo 4, observou-se variagdo entre
1/10,0 e 1/19,0 (média de 1/12,0), confirmado a mo-
noclonalidade das leucemias estudadas.

Entretanto, constatou-se baixa expressao antigéni-
ca para slg e cadeias leves k ou A nos pacientes com
LLC contrastando com os demais tipos de leucemias
que expressaram elevada intensidade de fluorescén-
cia para estes marcadores (Figuras 1, 2 e 3).
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TABELA 1lI
Resultados dos testes kappa/lambda
Caso n® Diag slg/k (%) slg/A (%) |Relagdok /A| Fendtipo
01 LLC 74 6 12,3/1 k+/A—
02 LLC 89 8 11,11 k+/A—
03 LLC 67 6 11,2/1 Kk+/A—
04 LLC 84 6 14,0/1 Kk+/A—
05 LLC 84 8 10,5/1 k+/A—
06 LLC 76 7 10,8/1 k+/A—
07 HCL 75 3 25,0/1 Kk+/A—
08 LLC 95 2 47,5/1 Kk+/A—
09 LLC 71 5 14,2/1 k+/A—
10 LLC 70 6 11,71 k+/A—
11 LLC 85 5 17,0/1 Kk+/A—
12 LLC 84 6 14,0/1 Kk+/A—
13 LLC 78 7 11,11 k+/A—
14 LLC 89 8 11,11 k+/A—
15 LLC 85 7 12,1/1 Kk+/A—
16 LLC 64 3 21,31 Kk+/A—
17 LLC 70 7 10,0/1 k+/A—
18 LLC 90 5 18,0/1 k+/A—
19 LLC 80 8 10,0/1 Kk+/A—
20 LLC 85 8 10,6/1 Kk+/A—
21 LLC 82 8 10,2/1 k+/A—
22 LLC 98 2 49,0/1 k+/A—
23 LLC 80 8 10,0/1 Kk+/A—
24 LLC 75 7 10,7/1 Kk+/A—
25 LLC 84 8 10,5/1 k+/A—
26 HCL 82 8 10,2/1 k+/A—
27 LLC 91 6 15.2/1 Kk+/A—
28 LPL 84 8 10,5/1 Kk+/A—
29 MW 76 7 10,8/1 k+/A—
30 LLC 86 8 10,8/1 k+/A—
31 LPL 90 6 15,0/1 Kk+/A—
32 LLC 75 7 10,7/1 Kk+/A—
33 LLC 85 8 10,6/1 k+/A—
34 LLC 90 6 15,0/1 k+/A—
35 LLC 92 6 15,3/1 Kk+/A—
36 LLC 85 8 10,6/1 Kk+/A—
37 LLC 85 7 12,1/1 k+/A—
38 LLC 6 86 1/14,3 k—/A+
39 LLC 5 95 1/19,0 Kk—/A+
40 LLC 9 90 1/10,0 Kk—/A+
41 LPL 8 88 1/11,0 k—/A+
42 HCL 8 85 1/10,6 k—/A+
43 LCM 7 75 1/10,7 K—/A+

(LLC) Leucemia Linféide Cronica, (HCL) Hairy Cell Leukemia, (LPL) Leucemia Pré-
Linfocitica; (LCM) Linfoma de Células do Manto, MW) Macroglobulinemia de
Waldenstrom, (k¢ / A) kappa/lambda - cadeias leves das imunoglobulinas.
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DISCUSSAO

Uma das aplicagoes mais significativas do emprego
das técnicas de imunofenotipagem pela CF no diag-
noéstico laboratorial das DLC-B consiste na deteccéo do
excedente clonal de células B em individuos com sus-
peita de doencas linfoproliferativas cronicas, através
da superexpressao de um tipo de cadeia leve das imu-
noglobulinas’*"?* Esse excedente clonal é eviden-
ciado pela expressao de um tipo de cadeia leve das
imunoglobulinas (kappa ou lambda) na superficie ou
intracitoplasmatica, sendo considerada como igual ou
maior que 10:1 a relacao entre a expressao dos dois
tipos de cadeias leves como significativa de monoclo-
nalidade e, portanto indicativo de proliferacao malig-
na de células B71¥172124,

No presente artigo, o referido teste foi realizado
no sangue total previamente homogeneizado, que foi
incubado diretamente com anticorpos conjugados a
FICT e direcionados contra as cadeias leves das imu-
noglobulinas « e 4, ficando a monoclonalidade esta-
belecida pela superexpressao de k em 86% e 4 em
14% das amostras. Este método mostrou ser de facil
aplicacao, rapido e eficaz para avaliacdo preliminar da
natureza reacional ou neoplasica em portadores de
linfocitose persistente. Entretanto, nesse ensaio, foi
necessaria uma incubacdo preliminar com solucéao de
soro AB a 37°C, visando impedir a ligacdo do AcMo
com as imunoglobulinas presentes no soro, bem como,
ao bloqueio de receptores inespecificos para fracdo
FC das imunoglobulinas presentes nos linfécitos B,
mondcitos, neutréfilos e células NK” 1920 Adicional-
mente, um painel constituido de AcMo especificos para
DLC-B associado com dados clinicos e achados he-
matoldgicos confirmaram o diagnéstico dessas doen-
cas, possibilitando, também, a classificacdo dos diver-
sos subtipos dessas neoplasias, sendo diagnosticados
35 casos de LLC, 3 casos de LPL-B e de HCL, 1 de
LCM e de MW.

A LLC é uma doenca que cursa com leucometria
elevada as custas de linfocitos morfologicamente ma-
duros. Do ponto de vista imunolégico, caracteriza-se
pela fraca expressao de sIg de natureza monoclonal
associada com AcMo que identificam linfocitos B: CD19,
CD20, CD22 e CD23. No entanto, a caracteristica imu-
nolégica mais importante da LL.C é a forte expressao
do CD5 que conjuntamente com a baixa de reatividade
para a slg e negatividade ao FMC-7 possibilitam o diag-
nostico diferencial entre a LLC e outras DLC-B como a
HCL e LPL-B. Estas doencgas sdo CD5 negativas além
de expressarem fortemente a sIg***,

Neste estudo a presenca de linfocitose persistente
com a expressao do CD19, CD22, CD23 e HLADR, as-
sociada a forte marcacao do CD5 e fraca reatividade
para a slg, possibilitou a distincéao entre a LLC e outras
DLC-B, tendo sido observada a expressao de sIg/k em
32 (92,4%) casos e de sIg/A em 3 (18,6%).

A LPL cursa com esplenomegalia volumosa, linfoa-
denopatia e leucometria elevada as custas de pro-linfo-
citos. Estas leucemias podem ser de origem Bou T. A
LPL-B é caracterizada pela forte expressdo das sIgs e
reacao negativa ou fracamente positiva ao CD5 e reati-
vidade com AcMo que identificam células B como o
CD19, CD20, CD21, CD22 e CD23°%°. Nesse estudo, em
contraste os casos de LLC, as amostras dos trés pacien-
tes com LPL-B caracterizaram-se pela fraca reatividade
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ao CD5 em um caso e forte reatividade a slg, sendo
observada expressao de cadeia leve do tipoxk em 2 el
em um paciente. Os achados imunofenotipicos dos trés
pacientes com a HCL estdo em concordancia com os dados
da literatura que mostraram expressao de CD19+,
CD20+, CD22+, CD25+, CD38+ e CD5-, associados a
auséncia de antigenos T e de células NK e forte expres-
sdo de sIg de natureza monoclonal®®*3 sendo neste
trabalho observada o fenétipo slg/ k. em 2 casos.

A MW consiste em uma proliferacao monoclonal de
células linféides B secretoras de imunoglobulina do tipo
M (IgM), apresentando como caracteristicas imunofe-
notipicas a positividade aos antigenos CD19, CD22 e
CD38 e também elevados niveis de IgM intracitoplas-
matica (cIgM), de superficie (sIgM) e no soro®**. Nesse
estudo foram observadas caracteristicas imunofenoti-
picas de acordo com o descrito pela literatura e a mo-
noclonalidade constatada pela superexpressao de ca-
deia leve do tipo 4.

Estudos imunolégicos e histopatolégicos demons-
tram que o LCM origina-se de linfocitos oriundos de
regidao da zona do manto dos linfonodos. Em sua fase
leucémica, é uma doenca de dificil diagnéstico dife-
rencial com a LLC, em virtude da expressao do CD5
também ocorrer no LCM. Entretanto, a forte expressédo
sIgM, associada a auséncia do CD23, permite o diag-
nostico diferencial com a LLC**3®¥, que foi observado
neste estudo.

De acordo com os resultados apresentados, conclui-
se que a andlise da expressdo das cadeias leves das
imunoglobulinas kappa e lambda mostrou-se tutil na con-
firmacao da natureza neoplésica de proliferacdo linfoci-
téria B em amostras de sangue periférico de individuos
com linfocitose. A monoclonalidade foi estabelecida pela
demonstracdo da expansdo de um clone de células B
expressando um tipo de cadeia leve em detrimento de
outra em uma relacdo maior que 10:1. Adicionalmente,
um painel de AcMo confirmou a presenca de DLC-B,
possibilitando também a classificacdo imunolégica de
acordo com o padrao de expressao desses marcadores.
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Importancia da deteccao de anticorpos antinucleares
pela técnica de imunofluorescéncia indireta HEp-2
em pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico

The importance of antinuclear-antibodies detection in patients with
Systemic Lupus Erythematosus by indirect immunofluorescence HEp-2 technic
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RESUMO - Anticorpos antinucleares (ANA) constituem um grupo de auto-anticorpos dirigidos contra acidos nucléi-
cos e nucleoproteinas, encontrados nas colagenoses. A deteccdo desses auto-anticorpos é feita através de uma
metodologia sorolégica simples e sensivel denominada técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI) com células
epiteliais humanas (HEp-2). Esses auto-anticorpos podem ser especificos de determinados 6rgaos ou sistémicos,
como ocorre em varias doencas das quais o Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é o protétipo. O objetivo deste
trabalho foi realizar a pesquisa de ANA em pacientes provenientes do Hospital Universitario Onofre Lopes (HUOL)
UFRN com indicacéo clinica de LES e outras doencas auto-imunes, como também a realizacdo de testes sorolégi-
cos complementares (VDRL, PCR e FR). Dos 75 pacientes estudados, 22 (29,3%) obtiveram ANA positivo sendo que
11 (50%) receberam diagnéstico final de LES. Em relacdao aos exames complementares foi observado que 18,2% dos
pacientes apresentaram VDRL reativo, 81,8% PCR positiva e 18,2% FR positivo. A deteccao do ANA pela IFI-HEp-2
consistiu de um método sensivel para paciente com suspeita de LES e outras doencas auto-imunes.

PALAVRAS-CHAVE - Anticorpos Antinucleares (ANA); Lupus Eritematoso Sistémico (LES); Imunofluorescéncia In-
direta (IFI); Doencas Auto-Imunes.
G J

/ N
SUMMARY - Anti-nuclear antibodies (ANA) are constituted for auto-antibodies group leaded against nucleic acid and
proteins of the nucleous, who are found in colagenes tissue. The auto-antibodies detection is realized by simple and
sensible sorologic methodology, called Immunofluorescence Indirect (IFI) using HEp-2 cells like substratum. The auto-
antibodies can be a specific organ or systemic, like in several diseases when the Systemic Lupus Erythematosus (SLE)
is prototype. This technic was made in patients at the Onofre Lopes University Hospital (HUOL) with clinic indication
to SLE or others auto-immune diseases as well sorological tests like VDRL, PCR and FR. From 75 patients studied, 22
(29.33%) were detect positive ANA while 11 (50%) of them showed clinic indication to SLE. Other exams shows
positive PCR (81.8%); reactive VDRL (18.2%) and positive FR (18.2%). Therefore the clinic indication has its impor-
tance, the laboratory be a decisive part doing a precocious detection of ANA by the IFI-HEp-2 technic through the
screening method in patients with SLE or others auto-immune diseases.

KEYWORDS — Antinuclear Antibodies (ANA); Systemic Lupus Erythematosus (SLE); Indirect Inmunofluorescence (IFI-

HEp-2); Autoimmune Diseases.
\ /

INTRODUGCAO

Lapus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca
inflamatoéria cronica do tecido conjuntivo, de cara-
ter auto-imune, cujo mecanismo imunopatologico en-
volve amplo espectro de manifestacoes clinicas e alte-
ragoes sorologicas, que resultam da acdo direta de auto-
anticorpos e da deposicdo de imunocomplexos (Gran-
delle et al., 2002; Messias-Reason et al., 2002; Cos-
tallat; Appenzeller; Marini, 2002; Melo et al. 2002).
Tais manifestagdes evoluem com periodos de remissao
e exacerbacao, sendo o comprometimento renal o prin-
cipal determinante da morbidade e mortalidade da doen-
ca (Grandelle et al., 2002; Sato et al., 2002).
Apesar do LES ser considerado o protétipo das doen-
cas auto-imunes sistémicas sua etiologia permanece

desconhecida, embora existam fatores que possam de-
sencadear a quebra da tolerdncia imunolégica, tais
como: fatores genéticos, ambientais, hormonais, dro-
gas, infecgoes, dentre outros (Sato et al., 2002).

De particular importdncia para o diagnostico do LES
é a pesquisa dos anticorpos antinucleares (ANA) pela
técnica de Imunofluorescéncia Indireta (IFI), utilizan-
do como substrato células epiteliais humanas (células
HEp-2). Essa técnica possui alta sensibilidade e espe-
cificidade para o diagndstico do LES, sendo assim, a
negatividade do ANA praticamente exclui a doenca, a
ndo ser com alta suspeita clinica. O resultado conclusi-
vo é liberado em termos da ultima titulagcdo positiva e
padréo de fluorescéncia observado. (Sato et al., 2002).

O objetivo desse trabalho foi pesquisar o ANA em
pacientes do HUOL com suspeita clinica de LES e ou-
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tras doencas auto-imunes, como também a realizacdo
de testes sorologicos complementares (VDRL, PCR e FR).

CASUISTICA E METODOLOGIA

Casuistica

Foram estudados 75 pacientes procedentes do Hospi-
tal Universitario Onofre Lopes (HUOL-UFRN), com a fi-
nalidade de realizar a pesquisa do anticorpo antinuclear
(ANA), no periodo de setembro de 2000 a fevereiro de 2001.

A anamnese dos pacientes foi realizada a partir do
preenchimento de uma ficha com informacées clinico-
laboratoriais.

As amostras sangiiineas coletadas foram centrifugadas,
e o soro entdo obtido dividido em trés aliquotas, que pos-
teriormente foram acondicionadas em tubos de ependorfes
e encaminhadas ao Laboratério de Imunologia Clinica da
Faculdade de Farmdcia-UFRN. As aliquotas foram imedia-
tamente armazenadas em freezer, a temperatura de -20°C,
até o momento da realizagdo da pesquisa do ANA por IFI-
HEp-2 e dos exames complementares como: VDRL, Protei-
na C Reativa (PCR) e Fator Reumatoide (FR).

Metodologia

Técnica de imunofluorescéncia indireta

Inicialmente os soros dos pacientes foram submeti-
dos a diluicdo de 1:40 em solucao fosfato tamponada
(PBS) e em seguida 20uL de cada diluicdo colocados
em cavidades distintas da ldmina. Adicionou-se tam-
bém 20uL dos controles positivo e negativo em seus
respectivos espagos. Posteriormente a lamina foi incu-
bada em cdmara imida a temperatura ambiente por 30
min. Apos esse intervalo de tempo realizou-se a lava-
gem com PBS a fim de remover os interferentes. Adi-
cionou-se por 30 min o conjugado (anti-anticorpo mar-
cado com isotiocianato de fluoresceina). Para a retira-
da do excesso de conjugado promoveu-se lavagem, se-
cagem e montagem da lamina com glicerina tampona-
da com subseqtiente leitura ao microscépio de imuno-
fluorescéncia (Nikon-Japan Labophot-2) em aumento
de 40x. Os laudos do ANA foram liberados em termos
da ultima titulacdo positiva e padrao de fluorescéncia
encontrada.

Técnica de aglutinacao indireta

Para pesquisar a proteina C reativa e o fator reuma-
toide, foram utilizadas particulas de latex sensibiliza-
das com anticorpos antiproteina C reativa e antifator
reumatoéide, respectivamente.

Técnica de floculacao

Na realizacao do VDRL foi utilizada uma suspen-
sdo de cardiolipina, colesterol e lecitina, com a finali-
dade de detectar a presenca de anticorpo anticardioli-
pina no soro dos pacientes com suspeita de doencas
auto-imunes.

Andlise estatistica

As variaveis relacionadas para andlise foram estu-
dadas utilizando-se:
* oteste nao-paramétrico de x> (qui-quadrado);
* onivel de significancia para os testes estatisticos
foi estabelecido em 5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 75 pacientes estu-
dados, 22 (29,3%) obtive-
ram ANA Positivo, en-
quanto 53 (70,7%), ANA
Negativo (Fig.1).

FiG. 1 - Percentual de detec¢ao dos
anticorpos antinucleares por IFI-Hep-2

Dentre os pacientes ANA Positivos 11 (50%) recebe-
ram diagnéstico final de LES, enquanto os demais es-
tavam acometidos por outras doencgas auto-imunes
(Tab.I e Fig.2).

TABELA |
Tipos de doencas auto-imunes e nimero de pacientes acometidos
Doencas diagnosticadas pagil:e:‘:x\cl'li +
Lupus Eritematoso Sistémico (LES) 11
Artrite Reumatdide (AR) 3
Sindrome Nefrética (SN) 2
Esclerose Sistémica (ES) 2
Granulomatose de Wegner (GW) 1
Doenga Mista do Tecido Conjuntivo (DMTC) 1
Glomerulonefrite Difusa (GD) 1
Dermatomiosite Juvenil (DJ) 1

Fonte: HUOL — Hospital Universitario Onofre Lopes

Doencas Auto-Imunes

% Pacientes ANA+

LES AR SN ES GW DMTC GD DJ

FiG. 2 - Percentual das doencas auto-imunes diagnosticadas nos pacientes
ANA positivos. (As barras representam as médias dos percentuais das doengas auto-imune nos
pacientes ANA positivos. *p<0.05 comparando o percentual de pacientes ANA positivo com o LES).

De acordo com os achados clinicos, 30% dos pacientes
apresentaram rash malar (Fig.3) e acometimentos articu-
lares, os quais sao considerados os sintomas mais frequlien-
tes do LES. Um paciente apresentou pesquisa de ANA
negativa e foi classificado como portador de LES de acordo
com os achados clinicos evidenciados, totalizando assim
12 pacientes lipicos. Nakamura & Mtihlen (2002) afirma-
ram em seus trabalhos que a pesquisa de ANA pode ser
negativa caso o pa-
ciente esteja fazen-
do uso de corticos-
ter6éides ou imu-
nossupressores ou
ainda devido a
presenca de outros
auto-anticorpos
que podem ser de-
tectados devido a G !
alta sensibilidade Fig. 3- Presenca de rash malar em paciente
do método. com LES.

Dentre os portadores de LES, 10 (83,3%) eram do sexo
feminino com idade média de 22 anos, e 2 (16,7%) do mas-
culino (*p<0,05). Este achado esta de acordo com o obser-
vado por Messias-Reason e
colaboradores (2002) que
destacaram maior freqiiéncia
de ANA positivo em mulhe-

w
res na idade fértil, ressaltan-

. 83,30% Masculino '
do assim a importancia dos

FiG. 4 - Percentual de pacientes lipicos hormonios femininos no cur-
de acordo com o sexo. so da doen(;a.

Feminino
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Os titulos dos auto-anticorpos encontrados estavam
compreendidos na faixa de 1/40 a 1/640, de forma que
a diluicao de 1/40 apresentou-se em 45,4% dos casos, a
de 1/80 em 18,2%, 1/320 em 27,3% e 1/640 em 9,1%
(Fig. 5). O maior predominio da dilui¢do 1/40 foi devi-
do esses pacientes terem feito uso de medicamentos
imunossupressores e corticosteréides no periodo que
antecedeu a coleta sangtinea.

100 5
80 -

60
Titulos de Diluigao

] o

1/40 1/80 1/160 1/320 1/640

40

% do Padrao de Diluigao

204

FiG. 5 - Percentual de titulos obtidos pela técnica de IFI-Hep-2. nos pacien-
tes ANA positivo. (As barras representam as médias dos percentuais dos titulos obtidos
pela técnica IFI-HEp-2 nos pacientes ANA positivos. *p<0.05 comparando o percentual de
pacientes ANA positivo com o titulo da diluigdo de 1/40).

Entre os padroes
de fluorescéncia en-
contrados observou-
se que: 4 (36,4%) dos
pacientes apresenta-
ram padréao periférico,
4 (36,4%) padréo ho-
mogéneo e 3 (27,2%)
padrao pontilhado
(Fig.7). Somensi (1999)
& Pfrimer e colabora-
dores (2002) demons-
traram em seus traba-

lhos que esses sao os

principais padrpes FIG. 7 - Percentual dos padroes de fluores-
encontrados no diag-  cénciaencontrado.

noéstico do LES. Na-
kamura & Mihlen (2002) ressaltam que o tipo de padrdo
é de grande importancia pois sugere o acometimento de
determinados érgaos, como por exemplo o padrdo homo-
géneo (Fig.6) que assinala predisposicdo a nefrite ltpica.
O VDRL reativo pode ser encontrado em 10 a 30%
dos pacientes com LES, provavelmente devido a expo-
sicdo do tecido conjuntivo rico em fosfolipidios (Sato et
al., 2002). No estudo realizado o teste do VDRL foi
reativo em 18.2% dos pacientes lupicos sendo 81.8%
néao reativo (*p<0.05), sugerindo que os pacientes rea-
tivos estdo mais susceptiveis a manifestacdes clinicas

FIG. 6 - Padrao de Fluorescéncia Homogéneo.

27,20% Pontilhado

36,40% Periférico

vaso-oclusivas, que incluem trombose venosa, oclusao
arterial, ulcera de perna e perda fetal recorrente no
segundo e terceiro trimestres de gestacao.

A proteina C reativa (PCR) pode estar presente nas
agudizacoes, sendo um marcador de processo inflama-
torio inespecifico, seus niveis podem estar baixos mes-
mo em casos de doenca ativa. A positividade do teste
foi de 81,8%, sugerindo que a populacdo em andlise
encontrava-se na fase aguda da doenca.

O fator reumatéide (FR) é um auto-anticorpo contra
a fracao Fc da imunoglobulina IgG, IgM e/ou IgA; po-
dendo estar presente em 20 a 60% dos portadores de
LES ou outras doencas auto-imunes. Em nossa casuis-
tica 18.2% foi confirmada a presenca deste fator.

CONCLUSAO

A pesquisa do ANA mostrou-se ttil como critério
diagnéstico nos pacientes com suspeita de LES, pois
em pacientes nao tratados esta reacdo é positiva em
98% dos casos. Podendo também apresentar-se positi-
va, embora com menor intensidade, em outras doencas
auto-imunes. Os testes complementares foram impor-
tante para o progndstico e monitorizacdo da terapéuti-
ca nestes pacientes.
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Atividade antifingica de maleimidas contra
dermatofitos isolados de Tinea capitis

Maleimides’ antifungical activity against dermatophytes from Tinea capitis

Aquino, PM.L.RY; Lima, E.O0.%; Farias, M.P%; Freire, K.R.L.%;
Souza, E.L.% Cechinel Filho, V.3; Correa, R.%; Nunes, R.J.* & Andricopulo, A.*

RESUMO - Tinea capitis € uma micose produzida pelos dermatdéfitos dos géneros Trichophyton e Microsporum que
parasitam os pélos e pele do couro cabeludo. Tendo em vista a necessidade de obter principios ativos para uma
possivel aplicacdo pratica no tratamento de infeccdes, o estudo de produtos de origem vegetal ou sintética, com
atividade antifingica vem recebendo grande énfase. Neste trabalho, foi feita avaliacdo da atividade antifingica de
cinco maleimidas: 3,4-dicloro-N-fenil-etil-maleimida, 3,4-dicloro-N-benzil-maleimida, 3,4-dicloro-N-fenil-butil-
maleimida, 3,4-dicloro-N-fenil-propil-maleimida e 3,4-dicloro-N-fenil-maleimida. Tais substdncias foram testa-
das in vitro, através do método de difusdo em meio sélido, contra 20 cepas de dermatoéfitos, isolados de amostras
clinicas de pacientes portadores de tinea capitis. Os resultados destacaram a atividade antifingica apresentada
pelo composto 3,4-dicloro-N-fenil-etil-maleimida, inibindo 100% das cepas testadas na concentracdo de 200ug/ml,
e 3,4-dicloro-N-fenil-propil-maleimida, que apresentou uma CIM de 6,3ug/ml.

PALAVRAS-CHAVE - Maleimidas, Tinea capitis, dermatéfitos, atividade antifungica.

SUMMARY - Tinea Capitis is a mycosis produced for dermatophytes of the Tricophyton and Microsporum genus that
parasite the hair and hairy leather. Due the need of to obtain actives principles of practical application in infections
treatment, the research of natural products owner of antifungical properties receive big emphasis. In this work was
evaluated the antifungical activity of five maleimides. Its were 3,4-dichlorine-N-phenyl-ethyl-maleimide, 3,4-dichlo-
rine-N-benzyl-maleimide, 3,4-dichlorine-N-phenyl-butyl-maleimide, 3,4-dichlorine-N-phenyl-propil-maleimide e 3,4-
dichlorine-N-phenyl-maleimide. It was tested in vitro, by medium solid diffusion method, against 20 dermatophytes
strains isolated of clinical samples from patients bearer of Tinea captis. The results show the antifungical activity
presented in the 3,4-dichlorine-N-phenyl-ethyil-maleimide compound, which inhibited 100% of strains tested at 200ug/
ml concentration and 3,4-dichlorine-N-phenyl-propil-maleimide compound wich presented a CIM of 6,3ug/ml.

KEYWORDS - Maleimides, Tinea capitis, dermatophytes, antifungical activity.
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INTRODUGCAO

s dermatofitoses sao micoses superficiais freqlien-
tes no homem, causadas por dermatofitos dos gé-
neros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton.
Os fungos parasitam as porcoes queratinizadas ou se-
miqueratinizadas da pele, pélos e unhas. Podem ser ex-
clusivos da espécie humana (antropofilicos), proprios
de animais (zoofilicos) ou viver no solo (geofilicos)
(Abrahan et al., 1986; Lacaz et al., 1991).

Interessar-nos-a o estudo destes parasitas nos pé-
los do couro cabeludo, causando a entidade nosoldgica
conhecida como Tinea capitis ou, simplesmente, tinha
do couro cabeludo.

De modo geral, o diagnostico clinico e micolégico
da Tinea capitis ndo é dificil, baseando-se nos dados
clinicos e encontro de estruturas hifalicas no material
biolégico do exame direto. Este, ainda pode ser confir-
mado e ampliado pelo isolamento e identificacao do
agente etioldgico, utilizando-se procedimentos adequa-
dos (Lacaz et al., 1991; Crissey et al., 1995).

O tratamento usual da Tinea capitis é feito por via
oral, com tempo de duracéao de acordo com a evolucao
da lesao ou ledes. Griseofulvina (10mg/kg/dia) e cetoco-

nazol (5mg/kg/dia) tém acdo fungistatica, sdo igualmente
eficazes e seus efeitos secundarios sdo equivalentes (Sau-
rat et al., 1990). Podem ser usados os derivados imida-
z6licos como itraconazol (100mg/dia) ou fluconazol
(150mg/semana) terbinafina (250mg/dia), fungicida da
classe das alaminas e vem sendo empregada com fre-
quéncia (Arruda e Martinelli, 1997; D’Alessandro,
2000). O tratamento tépico a base de derivados imida-
zdblicos, em forma de spray ou locéo, pode ser utilizado
duas vezes ao dia, complementando a terapéutica oral
(Lacaz et al., 1991; Sidrim e Moreira, 1999).

Tendo em vista a importancia em satde publica que T.
capitis possui, torna-se valioso o encontro de novas alter-
nativas para o seu tratamento. Conforme Calixto et al.
(1998), os produtos naturais, precisamente os constituin-
tes derivados de plantas, tém sido uma rica fonte de dro-
gas e sabe-se que em grande parte, 30 a 40%, dos medi-
camentos utilizados na medicina moderna sao direta ou
indiretamente derivados da natureza. Nos ultimos anos
muitos trabalhos tém sido desenvolvidos quanto as varias
e importantes propriedades bioldgicas das imidas cicli-
cas, substancias similares ao alcalodide filantimida obtida
de Phyllanthus sellowianus familia Euphorbiaceae (An-
dricopulo et al., 1998; Corréa et al., 1996; Cechinel
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Filho, 1995; Cechinel Filho et al., 1994). Conforme os
estudos realizados e registrados na literatura (Calixto et
al., 1984; Santos et al., 1994; Cruz et al., 1996; Cechi-
nel Filho et al., 1994; Cechinel Filho et al., 1995; Cor-
réa et al, 1996.; Corréa et al., 1997; Andricopulo et al.,
1998; Lima et al., 1999), alguns componentes desse gru-
po de substancias tém revelado importante e expressivo
efeito analgésico, antiespasmoédico, antibacteriano, an-
tifingico, dentre outros.

Portanto, faz-se mister estudar de forma consolida-
da o potencial antifingico existente nos compostos sin-
téticos, no caso as maleimidas. Importa que sejam an-
tifingicos potentes, que possam ser usados para a pro-
ducéo de farmacos eficientes, seguros, estaveis e com
pouca ou nenhuma toxicidade ao hospedeiro.

MATERIAL E METODOS

Maleimidas: as maleimidas foram caracterizadas
quimicamente e fornecidos pelo Prof. Dr. Valdir Cechi-
nel Filho do Ntucleo de Investigacdes Quimico-Farma-
céuticas (NIQFAR) da Universidade do Vale do Itajai
(SC). As maleimidas que tiveram seu espectro de acdo
antifingica estudado foram:

a o
(=]

=] c [ (-
o €l

3,4-dicloro-N-fenil-etil-maleimida

3,4-dicloro-N-fenil-butil-maleimida

Espécies fungicas: paraos °
testes in vitro da atividade . © ¢
antifingica dos compostos N c
imidicos foram utilizadas 20 S ¢ ©
7 . (]
cepas de dermatofitos dos o

géneros Microsporum e Tri-  3,a-dicloro-N-fenil-maleimida
chophyton, isolados de esca-

mas e pélos do couro cabeludo de pacientes com diag-
néstico de Tinea capitis. Incluiram: trés de M. canis,
uma de T. mentagrophytes, oito de T rubrum, quatro de
T tonsurans e quatro de T. verrucosum. As cepas foram
mantidas em agar Sabouraud dextrose a 2% (Difco La-
boratories Ltda., Detroit, USA), preparado a 4°C. A par-
tir das cepas selecionadas, foram preparados in6culos
em solucgéo fisioldgica a 0,85% esterilizada (Odds, 1989;
Benoudia et al., 1988). As suspensoes foram prepara-
das e comparadas com a suspensdo de sulfato de béario
do tubo 0,5 da escala de McFarland, sendo feita conta-
gem celular em camara de Newbaeuer, ajustada no es-
pectrofotdmetro (Leitz-Photometer 340-800) para conter
aproximadamente 10UFC/ml (Csals, 1979; Fromtling et
al., 1983; Drutz, 1987).

Estudo da atividade antifingica: inicialmente foram
preparadas solucoes de diferentes concentracoes dos
compostos imidicos. Este procedimento foi executado da
seguinte forma: em tubo estéril foi adicionado 600ug do
produto, 0,03ml de DMSO e g.s.p. 3ml de dgua destila-
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da estéril, sendo agitado por meio de um agitador de
tubos. Seguindo-se a diluicao seriada, onde cada tubo
estéril seguinte continha 1,5ml de &gua destilada esté-
ril, adicionada de 1,5ml da concentracdo anterior, sendo
agitado; procedendo desta forma, para no final obter-se
as concentracoes desejadas: 200, 100, 50, 25, 12,5,6,3 e
3,1ug/ml. A partir deste procedimento foi possivel de-
terminar a concentracgdo inibitéria minima (CIM) de cada
composto. A atividade antifingica das maleimidas foi
determinada pelo método de difusdo em meio sélido,
processo cavidade em placas (McGinnis, 1980; Shadomy
et al., 1985; Pemplel et al., 1986; Benoudia et al., 1988;
Cleeland e Sequires, 1991; Hadaceck e Greger, 2000).
Em placas de Petri (10 x 16mm) estéreis, foi colocado
1ml da suspensdo do indculo do microrganismo. Em
seguida, adicionou-se 20ml do meio sélido fundido a
45-50°C. Apds solidificacdo do meio de cultura, foram
feitas cavidades com canulas de vidro (6mm de didme-
tro), seguindo-se pela deposicdo de 50ul do composto
imidico em suas diversas concentracoes.

Foram executados procedimentos controle com o
cetoconazol (50ug/ml), de viabilidade das cepas de der-
matofitos testadas, e com o DMSO.

Cada ensaio foi realizado em duplicata frente a cada
cepa selecionada, sendo incubados durante 10-14 dias
a temperatura ambiente (28-30°C). O resultado final foi
determinado pela média aritmética dos halos da inibi-
cao dos valores obtidos nos dois ensaios. Foi considera-
do como possuidor de atividade antifingica aquele com-
posto que quando da sua aplicacao sobre o meio de cul-
tivo in6culo com a suspensdo do microrganismo apresen-
tou a formacao de um halo de inibicao igual ou maior que
10mm de didmetro (McGinnis, 1980; Shadomy et al.,
1985; Pemplel et al., 1986; Benoudia et al., 1988).

RESULTADOS

Foi avaliado o potencial antifingico das maleimi-
das 3,4-dicloro-N-fenil-etil-maleimida, 3,4-dicloro-N-
benzil-maleimida, 3,4-dicloro-N-fenil-butil-maleimida,
3,4-dicloro-N-fenil-propil-maleimida, 3,4-dicloro-N-fe-
nil-maleimida sobre o crescimento dos dermatoéfitos
Microsporum e Trichophyton. Os resultados destes en-
saios encontram-se registrados na Tabela I.

As imidas, de modo geral, apresentaram excelente
atividade antifungica sobre cepas de Microsporum e
Trichophyton. A imida 3,4-dicloro-N-fenil-maleimida na
concentracao de 50ug/ml inibiu o crescimento de 16
(80%) cepas de Trichophyton, com halos de inibigdo
entre 10 a 18mm de didmetro. De outra forma, M. canis
foi resistente a referida maleimida em suas variadas
concentracoes. O composto 3,4-dicloro-N-benzil-malei-
mida, a 25ug/ml, foi ativo sobre 14 (70%) cepas do gé-
nero Trichophyton, onde a média dos halos de inibicao
foi de 14mm de didmetro.

A maleimida 3,4-dicloro-N-fenil-butil-maleimida,
dentre as cinco imidas, apresentou a CIM a 100ug/ml,
inibindo o crescimento de 15 cepas (75%) de Microspo-
rum e Trichophyton. Os tamanhos dos halos de inibicao
produzidos decorrentes a acao deste composto oscila-
ram entre 10 a 20mm de diametro. Ressalta-se que, das
cinco maleimidas testadas, a 3,4-dicloro-N-fenil-propil-
maleimida apresentou a menor CIM, pois a 12,5 ug/ml,
inibiu o crescimento de 17 (85) cepas de Microsporum e
Trichophyton, sendo a média dos halos de inibi¢do 17mm

RBAC, vol. 35(4), 2003



TABELA |
Média dos halos de inibicao (mm) observados no estudo da atividade antifungica de determinacao da Concentracao Inibitéria
Minima (CIM) das maleimidas contra dermatofitos isolados de Tinea capitis

Cepas de dermatéfitos
fe}
% [S) = S S
CIM © E‘ ) < © ~ § g g N £ o o
Maleimidas wgm) | © | 2 g Sl lalolelo| T Il alalala % § § §
¢le|l2|8|§5|s|§5|§5|§5|§5|§5|S|¢e|¢e|e|e|8|8|8]|SE
§|&§|s|5|8|5|&5|85|&8|5|8§|8|2|z|lalzalz|=2]z2]:
SIS |S|g|s|S|S|3|3|3|3|3|8|8|8|8|¢|c|¢g|¢g
s S S ~ = = = = = = = = b~ = ~ ~ b b ~ ~
3,4-diplor_o-
N-fenil-etil- 50 R R R 13 12 | 15 12 | 12 12 | 12 10 15 18 | 16 | 16 17 18 | 14 | 16
maleimida
3,4-dicloro-
N-benzil- 25 R R R R 13 10 | 12 R 13 R 11 12 17 | 15 | 12 | 12 15 17 | 12 | 13
maleimida
3,4-dicloro-
N-fenil-butil- 100 | R 16 | 10 | R | 10 | 10 | 10 R R 12110 [ 12 | 13 | 12 |12 |12 | 14 | 20| R | 16
maleimida
3,4-dicloro-
N-fenil-propil- 125| R 12 11 R 15 17 | 15 10 | 12 12 | 14 14 14 | 15 | 14 | 10 15 16 R 10
maleimida
3,4-dicloro-
N-fenil- 25 R R R R 13 10 | 14 12 | 12 12 | 12 12 12 10 | 12 | 15 18 20 | 13 | 20
maleimida
Controle com
0 microrganismo + + + + + + + + + + |+ + + + + + + + + +
Controle
com DMSO R R R R R R R R R R | R R R R R R R R R R
Controle com
Cetoconazol (50ug/ml) 22 | 20 | 36| 30 [ 38 | 30 [ 30 | 36 | 38 | 24 |20 | 36 | 18| 24 | R | 26 | 24 | 10 | 20 | R

R= resisténcia ao produto testado; + = crescimento do microrganismo no meio de cultivo sem adi¢cdo de compostos que tem sua atividade antifingica testada.

de didmetro. A maleimida 3,4-dicloro-N-fenil-maleimi-
da, até a concentracdo de 25ug/ml, produziu atividade
antifingica sobre o crescimento de 16 (80%) cepas do
género Trichophyton, sendo que a média dos halos de
inibicdo foi 15mm de didmetro. As cepas do género Mi-
crosporum foram totalmente resistentes a essa maleimi-
da até a concentracdo de 200ug/ml.

DISCUSSAO

Tinea capitis constitui uma entidade nosolégica res-
ponsavel pela infeccdo fungica do pélo e/ou do couro
cabeludo. Desta forma, merece considerado destaque
na esfera das micoses de importancia clinica, uma vez
que esta envolvida com fatores sociais e sanitdrios da
populacéo. Lima et al. (1999), quando estudaram a fre-
giéncia de dermatofitoses em Jodo Pessoa-PB, Brasil,
observaram que T. capitis foi a segqunda mais freqiien-
te dentre as demais tineas. De um modo geral, este
dado reforga a importancia que possui esta micose.

As infeccbes causadas por agentes fungicos tém-se
elevado a partir de 1980 e, conseqliientemente, com
isso, houve concomitante aumento da busca de alter-
nativas hébeis de utilizacdo na terapéutica das mes-
mas. Assim, hd necessidade de estudos para a investi-
gacao de novos produtos que possam ser eficientes e
com pouca ou nenhuma toxicidade e que possam ser
utilizados na terapéutica das infec¢ées fungicas cau-
sadas pelos géneros Trichophyton e Microsporum (Aste
etal.,, 1991; Grabill, 1992; Hazen, 1995). Dentro desse
contexto tém sido estudadas muitas classes de com-
postos quimicos, incluindo as imidas ciclicas.

Os compostos imidicos, em especial as maleimidas,
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sdo substancias sintéticas e similares ao alcaléide filan-
timida, obtido da espécie vegetal Phyllanthus sellowia-
nus, da familia Euphorbiaceae (Calixto et al., 1998). Sao
bastante conhecidas por suas propriedades bioldgicas,
incluindo acdes sedativas, hipnéticas, anticonvulsivan-
tes, hipotensoras, diuréticas, analgésicas, bactericidas,
fungicidas, inseticidas, etc (Cechinel Filho et al., 1998;
Cechinel Filho, 1995; Andricopulo, 1996).

O estudo da atividade antifingica de compostos
imidicos contra dermatdfitos isolados de T. capitis foi
fundamentado em parametros que elencam, além da
importéancia clinica da micose, os avancos cientificos
nos estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas me-
dicinais, os quais tém contribuido para a obtencao de
novos compostos com propriedades terapéuticas.

No presente trabalho, o perfil de sensibilidade dos
dermatofitos testados perante as maleimidas, na con-
centracdo de 200ug/ml, foi em torno de 90%, com halos
de inibicao sobre o crescimento dos microrganismos que
variaram de 10 a 35mm de diametro.

Dentre as maleimidas avaliadas, destacou-se a 3,4-
dicloro-N-fenil-propil-maleimida, pois, evidenciou in-
tensa atividade antifungica contra as cepas testadas,
onde sua CIM foi 12,5ug/ml. Todavia, as demais ma-
leimidas também foram eficientes, com suas CIMs de
25 a 100ug/ml.

A atividade antifiungica produzida pelas maleimi-
das sobre o crescimento de cepas de Microsporum e
Trichophyton parece promissora, pois entre os seus prin-
cipais efeitos bioldgicos, esta incluido o antimicrobia-
no. Os resultados observados e registrados nesse tra-
balho confirmam aqueles obtidos por Cechinel Filho et
al.(1994) e Lima et al. (1999). Os autores estudaram a
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atividade antimicrobiana de compostos maleimidicos
sobre bactérias e fungos, onde Escherichia coli, Sta-
phylococcus aureus, Candida albicans, M. canis e Pe-
nicillium foram sensiveis aos referidos compostos em
concentracgoes similares.

Os resultados do perfil de sensibilidade dos dermatofi-
tos Microsporum e Trichophyton as maleimidas, com CIMs
entre 12,5 a 100ug/mL, corroboram com os relatados por
Dantas et al. (2000), quando avaliou a susceptibilidade
em espécies de Candida frente as maleimidas, naftalimi-
das e succinimidas. Foi verificado que somente as malei-
midas produziram inibi¢ao sobre o crescimento de 40% das
leveduras usadas nos ensaios microbioldgicos, pontuando
o potencial antifingico desses compostos. Deve ser ressal-
tado que os dermatoficos apresentaram uma sensibilidade
bem superior aos observados com as espécies Candida,
pois 70 a 80% das cepas de Microsporum e Trichophyton
apresentaram-se sensiveis as maleimidas.

Cechinel Filho et al. (1994) e Cruz et al. (1996) fize-
ram uma avaliacao da atividade antibacteriana de imi-
das ciclicas, incluindo N-fenilmaleimidas e N-arildiclo-
romaleimidas, contra S. aureus, E. coli e Salmonella ty-
phimurium. Os autores verificaram que somente as ma-
leimidas produziram atividade. Tais resultados, acresci-
dos dos registrados neste estudo, ressaltam a atividade
antimicrobiana presente nestas substancias e enaltecem
a importancia, dentro do panorama de possibilidade te-
rapéutica, que estes produtos vém adquirindo.

A sensibilidade dos dermatoéfitos as maleimidas tam-
bém encontram-se compativeis com os resultados obti-
dos por Lima et al. (2002), quando testaram a atividade
antifingica de cepas de Malassezia furfur a compostos
imidicos. Tal estudo detectou que as maleimidas apre-
sentaram excelente atividade inibitéria sobre M. furfur.

Poder-se-4, por meio deste estudo e dados registra-
dos na literatura, confirmar o potencial antifingico das
maleimidas. Seus efeitos bioldgicos e de compostos re-
lacionados vém sendo estudados ha muitos anos, es-
pecialmente, os efeitos antifingicos e antibacterianos,
os quais se encontram relacionados com a dupla liga-
cdo do anel imidico, ou ao &tomo de N préximo ao anel
benzeno, que pode acarretar uma interacao eletronica
entre a molécula e o microrganismo testado (Cechinel
Filho et al., 1994; Cechinel Filho et al., 1998; Dantas et
al., 2000). Sdo compostos de facil obtencdo, com bons
rendimentos e da necessidade de novos farmacos para
o tratamento de muitas patologias. As maleimidas pos-
suem perfil para o desenvolvimento de novos e poten-
tes fdrmacos.
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de células CD34* por citometria de fluxo™

Patients’ avaliation submitted to quantification
of CD34" cells therapy by flow cytometry

Renata da Silva'; Silvia I. A. C. P Ferreira®; Analia S. Cordoba® & Patricia Haas*

Avaliacao dos pacientes submetidos a quantificacao

RESUMO - O numero absoluto de células CD34* em sangue periférico permite predizer o momento ideal de coleta das
células-tronco periféricas, oferecendo sequranca para a realizacdo do transplante autélogo de medula éssea. A citome-
tria de fluxo, através de um fluxo laminar, permite a andlise e quantificacdo destas células baseada numa plataforma
unica. No presente trabalho foram considerados 62 pacientes, submetidos a terapia de mobilizacao e quantificacao de
células CD34*, internados na Unidade de Transplante Medula Ossea do Hospital Governador Celso Ramos, em Flori-
anopolis. As andlises foram feitas no Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina (HEMOSC).

PALAVRAS-CHAVE - Células CD34", citometria de fluxo, transplante autélogo de medula 6ssea.

SUMMARY - The absolute number of CD34™ cells in peripheral blood allows to predict the ideal moment of the
collection of peripheral blood stem cells, offering security in autologous transplant of bone marrow. Flow cytometry,
through a laminar flow, allows the analysis and quantification of these cells based on an exclusive platform. In this
work, 62 patients underwent the mobilization and quantification of cells CD34" therapy, were interned in the Unit of
TMO at the “Hospital Governador Celso Ramos” in Floriandpolis. The analysis were made at the “Centro de Hema-

tologia e Hemoterapia de Santa Catarina”(HEMOSC).

KEYWORDS - CD34" cells, flow cytometry, autologous bone marrow transplant.
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INTRODUCAO

ma década se passou desde o primeiro relato de

um transplante autélogo de medula 6ssea (ATMO),
realizado com sucesso, utilizando célula progenitora
de sangue periférico (PBPC). Estas células foram obti-
das de pacientes que fizeram uso de fator estimulador
de colonia granulocitica-monocitica (GM-CSF) para
acelerar a recuperacao da citopenia induzida por altas
doses de ciclofosfamida (CY). Atualmente, as PBPC tém
sido utilizadas na recuperacao das células-tronco deri-
vadas da medula dssea, indicando uma segura recons-
tituicdo hematopoiética apds altas doses de quimiote-
rapia (HDC) em uma variedade de malignidades. A
substituicdo da medula 6ssea por PBPC ocorreu, prin-
cipalmente, pela observacao da mais rdpida realizacéo
do transplante com PBPC do que com a medula 6ssea
(Alcorn et al., 2000).

Estd bem estabelecido que 1% das células da medula
Ossea expressam o antigeno CD34*, uma pesada estru-
tura glicosilada mucin like, capazes de reconstituir por
um longo periodo a multilinhagem hematopoiética apos
terapias mieloblativas. O CD34" ¢é o primeiro antigeno
de superficie celular, cuja expressao dentro do sistema
hematopoiético, é restrita as células-tronco e progenito-
ras para todas as linhagens. Deste modo, as células pro-
genitoras CD34" podem restaurar a multilinhagem he-
matopoiética (Berenson et al., 1988; Andrews et al., 1992;
Gratama et al., 1998).

Células CD34" também podem ser encontradas em
sangue periférico de individuos normais, mas sdo ex-

tremamente raras (aproximadamente 0,01-0,05% do total
de células nucleadas). Entretanto, tratamentos atuais e
regimes de mobilizacao, incluindo quimioterapia e/ou
fatores de crescimento hematopoiéticos, podem incre-
mentar significativamente a circulacao de células-tron-
co CD34"* em pacientes e doadores saudaveis (Barnett
et al.,, 1999).

Doses terapéuticas elevadas com o suporte das PBPC
é uma opcdao terapéutica utilizada em pacientes em con-
di¢des de malignidade hematopoiética ou ndo hemato-
poiética. A mobilizagdo de um nuimero suficiente destas
células progenitoras vindas da medula 6ssea para a cir-
culagdo, coletadas por leucoaferese e armazenadas, é
muito comumente utilizada com éxito. E combinada a
quimioterapia citotdxica utilizando fatores de crescimento
como o fator estimulador de colénia granulocitica (G-
CSF), ou o fator estimulador de colonia granulocitica-
monocitica (GM-CSF). A coleta adequada das PBPC tem
sido variadamente avaliada em seu produto final con-
tendo células nucleadas; células mononucleadas; uni-
dades formadoras de colonia granulocitica e monocitica
ou células CD34" (Elliott et al., 1996).

Vantagens potenciais do transplante utilizando PBPC
incluem uma mais rdpida reconstituicdo hematopoiéti-
ca, baixo risco de contaminacgdo por células tumorais,
reducdo de custos hospitalares, aumento do niumero
de linfécitos T e células NK que podem reduzir muito a
recaida pos-transplante e a eliminacao da necessidade
de anestesia geral. Adicionalmente, as PBPC finais sao,
além disso, mais adequadas para a manipulacdo ex
vivo, da mesma forma que as células selecionadas
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CD34*, tumores purificados e transferéncia genética
(Barnett et al., 1999).

A citometria de fluxo é um método largamente utili-
zado para a enumeracao de células CD34" que serao
consideradas representativas para a populacdo de cé-
lulas-tronco e sao capazes de reconstituir por um lon-
go tempo a multilinhagem hematopoiética p6s-quimio-
terapia. O fen6tipo das PBPC humanas tem sido defi-
nido como CD34" CD38", e negativo para marcadores
de maturidade hematopoiética. Centros de transplante
rotineiramente confiam na quantificacdo de células
CD34" por citometria de fluxo para a determinagao em
tempo 6timo e para confirmar a colheita das PBPC (Ross
et al., 1995; Hubl et al., 1998; Nakamura et al., 2000).

A enumeracdo por citometria de fluxo das células pro-
genitoras por quilograma de peso corporal do receptor,
tem sido muito utilizada como indicador da capacidade
de reconstituicdo hematopoiética das PBPC transplanta-
das. Tal técnica pode produzir resultados em horas, ava-
liacdo em série das concentragoes de células CD34* no
sangue periférico, além de permitir a otimizacdo do tem-
po das sessdes de aférese, assegurando a colheita sufi-
ciente de células CD34" (Gratama et al., 1999).

Por causa das diferentes vantagens observadas,
muitos centros hemoterdpicos estdo realizando trans-
plantes autologos de medula éssea com o uso as PBPC,
e o resultado desta mudanca na pratica é o uso cada
vez mais comum e aumentado de pacientes pela tera-
pia de mobilizacao com subsequiente leucoaferese. Para
uma eficiéncia operacional e financeira seria clara-
mente vantajoso se, suficientes PBPCs pudessem ser
obtidas em uma coleta e que a época 6tima desta tni-
ca leucoaferese pudesse ser de prognostico confiavel
(Elliott et al., 1996).

OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi fazer uma avalia-
cdo epidemioldgica dos pacientes submetidos a mobili-
zacdo e quantificacdo de células CD34*, eventualmen-
te encaminhados ao transplante de medula éssea auto-
logo, sendo que, as andalises foram realizadas no Labo-
ratorio de Marcadores Celulares, do Centro de Hema-
tologia e Hemoterapia de Santa Cataria (HEMOSC).

MATERIAL E METODOS

Amostra: foram selecionados 62 pacientes no perio-
do de abril de 2000 a abril de 2002 com os seguintes
diagndsticos hematolégicos: Leucemia Mieldide Agu-
da (LMA), Linfoma Hodgkin (LH), Linfoma ndo Hod-
gkin (LNH) e Mieloma Muiltiplo (MM).

Os pacientes foram eleitos ao transplante de medu-
la 6ssea apds avaliacao de critérios gerais e especificos
para cada diagnéstico. Dentre os critérios gerais de
exclusdo incluem: idade inferior a 15 anos e superior a
60 anos, excecdo a pacientes com MM aceitos até 65
anos; presenca de malignidade concomitante; presen-
ca de patologia psiquidtrica; presenca de doenca res-
piratéria crénica e, finalmente, anormalidades de fun-
coes cardiaca, hepatica e renal (Portaria MS/1.217).

As células progenitoras foram mobilizadas nestes
pacientes, utilizando-se uma variedade de regimes
quimioterdpicos seguido da prescricdo subcutanea do
fator de crescimento G-CSF ou GM-CSF (5mg/kg/dia)
por 5 dias consecutivos, antecedentes a coleta. Apos
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este periodo foi monitorada a leucometria dos pacien-
tes. Quando o numero de leucécitos estava entre 3.000
— 4.000/mm?, nos casos de LMA, ou acima de 1.000/
mm?, nos casos de MM, LH, LNH, iniciaram-se as con-
tagens de células CD34" em amostras de sangue peri-
férico (Alcorn et al., 2000).

O ntimero de células CD34" em sangue periférico
foi monitorado para se determinar o momento 6timo de
coleta da aférese, que continha maior concentracao de
células progenitoras. Este sangue periférico foi obtido
por puncao venosa e diluido em 0.34 M do sal di- ou
tri-, potdssico do &cido etilenodiaminotetracético
(K,EDTA ou K,EDTA) (Barnett et al., 1999).

As leucoafereses foram obtidas em torno do quinto
dia em equipamento COBE Spectra (Cobe Laboratories,
Quedgeley, U. K.), por procedimento de separacéo e
diluidas com salina isoténica contendo solucdo A.C.D.
(acido citrico, citrato dissoédico e dextrose), como anti-
coagulante (Alcorn et al., 2000).

Metodologia: as células foram incubadas com anti-
corpos monoclonais conjugados a fluorocromos de trés
cores, do kit ProCOUNT (Becton Dickinson, USA) que
permitiram a identificacdo e enumeracao das células
CD34"* por citometria de fluxo (Gratama et al., 1999).

Foram realizados dois ensaios, sendo um teste e um
controle. Ao ensaio teste adicionou-se 50uL de amos-
tra, sangue periférico ou aférese e 20uL do reagente
constituido por Nucleic acid dye, um corante de leucé-
citos e células eritréides nucleadas que permite a eli-
minac¢ao de eventos ndo nucleados como os fragmen-
tos, eritrocitos maturos e plaquetas; o monoclonal CD34
de classe IIT (anti-HPCA-2) conjugado a ficoeritrina
(PE) dirigido contra o epitope da célula progenitora e
o monoclonal CD45 (Anti-Hle-1) conjugado a proteina
piridina clorofila (PerCP) dirigido contra as células leu-
cocitdrias sendo sua expressdo mais fraca nas células
progenitoras, o que auxilia na identificacdo (Ward et
al., 1997).

Ao ensaio controle foram adicionados 50uL de amos-
tra, sangue periférico ou aférese, e 20uL do reagente
constituido por Nucleic acid dye; o monoclonal de con-
trole isotipico (IgG1) dirigido contra um antigeno néo
expressado em células humanas conjugado a PE, cons-
tituindo assim, um controle negativo e o CD45 PerCP.
Em ambos os ensaios, teste e controle, foram utiliza-
dos tubos Tru Count. Estes possuem em seu fundo um
pellet liofilizado, com um niimero conhecido de péro-
las fluorescentes, que permitem uma referéncia inter-
na sobre a contagem total de células obtidas (Ward et
al., 1997).

Uma vez marcadas com estes reagentes, as células
foram incubadas por 15 minutos. Em seguida adicio-
nou-se 450uL. de uma solugéo lisante de células eritro-
citarias, voltando a serem incubadas por trinta minutos
(Ward et al., 1997).

Apos este periodo, estavam prontas para a aquisi-
¢do no citémetro de fluxo (FACSCalibur, Becton Dic-
kinson, San José, CA, USA), ndo sendo necessario o
procedimento de lavagem. Foram obtidos um minimo
de 60.000 eventos, tanto no tubo teste como no tubo
controle. A andlise dos dados foi realizada a partir de
histogramas do programa ProCount (Becton Dickinson,
USA) (Gratama et al., 1999).

As andlises estatisticas foram realizadas com auxi-
lio dos programas Excel (Microsoft, 1997) e Epi Info
(CDC, versao 6.04 a, 1996).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os sessenta e dois pacientes submetidos a terapia
de mobilizacdo na unidade de Transplante de Medula
Ossea (TMO) do Hospital Governador Celso Ramos,
de Florian6polis, Santa Catarina, sdo procedentes de
diferentes municipios do estado, como mostra o Grafi-
co 1. A maior parte deles é proveniente da capital, se-
guida dos municipios de Balneario Camborit e Cricia-
ma, respectivamente 10; 4 e 4 pacientes.

Predominaram os pacientes do sexo masculino (65%),
em faixa etdria de 41 a 50 anos (26%), como mostram os
graficos 3 e 4. Nao existem critérios de escolha para o
ATMO em relacdo ao sexo; entretanto quanto a idade
hé restricoes. Seqgundo a Portaria n.° 1.217, de 13 de
outubro de 1999, do Ministério da Saude, sdo indicados
ao transplante autogénico de medula os pacientes com
idade inferior a 60 anos, exceto os com MM, 65 anos.

Deste total de pacientes, 30% tiveram diagndstico
de MM, 26 % de LMA, outros 26% de LH e por ultimo
18% de LNH (Gréafico 5), assim escolhidos com base
nesta mesma portaria. Esta indica, como doencas: LMA
em primeira ou segunda remissdao; LNH agressivo em
primeira recidiva quimiossensivel; LH como “terapia
de salvamento", excluindo pacientes que falharam héa
mais de dois esquemas terapéuticos e os casos de MM
(Portaria MS/1.217).

Cinqtienta e trés (85%) dos pacientes submetidos a
mobilizacdo, receberam o transplante autélogo de células
progenitoras, como mostra o Grafico 2. Destes, 36 eram
do sexo masculino, 17 do sexo feminino, com os seguin-
tes diagnoésticos: MM =18; LH=15; LMA=11e LNH=9.
A idade média foi de 42,1 (14 —66) anos (Tabela I).

Existem muitas controvérsias na literatura quanto
ao numero de células CD34" suficientes para a garan-
tia do transplante de medula dssea, entretanto, ha um
consenso geral em que a dose minima aceitavel seja
de 2.0 - 2.5 x 10°células/Kg. Segundo Elliott, uma con-
tagem pré-aférese de sangue periférico com o numero
de 20 células/ML indicaria, em aproximadamente 90%
de pacientes, uma coleta acima de 2,0 x 10° células/Kg
(Elliott et al., 1996; Alcorn et al., 2000).

Desta forma, todos os pacientes submetidos ao

Municipios/SC

Numero de pacientes

)} 1] [

12 8 4 56 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

GRAF. 1 - Procedéncia dos pacientes submetidos a mobilizagéo, no periodo
de 4/2000 a 4/2002 na unidade de TMO do Hospital Governador Celso Ra-
mos: 1- Balneario Camborit; 2-Biguacgu; 3 - Blumenau; 4 - Brusque; 5 - Cagador;
6 - Campo Alegre; 7 - Campos Novos; 8 - Canoinhas; 9 - Concordia; 10 -
Criciuma; 11 - Curitibanos; 12- Florianépolis; 13 - Grao Para; 14 - Igara; 15 -
Imbituba; 16 - Itajai; 17 - Jaguaruna; 18 - Jaragua do Sul; 19 - Joinville; 20 -
Lages; 21 - Laguna; 22 - Morro da Fumaca; 23 - Nova Trento; 24- Orleans; 25
- Palhoca; 26 - Penha; 27/28- Rio do Sul; 29 - Santo Amaro Imperatriz; 30
- Sao Camilo; 31 - Sao José; 32 - Trombudo Central; 33 - Tubarao
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ATMO, realizaram a contagem das células-tronco peri-
féricas, que indicou o melhor momento para a coleta,
por procedimento de leucoaférese. A dosagem de célu-
las-tronco no sangue periférico, precedente a coleta,
mostrou uma média de 69,97 (2,90-593,10) células
CD34*/ML. A média de células tronco coletadas por
procedimento de leucoaférese foi de 9,63 (0,26-61) x10°
células CD34%/Kg. Todos os pacientes receberam mais
de 2,0x10° células CD34%/Kg, no momento da infusdo
(Tab. I).

Nos 66 procedimentos analisados foi coletado um
volume médio de 263,1(153-447) ml, por bolsa de pro-
cedimento de leucoaférese. Em 21 casos houve neces-
sidade de mais de uma coleta, sendo que a maioria, 32
pacientes, realizaram apenas uma (Gréf. 6).

As melhores respostas em relacdo a mobilizacao,
ocorreram nos casos de MM, com uma média de 18,92
(3,73-49) x10° células CD34*/Kg coletadas. Seguiram os

85%
Pacientes submetidos a mobilizagao

transplantados
w 3
Pacientes 5_““'::;
amoiizade”
ransplanta®

GRAF. 2 - Pacientes submetidos a
mobilizagao transplantados e nao
transplantados, no periodo de 4/2000 de 04/2000 a 4/2002 na unidade de
a4/2002 na unidade de TMO do Hos- TMO do Hospital Governador Celso
pital Governador Celso Ramos. Ramos.

35% 65%
Homens

Mulheres l

GRAF. 3 - Sexo dos pacientes sub-
metidos a mobilizagao, no periodo
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(
O\
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H19-30 anos MW 41-50 anos Dacima de 61 anos.

[ Leucemia mieloide aguda OLinfoma néo Hodgkin

M Linfoma Hodgkin [0 Mieloma multiplo

GRAF. 4 - Faixa etaria dos pacien-
tes submetidos a mobilizagao, no
periodo de 4/2000 a 4/2002 na uni-
dade de TMO do Hospital Governa-
dor Celso Ramos.

GRAF. 5 - Diagnéstico dos pacien-
tes submetidos a mobilizagao, no
periodo de 4/2000 a 4/2002 na uni-
dade de TMO do Hospital Governa-
dor Celso Ramos.
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TABELA |
Quantidade de células-tronco coletadas dos pacientes submetidos ao transplante autélogo de medula 6ssea
no periodo de 4/2000 a 4/2002 na unidade de TMO do Hospital Governador Celso Ramos

Dados dos pacientes Sangue periférico Aférese

e | Data 'g:;’s"; Sexo P&;f Diagnstico | %NS | coaapL | qparen o | eGSR V"(',:',')'e CD34juL | CD34x10°/Kg | %CD34/CD45
1| 15/09/2000 | 46 M | 80,0 MM 4200 76,60 2,360 226200 251,0 2414,2 7,460 1,036
2 | 04/04/2001 | 48 M | 84,0 LH 24300 18,00 0,088 40900 304,0 1002,2 3,620 0,103
3 [31/05/2001 | 63 M 86 MM 13600 128,30 1,017 419200 273,0 10306,0 33,500 2,013
4 115/05/2001 | 33 M 66 LMA 6100 64,90 1,042 213600 284,0 3946,0 17,000 1,496
5 [01/04/2002 | 50 M 85 LNH 7900 138,80 2,395 217800 2440 7696,7 23,650 2,600
6 [06/09/2001 | 54 M 64 MM 9700 106,90 1,258 422400 254,0 5631,1 22,350 1,152

26/07/2000 | 48 M | 49,0 MM 8700 63,80 0,759 157200 263,0 1427,9 7,660 0,962
! 27/07/2000 | 48 M | 49,0 MM 12300 94,80 0,889 315700 230,0 1966,9 9,050 0,752
8 | 14/12/2000 | 37 M | 67,0 MM 2700 226,00 5,090 188300 219,0 15074,0 49,000 6,140

05/12/2000 | 54 F 47,5 LMA 16400 21,70 0,094 164000 229,0 276,0 1,100 0,144
9 | 06/12/2000 | 54 F | 47,5 LMA 16200 9,70 0,074 200000 224,0 73,3 0,260 0,020

12/12/2000 | 54 F | 47,5 LMA 43600 16,00 0,046 373300 230,0 557,0 2,700 0,123

18/11/2000 | 54 F | 60,0 LNH 31100 4,20 0,014 169800 222,0 126,3 0,500 0,103
10 | 25/01/2001 | 54 F | 60,0 LNH 17500 20,00 0,079 240000 279,6 556,0 2,600 0,170

26/01/2001 | 54 F 60,0 LNH 11700 22,00 0,180 172000 316,5 141,4 44,700 0,125
11 120/06/2001 | 24 M 74 LMA 17500 406,80 3,803 648000 240,0 10299,0 35,310 2,466
12 | 08/12/2000 | 26 F | 71,0 LH 8800 99,80 0,936 148000 232,0 278,0 1,000 0,360
13 | 22/03/2001 | 29 F 65 LH 30300 12,05 0,046 306000 313,0 486,0 2,300 0,096
14 |19/03/2002 | 53 M 74 MM 6400 46,20 0,875 298800 267,0 2353,3 8,490 0,816

09/05/2000 | 28 F 49 LH 4200 16,00 0,030 41050 309,0 443,0 2,800 1,152
15 10/05/2000 | 29 F | 47,2 LH 5600 12,00 0,010 69000 272,0 313,0 1,700 0,514
16 | 29/04/2000 | 35 F | 683 LMA 5200 44,14 0,074 180800 205,0 2527,0 7,400 1,430
17 [ 12/11/2000 | 61 M | 73,0 MM 5000 106,88 0,796 99000 205,0 2900,1 8,143 1,961
18 |28/06/2001 | 57 M 59 LH 54300 65,50 0,157 390000 234,0 1343,6 5,330 0,315
19 |02/08/2000 | 28 F 60 LMA 5200 59,10 1,249 111200 262,0 1619,2 7,070 1,593
20 |12/05/2001 | 56 M 72 MM 11200 140,00 1,187 200400 304,0 4324,4 18,260 2,512

26/06/2000 | 24 M 61 LMA 16700 10,60 0,026 118800 277,0 448,0 2,000 0,180
21 |27/06/2000 | 24 M 61 LMA 19000 7,00 0,001 101600 289,0 44,9 0,260 0,057

28/06/2000 | 24 M 61 LMA 21800 10,50 0,031 172000 283,0 473,8 2,200 0,124
22 | 09/03/2001 | 30 F 55 LH 33200 28,60 0,092 252000 253,0 1130,0 5,100 0,260
23 | 29/09/2000 | 66 M | 485 MM 26400 46,90 0,115 244000 447,0 567,0 5,300 0,197
24 | 16/04/2001 | 54 M 71 MM 11200 433,00 2,952 262400 234,0 18632,0 61,000 4,970
25 | 26/04/2000 | 43 M | 823 LMA 6000 142,00 2,341 113200 276,0 3739,0 9,700 2,380
26 | 05/04/2001 | 44 F 54 LNH 12100 55,80 0,463 239400 267,0 2705,8 13,400 1,017

19/12/2001 | 25 M 79 LNH 12800 38,00 0,298 414000 259,0 351,9 1,100 0,105
27 19/12/2001 | 25 M 79 LNH 28000 32,80 0,132 310800 251,0 5855,7 18,600 1,573
28 | 09/02/2001 | 46 M | 754 LNH 19800 58,00 0,315 254100 196,7 3218,2 8,400 1,302
29 | 13/06/2001 | 60 F 78 MM 29700 593,10 2,303 563200 246,0 8824,1 27,800 1,534
30 | 12/07/2001 | 48 M 75 MM 4900 79,00 2,313 308000 234,0 5743,5 17,900 1,695

28/06/2000 | 36 M 86 LMA 13800 9,70 0,084 117800 283,0 959,0 3,130 0,346
3 29/06/2000 | 36 M 86 LMA 19900 11,60 0,201 111200 286,0 799,0 2,600 0,200
32 | 03/04/2002 | 52 M 72 MM 20700 64,70 0,238 300600 268,0 1196,1 4,450 0,437
33 | 01/10/2001 | 27 M 70 LH 33300 35,00 0,060 133000 282,0 984,3 3,700 0,656
34 | 17/04/2001 | 22 ‘M 70 LH 9800 47,40 0,597 195600 275,5 1896, 1 7,500 1,068
35 | 03/11/2000 | 54 F 58 MM 2200 71,00 4,241 84300 248,8 3283,5 14,090 3,331
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Dados dos pacientes Sangue periférico Aférese
e Data m) Se0 m Daésin | MR | cpgapr | | V“(n',‘f COML | COMXIOKg | %COCDSS
36 | 08/02/2001 | 32 M 82 LH 6300 55,00 0,980 310400 209,0 2567,0 6,500 0,655
26/01/2001 | 49 F 97 LNH 10200 9,40 0,100 162000 288,7 386,4 1,130 0,215
37 28/01/2001 | 49 F 97 LNH 13000 6,75 0,055 112500 202,0 220,0 0,480 0,169
26/01/2001 | 54 M 50 MM 2300 2,90 0,135 33900 153,0 60,0 0,380 0,179
38 29/01/2001 | 54 M 50 MM 17500 54,50 0,320 143200 280,0 1509,0 8,600 0,985
39 | 04/05/2000 | 19 F 49 LH 10200 24,50 0,193 212500 284,0 492,0 2,850 0,356
40 | 14/10/2001 | 35 F 58 LMA 14600 30,50 0,126 264000 247,0 2128,2 9,060 0,665
41 109/11/2001 | 18 M 51 LH 12100 28,40 0,250 344700 243,6 866,9 4,100 0,213
42 |29/09/2000 | 41 M 78 LNH 24600 132,00 0,744 25400 371,0 2640,0 11,500 1,800
43 | 24/10/2000 | 28 F 69 LH 7700 12,60 0,195 188500 309,0 625,0 2,800 0,360
44 109/04/2001 | 40 M 90 LH 18800 21,80 0,100 201600 293,0 1470,0 4,700 0,485
45 | 16/04/2002 | 61 M 61 MM 7590 200,20 2,126 180000 264,0 972,7 4,210 0,763
46 |20/08/2001 | 57 M 78 LH 2500 34,80 1,524 141000 260,0 1280,8 4,270 0,918
47 |13/02/2002 | 40 M 87 LH 28500 24,13 0,070 350400 341,0 1358,0 5,300 0,310
48 | 14/04/2002 | 34 M | 76,9 LNH 2700 14,9 0,799 126400 240,0 956,2 2,980 0,975
49 | 01/05/2001 | 14 F 52 LMA 5600 63,90 1,152 137200 276,0 2260,3 12,050 1,500
50 | 08/03/2002 | 46 M 84 MM 19700 35,70 0,162 292500 280,0 1118,1 3,730 0,373
51 | 24/03/2002 | 45 M 89 LNH 5000 15,20 0,480 176000 263,5 675,9 1,670 0,449
52 | 23/11/2001 | 54 M 84 LMA 22100 11,90 0,052 277200 274,0 1079,5 3,520 0,361
53 | 21/11/2000 | 47 F 52 MM 1900 28,00 1,750 120800 202,0 3343,5 13,000 2,586

diagnosticos de LNH=14,53 (1,61-130,71); LMA=10,49
(3,52-35,31); e finalmente LH=4,24 (1-7,50) x10° células
CD34%/Kg coletadas. (Gréfico 7).

Os outros nove pacientes (15%), dos pacientes sub-
metidos a mobilizacdo, ndo receberam a reinfusao das
PBPC por uma variedade de causas. As de maior ocor-
réncia foram a progressdo da doenca e a mobilizacdo
insuficiente destas células-tronco. Estas duas causas
ocorreram em igual proporcao (3 casos).

Segundo Osma, existe uma ampla variedade interin-
dividual com respeito a capacidade para mobilizar cé-
lulas CD34" desde a medula 6ssea até o sangue peri-
férico e, por tanto, para sua coleta e caracteristicas deste
enxerto. Alguns fatores, além da concentragdo de célu-
las-tronco periféricas, poderiam predizer esta mobili-
zacdo, como a concentracdao basal de células CD34",
CD71 (Osma et al., 1999).

A mobilizacdo insuficiente de células progenitoras ao
sangue periférico e, conseqiiente, nao realizacdo do pro-
cedimento de leucoaférese, ficou evidente em pacientes
com LMA (3 casos), indicando mau prognoéstico desta
malignidade para a mobilizacao. Todos estes pacientes
eram mulheres, tinham LMA, com idade média de 42,3
(39-48) anos.

A progressao da doenca foi evidenciada em outros
trés pacientes. Apesar da mobilizacado ter ocorrido com
éxito, 8,05; 2,93; 19,53 x10° células CD34*/Kg coletadas,
houve progressado da doenca antes que as células fos-
sem reinfundidas. Os diagndsticos foram de LMA, MM
e LNH, respectivamente. Idade média de 46,3 (39-48)
anos, sendo duas mulheres e um homem.

Em dois casos houve contaminacao da bolsa por fun-
gos, impossibilitando o procedimento de TMO e, final-
mente, em um caso, de LMA, optou-se pelo congela-
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mento das PBPC coletadas, s6 sendo realizada a infu-
sdo em caso de recaida da doenca.
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Parametros hemostaticos na
gravidez normal e apos o parto

Hemostatic parameters in normal pregnancy and postpartum

Luci Maria Sant’Ana Dusse, PhD'; Lauro Mello Vieira, PhD* & Maria das Gragas Carvalho, PhD*

RESUMO - Relatos da literatura revelam que a gravidez normal estd associada a complexas alteracdes da hemos-
tasia que resultam em um estado de hipercoagulabilidade sanguinea. O objetivo do presente estudo foi estabelecer
a evolucédo de 8 marcadores que refletem diversas etapas do processo hemostéatico, avaliados ao final da gravidez
e 4 meses apods o parto. A condicdo hemostatica de 8 gestantes, que nédo tiveram complicagbes durante a gravidez e
ndo apresentavam doencas intercorrentes, no 3° trimestre de gestacao (Grupo I) e 4 meses ap6s o parto (Grupo II)
foi avaliada através da determinacao dos niveis plasmaéticos de trombomodulina (TM), ativador tissular do plas-
minogénio (t-PA), inibidor do ativador do plasminogénio (PAI), fragmento 1 + 2 da protrombina (F,,,), plasmino-
génio (Plg), fibrinogénio, Dimero D (D-Di) e da contagem de plaquetas. A anélise dos resultados mostrou uma
diferenca significativa entre as médias obtidas nos dois grupos para TM (p<0.05), t-PA (p<0.01), PAI-1 (p<0.05),
fibrinogénio (p<0.01), F,,, (p< 0.001) e D-Di (p<0.001). Para plasminogénio e contagem de plaquetas nenhuma
diferenca foi observada. Estes resultados permitem concluir que a gravidez normal esté associada a uma exacerba-
cdo do mecanismo da coagulacdo e que o sistema fibrinolitico estd funcionando adequadamente, o que previne a
formacdo de trombos. Quatro meses ap6s o parto, nenhuma alteragdo nos parametros hemostaticos avaliados foi
observada, caracterizando o retorno a condi¢cdo hemostdtica normal.

PALAVRAS-CHAVE - Parametros hemostéticos, gravidez, pds-parto.

SUMMARY - Previous investigations reveal that normal pregnancy is associated to complex alterations of the hemosta-
sia leading to a blood hypercoagulability state. The aim of this study was to determine the hemostatic profile by using
8 clot markers which assess different stages of the hemostatic mechanism, measured at the end of the pregnancy and
4 months postpartum. Plasma measurements of thrombomodulin (TM), tissular-plasminogen activator (t-PA), plasmino-
gen activator inhibitor (PAI), prothrombin fragment 1+2 (F,,,), plasminogen (Plg), fibrinogen, D-Dimer (D-Di) and
platelets count were obtained for 8 healthy pregnant women who show neither complication during pregnancy nor
intercurrent diseases at the 3™ trimester of pregnancy (Group I) and 4 months postpartum (Group II). The analysis of the
results showed a significant difference between the two groups for TM (P<0.05), t-PA (P<0.01), PAI-1 (P<0.05), fibrin-
ogen (P<0.01), F,,, (P<0.001) and D-Di (P<0.001), while plasminogen plasma levels and platelets count showed no
difference. In conclusion, the results obtained in this study demonstrated that normal pregnancy is associated to an
exacerbation of the coagulation mechanism. However, the fibrinolytic system seems to work properly, which may
prevent thrombotic events. No change related to the assessed haemostatic parameters was observed 4 months postpar-
tum, characterising the return to the normal hemostatic condition.

KEYWORDS - Hemostatic parameters, pregnancy, postpartum.
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INTRODUGCAO

processo hemostatico depende da interacao deli-

cada e complexa entre o endotélio vascular, as
plaquetas, os fatores da coagulacao, o sistema fibri-
nolitico, os inibidores da coagulacéo e a reparacao
vascular. H4 um intimo entrosamento de acdo entre
esses integrantes e a alteracdao da funcdao de um de-
les pode levar a resultados hemostaticos inadequa-
dos™.

Relatos da literatura revelam que a gravidez nor-
mal estd associada as complexas alteracdes da hemos-
tasia que resultam em um estado de hipercoagulabili-
dade sanguinea*®'?. Considerando-se que o fluxo pla-
centario em um embrido de sete semanas € de cerca
de 50mL/minuto e em um feto a termo é de 800-
1000mL/minuto e considerando-se, ainda, que esse
aporte sanguineo é bruscamente interrompido no mo-

mento do parto, é razoavel admitir que as modifica-
coes do sistema hemostatico que ocorrem ao longo da
gravidez visem uma acao eficaz na zona de insercao
placentaria no momento do parto, de modo a prevenir
uma hemorragia excessiva®. A hipercoagulabilidade
fisiolégica da gravidez pode resultar em processos
patolégicos e uma predisposicdo a trombose venosa
tem sido observada'®.

Embora um grande numero de estudos do mecanis-
mo hemostatico na gravidez tem sido realizado, a maio-
ria destes visa estabelecer as alteracoes hemostéticas
em circunstancias anormais (como na doenca hiperten-
siva especifica da gravidez (DHEG) e na diabetes) e
as gestantes normais sdo incluidas como controle. De
modo geral, especialmente no nosso meio, apenas um
limitado nimero de pardmetros hemostaticos tem sido
avaliado e detalhes importantes na avaliacao labora-
torial da hemostasia, como coleta e estocagem do plas-
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ma e procedimentos laboratoriais utilizados, freqiien-
temente estdo ausentes nas publicacoes ou sdo ina-
dequados. Além disso, nem sempre sdo claros os crité-
rios de composicdao dos grupos de gestantes avalia-
dos. Sabendo-se que a hemostasia sofre alteracoes ao
longo da gestacéao, torna-se imprescindivel determi-
nar a idade gestacional exata, bem como excluir ou-
tras condicdes associadas a gravidez, que possam re-
sultar em alteracdes hemostaticas. Esses detalhes sdo
imprescindiveis para a comparacao posterior dos re-
sultados obtidos e estabelecimento das conclusoes.

Numa revisao da literatura, verifica-se que a ava-
liacdo da hemostasia apds o parto é raramente descri-
ta. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi esta-
belecer a evolucao de oito marcadores laboratoriais re-
centemente propostos, que refletem diversas etapas do
processo hemostéatico, avaliados ao final da gravidez e
quatro meses apos o parto.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi previamente aprovado pelo Comité
de Etica da Maternidade Odete Valadares, Belo Hori-
zonte - Minas Gerais, onde as gestantes foram selecio-
nadas. O consentimento livre e esclarecido foi obtido
em todos os casos.

Neste estudo foram avaliadas oito gestantes, que
nao tiveram complica¢des durante a gravidez e nao
apresentavam doencas intercorrentes, no terceiro tri-
mestre de gestacdao (Grupo I) e quatro meses apos o
parto (Grupo II). A média de idade (anos) das partici-
pantes era 23,08+4,59 e de idade gestacional (sema-
nas), avaliada por ultra-sonografia, era 37,19+3,10.

As amostras de sangue foram coletadas em tubos
do sistema vaccutainer (Becton Dickinson), sendo 5mL
em citrato de s6dio e 3mL em EDTA. O sangue citra-
tado foi rapidamente transferido para tubos plasticos,
mantidos em gelo e encaminhados ao laboratério, onde
foram centrifugadas por 10 minutos a 3000rpm, a tem-
peratura ambiente. O plasma citratado foi dividido em
aliquotas de 200uL, utilizando tubos Eppendorf, que
foram convenientemente vedados e mantidos a apro-
ximadamente -20°C até o momento da realizagdo dos
testes laboratoriais (TM, t-PA, F 142, PAI-1, plasmi-
nogénio e D-Di). O fibrinogénio foi determinado em du-
plicata, no mesmo dia da coleta, por método colorimétrico
(Goodwin mod.). As determinacoes de TM, t-PA, PAI-1 e
D-Di foram feitas por Elisa, em duplicata, utilizando-
se conjuntos diagndsticos da Stago Diagnostica. OF, ,
foi determinado por Elisa utilizando o conjunto diag-
nostico da Behring Diagnostic. A determinacéo do plas-
minogénio foi feita por ensaio cromogénico, em du-
plicata, utilizando o conjunto diagnéstico da Helena
Laboratories. As instrucoes dos fabricantes foram ri-
gorosamente seguidas.

RESULTADOS

As médias dos valores dos parametros hemostéaticos
obtidos ao final da gravidez e quatro meses apds o par-
to estdao sumarizadas na Tabela I.

A andlise dos resultados mostrou uma diferenca
significativa entre as médias obtidas nos dois grupos
para TM (p<0.05), t-PA (p<0.01), PAI-1 (p<0.05),
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TABELA |
Valores médios dos parametros hemostaticos
ao final da gravidez e 4 meses ap6s o parto

32 trimestre 4 meses apos
de gravidez (Grupo I) o parto (Grupo Il)
(n=8)" (n=8)'
TM(ng/mL) 81+42 3.9+23*
t-PA(ng/mL) 123£71 1.7 £0.8**
PAI-1(ng/mL) 114.6 + 48.3 44.8 +19.9%
Plasminogénio(%) 164.8 + 39.1 132.4 +23.9
Plaguetas(x10%/mm?) 269.8 + 48.4 248.6 +59.2
Fibrinogénio(mg/dL) 511.3+110.1 303.4 £ 57.2%*
F,,»(nmol/L) 29+1.0 0.8+ 0.4***
D-Di(ng/mL) 1244.0 £313.4 170.0 £ 79.9***

‘MédiapD.P *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001

TTM= trombomodulina, t-PA= ativador tissular do plasminogénio, PAl-1= inibidor do
ativador do plasminogéniotipo 1, F, , ,= fragmento 1+2 da protrombina, D-Di= Dimero D.

fibrinogénio (p<0.01), F,,, (p< 0.001) e D-Di (p<0.001).
Para plasminogénio e contagem de plaquetas nenhu-
ma diferenca foi observada.

DISCUSSAO

A comparacao entre as médias dos resultados dos
parametros hemostaticos obtidos ao final da gravidez e
quatro meses apds o parto, mostrou que os niveis de
TM ao final da gravidez foram cerca de duas vezes
mais elevados que aqueles obtidos quatro meses apds
o parto (Tabela I). ATM é uma glicoproteina integran-
te da membrana celular, presente nos trofoblastos e nas
células endoteliais de todo o territério vascular, exceto
no cérebro®’. Essa proteina tem uma funcdo importante
no mecanismo hemostético, uma vez que é capaz de
alterar a funcao da trombina, que deixa de ser um agen-
te procoagulante e passa a atuar como anticoagulante,
através da ativacao da proteina C e conseqiiente inibi-
cdo dos fatores Va e VIlla da coagulacao®. O aumento
da TM plasmatica ao final da gravidez pode ser expli-
cado pelas provaveis lesdes da microvasculatura que
ocorrem em conseqliéncia a grande distensdo uterina.
Os resultados obtidos quatro meses apds o parto
(3.9%+2.3) foram similares aos obtidos para individuos
normais no mesmo laboratério (3.0+1.5) e relatados na
literatura'*'®.

Condizente com os resultados obtidos para TM, os
niveis de t-PA, que também tem origem endotelial,
mostraram-se cerca de seis vezes mais elevados ao fi-
nal da gravidez, comparando-se com os valores obti-
dos quatro meses apds o parto, embora ainda estives-
sem dentro da faixa de referéncia fornecida pelo fabri-
cante (1 a 12ng/mL). Resultados contraditérios de t-PA
tém sido encontrados na literatura, onde tanto um au-
mento como uma diminui¢ao desse tem sido relatada®.

Os marcadores da cascata da coagulacao, F,_, e fi-
brinogénio, mostraram-se elevados ao final da gesta-
¢do (p<0.001 e p<0.01, respectivamente), sugerindo
uma exacerbacao da coagulagdo. O F, ., consiste em
um fragmento inativo liberado quando a protrombina é
clivada para formar a trombina e reflete, portanto, a
geracdo de trombina in vivo®. Quatro meses apos o
parto, os niveis de F,_, retornaram para a faixa de nor-
malidade fornecida pelo fabricante (0.4-1.1nmol/L).
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Em concordancia com os resultados obtidos para fi-
brinogénio neste estudo, um aumento gradativo dos
niveis plasmaéticos de fibrinogénio ao longo da gravi-
dez foi anteriormente descrito*. Quatro meses apos o
parto, os niveis de fibrinogénio também retornaram para
a faixa de normalidade (200 a 400mg/dL).

Niveis plasmaticos de dimeros D tém sido interpre-
tados ndo somente como um marcador de exacerbacao
do sistema da coagulacdo mas, também como um mar-
cador do sistema fibrinolitico, sabendo-se que o dime-
ro D constitui o menor produto de degradacao da fibri-
na®. Em circunstancias normais, este fragmento é rapi-
damente eliminado pelas células do sistema fagocitico
mononuclear'’. Assim, o aumento plasmatico de D-Di
ao final da gravidez estd em concorddncia com o au-
mento de F,,, e de fibrinogénio, sugerindo uma exa-
cerbacédo da coagulacdo sanguinea.

Os marcadores do sistema fibrinolitico, t-PA e PAI-1
mostraram-se elevados ao final da gravidez (p<0.01 e
p<0.05, respectivamente), comparando-se com os valo-
res obtidos 4 meses apoés o parto, embora os valores de t-
PA ao final da gravidez, em sua maioria, nao tenham sido
maiores que o limite superior da faixa de normalidade
definida pelo fabricante (12 ng/mL). Considerando-se que
nao houve diferenca entre os niveis de plasminogénio,
nos dois grupos, é possivel inferir que existia, ao final da
gravidez, um antagonismo de ac¢oes de inibidores e de
ativadores do plasminogénio, o que justificaria os niveis
inalterados de plasminogénio a despeito dos niveis ele-
vados de PAI-1. Além do t-PA, o ativador do plasminogé-
nio tipo uroquinase (u-PA) tem grande importancia®. A
literatura descreve um aumento de u-PA durante a gravi-
dez, uma vez que a placenta produz este ativador®. As-
sim, é possivel que o u-PA tenha agido no sentido de
neutralizar o excesso de PAI-1 e, dessa forma, manter os
niveis de plasminogénio inalterados ao final da gravi-
dez. Em concordancia com os resultados obtidos neste
estudo, Ballergeer et al., 19872, investigaram a resposta
a oclusdo venosa em gestantes e concluiram que a ativi-
dade fibrinolitica ndo estava alterada na gravidez, ape-
sar da alteracao dos niveis plasmaticos de inibidores e
ativadores do plasminogénio. Ha& um consenso na litera-
tura com relacdo ao aumento gradativo de inibidores do
plasminogénio (PAI-1 e PAI-2) ao longo da gravi-
dez'®12152021 o ym papel desses inibidores, no sentido de
proteger a integridade da vascularizagdo placentéria tem
sido proposto’.

O numero de plaquetas circulantes nao diferiu en-
tre os dois grupos. Investigacoes anteriores sugerem
um aumento da ativacdo plaquetdaria durante a gravi-
dez, o que contribui para o estado de hipercoagulabili-
dade'"**. No entanto, no presente estudo nao foi avaliado
se as plaquetas estavam ativadas.

Concluindo, os resultados obtidos neste estudo de-
monstram que a gravidez normal estd associada a uma
exacerbacao do mecanismo da coagulacao e que o sis-
tema fibrinolitico estd funcionando adequadamente, o
que previne a formacao de trombos. Evidéncias de le-
sdo vascular foram obtidas e é provavel que a exposi-
cdo do subendotélio vascular esteja contribuindo para
desencadear a ativacao do sistema da coagulacao. Qua-
tro meses ap6s o parto, nenhuma alteracdo nos para-
metros hemostaticos avaliados foi observada, caracte-
rizando o retorno a condicdo hemostética normal.
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Cistatina C: um novo marcador para filtracao
glomerular comparada ao clearance
de creatinina e a creatinina sérica

Cystatin C: a new marker for glomerular filtration rate compared
to creatinine clearance and serum creatinine

Toni Ricardo Martins®; Cyntia M. T. Fadel-Picheth?; Vénia M. Alcantara®; Marileia Scartezini? & Geraldo Picheth?

RESUMO - A Cistatina C é uma proteina de baixo peso molecular (~ 13 kDa) produzida constantemente em todas
as células nucleadas. Esta molécula é livremente filtrada no glomérulo renal, reabsorvida e catabolizada no tubulo
proximal, sendo os niveis séricos dependentes e indicadores da funcao de filtracdo glomerular. Esta revisao aborda
o desempenho da Cistatina C em relacdo aos testes usualmente empregados na rotina laboratorial para a avalia-
cdo da funcéo renal. Verifica-se que a Cistatina C é um marcador confidvel da filtracdo glomerular mais sensivel
e especifico que as determinacbes de creatinina sérica e clearance de creatinina, e pode ser uma alternativa atrati-
va, especialmente quando a populacdo pediatrica é considerada.

PALAVRAS-CHAVE - Cistatina C, creatinina, clearance de creatinina, doenca renal, indice de filtracdo glomerular.

SUMMARY - Cystatin C is a low molecular weight protein (~ 13 kDa) produced in a constant rate in all nucleated cells.
This molecule is freely filtered in the renal glomeruli, reabsorbed and catabolised in the proximal tubules. Serum levels
of Cystatin C were used as marker for glomerular filtration rate and acclaimed to be more sensitivity and specificity
than serum creatinine and creatinine clearance. We investigated the literature about Cystatin C and its performance
compared to usual routine laboratory kidney function tests. We concluded that Cystatin C is a reliable marker for
glomerular filtration rate, and could be a very attractive alternative to creatinine and creatinine clearance, particular-

ly when the pediatric population are concerned.

KEYWORDS - Cystatin C, serum cretinine, creatinine clearance, renal disease, glomerular filtration rate.
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INTRODUGCAO

funcéo renal é essencial para manutencao da ho-

meostasia do organismo, eliminando produtos de
excrecdo do metabolismo, mantendo a composicdo qui-
mica constante do sangue e dos liquidos intracelular e
intersticial, através dos mecanismos de reabsorcéo e se-
crecdo, que caracterizam os rins como 6rgaos excretores
e também reguladores (Henry, 1995; Strasinger, 1996).

A deficiéncia da funcgéo renal estd fortemente rela-
cionada com a morbidade e a mortalidade. O laborat6-
rio fornece informacodes essenciais para a caracteriza-
cdo das enfermidades renais, através de investigagoes
bioquimicas rotineiras e especializadas, sendo um im-
portante aliado do clinico no campo da nefrologia (Burtis
e Ashwood, 1999).

A funcao renal geralmente é avaliada através da
quantificacdo de um marcador glomerular, que deve
ser eliminado ou clareado do organismo através do me-
canismo de filtracdo glomerular (Hagstam et al., 1974).
Na rotina laboratorial, as determinacoes de uréia, crea-
tinina sérica e clearance de creatinina, sdo emprega-
das como os principais marcadores da funcao renal.

A uréia foi a primeira substancia endégena utiliza-
da para avaliar a funcgdo renal, que teve a sua concen-
tracao determinada no soro. E o principal produto nitro-
genado do catabolismo protéico nos seres humanos, res-

ponséavel por mais de 75% do nitrogénio ndo-protéico
excretado. A uréia, uma molécula pequena e sem car-
ga, é livremente filtrada pelos glomérulos sendo que
uma grande fragdo desta (40-50%) € passivamente reabsor-
vida nos tubulos renais ndo ocorrendo secrecdo tubu-
lar apreciavel (Marshall e Bangert, 1995). O intenso
processamento tubular da uréia pode levar este marca-
dor da funcao renal a subestimar a capacidade de fil-
tracdo glomerular. A concentracdo sérica de uréia € in-
fluenciada também pela dieta (ingesta protéica), fun-
cdo hepética (local de sintese da uréia) e numerosos
estados patoldgicos de origem néo renal, fatores que
afetam sua especificidade como marcador da funcao
renal (Burtis e Ashwood, 1999).

Nas ultimas quatro décadas a creatinina sérica tem
sido utilizada como marcador de preferéncia para ava-
liar a funcéo renal. A creatinina é um produto metab6-
lico da creatina presente no tecido muscular, e a sua
concentracdo sérica é afetada pela idade, sexo e massa
muscular (Heymsfield et al., 1983; James et al., 1988).
A creatinina sérica é livremente filtrada pelos glomé-
rulos, ndo ¢ reabsorvida no tubulo proximal, porém é
secretada em pequena quantidade no mesmo. E um
bom marcador da funcao renal em pacientes com redu-
cdo na capacidade de filtracao glomerular moderada a
severa (<50mL/min), no entanto, é pouco sensivel na
deteccao de pequenos decréscimos na filtracao glome-
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rular, devido a relagdo néo linear entre a concentracao
sérica e capacidade de filtracdo glomerular (Levey et
al., 1989).

Os ensaios de clearance ou depurag¢ao estimam teo-
ricamente a quantidade de plasma ou sangue (mL),
que é completamente clareado (limpo) de uma dada subs-
tdncia em um tempo (minutos) determinado (Walmsley
e White, 1994).

Vérias substancias exégenas podem ser utilizadas
para estimar a filtracao glomerular nos ensaios de clea-
rance como a inulina, 0 °>*Cr-EDTA (4cido etileno diami-
no tetra-acético ligado ao cromo), 0 " Tem-DTPA (dieti-
lenotriaminopenta-acetato ligado ao Tecnécio), o **I-io-
dotalamato, o iohexol, substancias que embora apresen-
tem vantagens na avaliacdo da funcao renal, sdo ensaios
especializados e pouco utilizados na rotina (Shemesh et
al., 1985; Rehling e Rabol, 1989; Goates et al., 1990).
Os clearances de inulina, considerado como gold stan-
dard (Plebani et al., 1998) e de *!Cr-EDTA, sdo marca-
dores da filtracdo glomerular que apresentam caracte-
risticas farmacocinéticas proximas as ideais, porém di-
versas consideracdes praticas tém restringido a sua apli-
cacdo clinica. A administracdo endovenosa destes pro-
dutos, a realizacao dos ensaios, que requerem reagen-
tes e/ou equipamentos complexos, e os custos elevados
justificam a baixa aplicabilidade destas determinacoes.
Outro ensaio promissor, o clearance com iohexol, intro-
duzido hd uma década como uma técnica simples e fle-
xivel de monitoramento da filtracdo glomerular, requer
o uso de cromatografia liquida de alta pressao (HPLC)
na deteccao do iohexol, o que tem limitado a sua utiliza-
cdo (Krutzen et al., 1984).

O emprego na rotina laboratorial do cédlculo do clea-
rance da creatinina endégena, obtido com as determi-
nacoes da creatinina no soro e urina, associado ao fluxo
urinario, permite uma boa estimativa da capacidade de
filtracao glomerular com determinacoes simples e de
baixo custo, mas sujeita a varios interferentes (Perrone
et al., 1992).

Na busca de um marcador de filtragdo renal mais
adequado, diferentes proteinas de baixo peso molecu-
lar, que poderiam oferecer uma correlacao fiel e acura-
da com a filtracdo glomerular foram analisadas. Dentre
essas, a Cistatina C foi reconhecida como um bom mar-
cador enddgeno da filtracdo glomerular, sendo a sua
utilidade bem documentada (Grubb et al., 1985; Dati,
1998; Cruz et al., 1999).

Discutimos neste trabalho as caracteristicas da Cis-
tatina C como marcador da funcdao glomerular e sua
performance comparada a ensaios de rotina como a crea-
tinina sérica e o clearance de creatinina, bem como
com outros marcadores de referéncia da funcao renal.

Cistatina C

Butler e Flynn (1961) descreveram em pacientes com
proteintria, a presenca na urina de uma proteina de-
nominada post-gama, ou post-gama globulina. A pre-
senca da mesma proteina no plasma, urina, liquido
cefalorraquiano, liquidos ascitico e pleural, foi demons-
trada por Hochwald e Thorbecke (1962) que a denomi-
naram g-trace, sendo que foi posteriormente designa-
da como Cistatina C (Dati, 1998; Mussap et al., 1998).

A Cistatina C é uma proteina pertencente a super-
familia das proteinas inibidoras de cisteinas proteina-
ses, também denominadas de superfamilia das cistati-
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nas. A Cistatina C é constituida de 120 aminodcidos e
apresenta baixo peso molecular (~13 kDa). E uma pro-
teina bésica, ndo glicada que apresenta duas pontes
de enxofre. Esta proteina apresenta carga positiva no
pH fisiolégico e ponto isoelétrico de 9,3 (Hochwald et
al., 1962, Mussap et al., 1998, Laterza et al., 2002).

O gene da Cistatina C humana esta localizado no
cromossomo 20p11.2, segundo Grubb e Lofberg (1982).
Finckh et al. (2000) descreveram uma associacdo entre
o haplétipo B, em homozigose do gene da Cistatina C
(GST3 B/B), com a doenca de Alzheimer de apareci-
mento tardio. Outros autores também descrevem uma
relagdo entre o polimorfismo do gene da Cistatina C
com a doenca de Alzheimer (Crawford et al., 2000; Deng
etal., 2001). No entanto, Maruyama et al. (2001) estu-
dando uma populacao japonesa nao confirmaram esta
associacdo. Novos estudos serdo necessarios para subs-
tanciar estes achados e propiciar hipéteses consisten-
tes que expliquem a relacao entre o gene da Cistatina
C e a doenca de Alzheimer.

Uso diagnéstico da Cistatina C
como marcador da fun¢ao renal

Embora o uso da Cistatina C como um novo marcador
para a funcdo renal tenha sido sugerido desde 1985, s6
recentemente o seu uso na rotina laboratorial tem sido
avaliado de forma sistematica (Randers e Erlandsen, 1999).

Os principais atributos da Cistatina C, como marca-
dor bioquimico para avaliar a funcgéo renal de filtracdo
glomerular, sdo o pequeno tamanho e alto ponto isoe-
létrico os quais permitem que esta proteina seja facil-
mente filtrada através da membrana glomerular, sendo
reabsorvida no tubulo proximal em uma proporcéao sig-
nificativa e, entdo, catabolizada de forma quase total
neste sitio (Plebani et al., 1998; Cruz et al., 1999). Nao
estdo descritas rotas extra-renais de eliminacéao da Cis-
tatina C, e fatores como processos inflamatorios e in-
fecciosos nao alteram os niveis desta proteina, que sdo
essencialmente dependentes da filtracao glomerular.
(Burtis e Ashwoood, 1999). No entanto, a elevagdo dos
niveis de Cistatina C durante a evolucado de doencas
malignas, na auséncia de alteracdes da funcao renal,
foi observada, sugerindo que o aumento da sintese desta
proteina seja induzida por estes processos patologicos
(Newman, 1999). Entretanto, ndo se observou altera-
¢do nos niveis séricos de Cistatina C em pacientes com
doencas proliferativas de origem hematoldgica, quan-
do os niveis desta proteina foram comparadas aos mar-
cadores beta-2-microglobulina e a razao beta-2-micro-
globulina/Cistastina C (Mojiminiyi et al. 2002).

Os niveis séricos de Cistatina C nao sao afetados pela
massa muscular e alteram-se muito pouco com a idade,
nitidas vantagens quando comparada a creatinina (Fin-
neyetal., 1997). A Figura 1 mostra de forma esquematica
o processamento da Cistatina C no néfron.

Cistatina C, creatinina sérica e clearance de creatinina |

As determinacbes da creatinina sérica e do clearan-
ce de creatinina em urina de 24 horas sao os procedi-
mentos mais utilizados para a avaliacao da funcao de
filtracdo glomerular na rotina laboratorial, porém, apre-
sentam alguns inconvenientes. Varidveis pré-analiticas
como a perda de urina durante a coleta e hidratacao
inadequada do paciente, bem como interferéncia anali-
tica método-dependente decorrente da presenca de bi-
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séricos dependentes da filtracao y
glomerular. Urina

FIG.1 - Processamento da Cistatina C no néfron.

lirrubina, glicose, ascorbato e hemolise em niveis apre-
cidveis, ou substancias exégenas como as ciclosporinas
e cefalosporinas e outros medicamentos e seus metab6-
litos, acabam limitando a utilidade desses marcadores
(Plebani et al., 1998). Nas situacdes em que a fungédo
renal estd discretamente alterada, a correlacdo entre a
creatinina sérica e a filtracado glomerular é menor, le-
vando a uma estimativa imprecisa da filtracao glomeru-
lar devido a alta variabilidade interindividual (Schemesh
et al., 1985). Foi sugerido que a determinacdo de Cista-
tina C possa substituir as dosagens séricas de creatini-
na nos estudo de avaliagdo da funcdo glomerular (New-
man et al., 1995).

A Tabela I resume as principais vantagens da Cista-
tina C em relacao a determinacéao do clearance de creati-
nina (Plebani et al., 1998; Finney et al., 1997; Cruz et al.,
1999).

Vérios estudos tém comparado os niveis séricos de
Cistatina C com os marcadores utilizados de rotina,
creatinina e clearance de creatinina. Segundo Stickle
et al. (1998) que analisaram os resultados de uma po-
pulacéo pediatrica, sumarizados na Tabela II, a quan-
tificacdo da Cistatina C € equivalente a determinacéao
da creatinina na avaliacao da funcao glomerular.

Entretanto em um outro estudo realizado com uma
populacédo pediatrica (6,9+2,8 anos) e utilizando o clea-
rance de inulina (r=0,88) como referéncia, foi reporta-
do que a reciproca da concentracdo da Cistatina C sé-
rica apresentou correlacdao melhor e significativa
(p<0,01) do que a reciproca da creatinina sérica
(r=0,72). Utilizando um cut off para a Cistatina C de
1,39 mg/L, foram obtidos valores de 90% e 86%, respec-
tivamente, para sensibilidade e especificidade
(Bokenkamp et al. 1998). Estes autores concluiram que
a Cistatina C parece ser uma alternativa promissora a
determinacao de creatinina como marcador da filtracao
glomerular, em particular pela concentracao desta pro-
teina ser independente de idade, sexo, peso, altura,
fatores que afetam a utilidade da creatinina sérica, no
que concordam Helin et al. (1998). Através de andlise
de regressao linear Bokenkamp et al. (1998) propuse-
ram estimar a filtragdao glomerular com base na concen-
tracao sérica de Cistatina C, sendo a filtragdo glomeru-
lar (expressa em mL/mim/1,73m?) estimada pelo célcu-
lo [163/Cistatina C (mg/L)] - 30.

RBAC, vol. 35(4), 2003

TABELA |
Vantagens da determinacao sérica da Cistatina C
em relacao ao clearance de creatinina na
avaliacao da funcao glomerular

Variaveis Cistatina C Clearance de Creatinina
Massa Sem Depende da
muscular interferéncia massa muscular
ldad Sem variagao Varia
acde apreciavel significativamente
Sem variagao -
Sexo apreciavel Varigvel
A Necessita soro e urina
Amostra penasduma coletada em tempo determinado,
amostra de soro usualmente 24 horas.
Al - Sem Alimentacéo
imentacao interferéncia pode interferir
Fase Poucos Varios
analitica interferentes interferentes
TABELA Il
Cistatina C e creatinina sérica em populacao pediatrica
Faixa etaria . _— e
o : Analito Cutoff | Sensibilidade |Especificidade| p n
(anos)
Cistatina C 1,2mg/L 0,80 0,91 26
4at2 Iotann: mg/ 029
Creatinina 8,0mg/L 0,67 1,00 26
Cistatina C 1,4mg/L 0,87 1,00 34
12219 e mg/ 099
Creatinina 9,0mg/L 0,91 0,91 34

Segundo Stickle et al., 1998.

Utilizando como referéncia o clearance com *'Cr-
EDTA em 52 pacientes pediatricos , com idade entre 2 e
16 anos, dos quais, 19 apresentavam uma filtracao glo-
merular < 90 mL/min a correlacdo encontrada para a
Cistatina C foi de r=0,89 e r=0,80 para a creatinina
sérica. A Cistatina C apresentou melhor desempenho
do que a creatinina sérica, apresentando uma sensibi-
lidade e especificidade de 100% e 97% respectivamen-
te, para estimar a filtracao glomerular, enquanto que
para a creatinina sérica os valores de sensibilidade e
especificidade foram 74% e 97% respectivamente (Yli-
nen et al. 1999).

A determinacdo de Cistatina C apresenta vantagens
em relacdo a creatinina sérica e ao clearance de creati-
nina em populagdes pediatricas. Por estar relacionada
com a massa muscular, a creatinina sérica pode néo
detectar pequenos aumentos na filtracao glomerular em
criancas menores de 4 anos que apresentem pequenas
lesdes renais, enquanto a Cistatina C parece ser bas-
tante constante em criancas maiores de 1 ano de idade
e adultos (Laterza et al., 2002).

Uma correlacao similar na avaliacao da filtracdo glo-
merular entre a Cistatina C e a creatinina sérica foi re-
portada por Grubb et al. (1985), sendo o clearance com
*ICr-EDTA utilizado como referéncia. Os resultados
encontrados foram r=0,77 e 0,75 respectivamente para
Cistatina C e creatinina sérica. Nesse estudo foram
analisados 135 pacientes com idade entre 7 e 77 anos
apresentando varias patologias renais, incluindo glo-
merulonefrite primdria e secundaria, desordens reuma-
ticas e nefropatias diabéticas.

Em um estudo realizado com 27 pacientes-controle,
saudaveis e 24 pacientes com reducéo na taxa de filtra-
cdo glomerular (<80ml/min) Kyhse-Andersen et al.
(1994), encontraram uma correlagéo significativamente
maior (p<0,001) para a concentracdo da Cistatina C
com r=0,87 do que para a creatinina sérica com r=0,71,
quando a funcao de filtracao glomerular foi avaliada
através do clearance de iohexol, sugerindo a impor-

209



tancia da Cistatina C como um marcador endégeno na
avaliacao da taxa de filtracdao glomerular.

Kazama et al., (2002) estudando 212 pacientes apre-
sentando véarias doencas renais concluem que a Cista-
tina C é um teste excelente para a deteccdo de disfun-
¢oes renais subclinicas. Correlacdes der=0,91 e r=0,89
respectivamente para Cistatina C e creatinina sérica
foram encontradas em estudo realizado com 76 pacien-
tes com diversas doencas renais quando a avaliacao da
funcdo glomerular foi comparada ao clearance com
9mTe_DTPA (Randers et al. 1998).

A Cistatina C apresentou um desempenho superior
as determinacoes de creatinina e ao clearance de crea-
tinina na estimativa da filtracdo glomerular apés trans-
plante renal. Foi relatada uma forte correlacao da Cis-
tatina C com o clearance realizado com *'Cr-EDTA e a
auséncia de resultados falso-positivos, enquanto a crea-
tinina apresentou uma grosseira superestimativa da fil-
tracdo glomerular com 25% de resultados falsos negati-
vos (Le Bricon et al. 2000).

Trabalhando com a possibilidade de substituicao da
determinacao da creatinina sérica pela Cistatina C para
a estimativa da filtragdo glomerular, Stabuc et al. (2000)
estudaram 72 pacientes com cancer, antes e depois das
sessOes de quimioterapia. Os resultados demonstraram
a superioridade da Cistatina C em relacéo a creatinina
sérica na avaliacdo da funcao renal, quando a filtracao
glomerular foi < 78 mL/min. O clearance com *'Cr-EDTA
foi utilizado como referéncia (r=0,84 vs 0,74 respectiva-
mente; p=0,01). Os resultados encontrados foram inde-
pendentes da presenca de metdstases, e aqueles auto-
res concluiram que a Cistatina C pode ser uma escolha
melhor que a creatinina sérica para monitorar a funcao
renal durante a quimioterapia.

Harmoinen et al. (1999), avaliaram a Cistatina C
como marcador da filtracao glomerular em pacientes
com diabetes tipo 2, usando como referéncia o clearance
de °'Cr-EDTA. Observaram uma melhor correlagao com
a concentracdo da Cistatina C (r=0,774) frente ao clea-
rance de °*'Cr-EDTA, do que a creatinina sérica e o clea-
rance de creatinina, respectivamente, r=0,556 e
1=0,411. Concluem que a Cistatina C é mais sensivel e
especifica do que a creatinina sérica e o clearance de
creatinina na avaliacdo da taxa de filtracao glomerular
em pacientes com diabetes tipo 2, quando a filtracao
glomerular estd normal ou ligeiramente reduzida.

A Cistatina C também mostrou ser um bom marca-
dor na avaliacdao da funcado renal em pacientes que
apresentavam artrite reumato6ide por um periodo supe-
rior a 50 meses. Em 56 pacientes (62,1+13,8 anos) usua-
rios de medicacdo com potencial nefrotéxico foram rea-
lizadas as determinacoes de Cistatina C, creatinina
sérica e clearance de creatinina. Destes pacientes, 60%
exibiram niveis elevados de Cistatina C, enquanto ape-
nas 3 mostraram aumento nos niveis de creatinina sé-
rica, sendo que o clearance de creatinina mostrou-se
reduzido em 57% dos pacientes, evidenciando uma
correlagao superior da Cistatina C com o clearance de
creatinina quando comparada a creatinina sérica. Des-
ta forma, a Cistatina C pode ser um indicador precoce
de doenca renal incipiente, na artrite reumatdide
(Mangge et al., 2000).

Um estudo de meta-andlise de 46 artigos publica-
dos na literatura internacional até dezembro de 2001
permitiu a Dharnidharka et al. (2002) concluirem que
a determinacédo de Cistatina C é superior a determina-
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cdo da creatinina sérica como marcador da funcao de
filtracao glomerular.

Em uma avaliacao envolvendo pacientes que apre-
sentaram a condicdo de pré-eclampsia (pressdo san-
glinea diastélica > 90 mmHg, excrecdo de albumina
urindria > 300mg/L), Strevens et al (2001) demonstra-
ram vantagens no uso da Cistatina C quando compa-
rada a creatinina e ao urato sérico. Cabe ressaltar que
nestes pacientes todos os marcadores mostraram niveis
séricos elevados, porém, a Cistatina C apresentou me-
lhor desempenho (exatiddo diagnostica) na caracteri-
zacgao da pré-eclampsia do que os outros componentes
sanglineos. A Cistatina C também se mostrou um mar-
cador confiavel na avaliagdo da filtracdo glomerular em
mulheres gravidas, ndo-gravidas, saudaveis ou hiper-
tensas (Strevens et al., 2002).

Estudos envolvendo pacientes com cirrose hepética
e sua relacdao com a Cistatina C tem sido realizados.
Pacientes com cirrose avancada e reducéao na filtracao
glomerular podem apresentar valores séricos normais
de creatinina, devido ao decréscimo da massa muscu-
lar e aumento da secrecdo tubular de creatinina (Taka-
batake et al., 1988; Caregaro et al., 1994). Orlando et
al. (2002) compararam a Cistatina C, creatinina sérica
e clearance de creatinina diante do clearance de inu-
lina para avaliar a filtracao glomerular em 36 pacien-
tes com cirrose hepatica e 56 pacientes ndo-cirréticos,
ambos os grupos continham pacientes com filtracao glo-
merular normal e alterada. A Cistatina C apresentou
maior sensibilidade diagndstica no decréscimo da taxa
de filtracdao glomerular, mostrando-se, portanto, supe-
rior aos marcadores laboratoriais utilizados de rotina.
Randers et al. (2002) também relataram a melhor acu-
racia da Cistatina C quando comparada a creatinina
sérica no diagndstico de pacientes com cirrose hepati-
ca e filtracao glomerular reduzida.

Também trabalhando com pacientes cirréticos, Woi-
tas et al. (2000) encontraram vantagem significativa no
uso da Cistatina C na deteccao da alteracao da filtra-
cao glomerular em relacao a creatinina e ao clearance
de creatinina. No entanto, observaram que nenhum dos
marcadores citados permite a estimativa exata da fil-
tracdo glomerular em cirréticos.

Comparando a creatinina sérica com o quociente
albumina/creatinina e a Cistatina C na avaliacdo da
funcéo renal em pacientes com mais de 70 anos, Wasén
et al. (2002) mostraram que a Cistatina C é um marca-
dor confidvel e um ensaio simples para triagem na de-
tecgdo precoce da insuficiéncia renal em idosos.

Quando comparada com a creatinina e outros mar-
cadores protéicos de baixo peso molecular na deteccao
de reducao na filtracao glomerular, em pacientes sele-
cionados pelo clearance com 9mTe-DTPA, a Cistatina C
apresentou boa performance. Os valores descritos por
Jung e Jung (1995) estdo mostrados na Tabela III.

A quantificacdo da f,-microglobulina sérica é utili-
zada para o diagnoéstico e monitoramento de certas doen-
cas infecciosas e malignas, em particular doencas linfo-
proliferativas como a mielomatose (Bethea e Forman,
1990). Porém, a concentracédo da 3,-microglobulina séri-
ca sofre marcada influéncia da filtragdo renal do pacien-
te. Como a Cistatina C sérica € influenciada apenas pela
filtracdo renal, a razdo entre as determinacoes séricas
de f,-microglobulina/Cistatina C tém sido considerado
um parametro mais especifico para caracterizar a pro-
dugéo celular de §,-microglobulina do que a determina-
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TABELA 1l
Comparacao da Cistatina C com creatinina sérica
e outros marcadores protéicos de baixo peso molecular na
deteccao da reducao da filtracao glomerular
em pacientes (n= 31) selecionados pelo clearance com *™Tc-
DTPA e cut off de 1,36 mL.s"' (Jung e Jung, 1995)

Paramet Cutoff | Sensibilidade |Especificidade, Uso
ardmetro (mg/L) (%) (%) diagnostico
- H=2,75 88,2 85,7 Filtragao
Cistatina C M=2,29 _ — glomerular
a,-microglobulina — 765 929 Retautéslﬂragrao

Doencas infecciosas

B,-microglobulina 2,75 64,7 100 e malignas, doencas
linfoproliferativas
Crea}ti.nina H=12,0 529 100 Filtracao
sérica M=11,0 glomerular

H=homens; M=mulheres

cdo desta proteina isolada. Foram propostos valores de
referéncia de 1,45 a 2,43 para a relacdo f3,-microglobuli-
na/Cistatina C em adultos (Norlund et al., 1997).

A Figura 2 representa as curvas de sensibilidade e es-
pecificidade diagnéstica para os ensaios de Cistatina C e
creatinina séricas. Os resultados apresentados sao repre-
sentativos de varias referéncias encontradas na literatura.

A quantificacao da Cistatina C

A Cistatina C é muito estavel no soro, pode ser ar-
mazenado a 4°C ou congelado durante semanas ou
meses sem perda aprecidvel na sua concentracdo. No
liquido cefalorraquiano esta proteina pode ser degra-
dada rapidamente, possivelmente pela acao das seri-
nas proteases produzidas por microorganismos conta-
minantes ou liberagdo das enzimas de granuldcitos
durante o processo inflamatério (Abrahamson et al.,
1991). A dosagem em plasma heparinizado também é
adequada, embora a turbidez decorrente de lipemia ou
material particulado presente na amostra sejam fatores
interferentes para os ensaios nefelométricos e turbidi-
métricos (Dade Behring, 1999).

Embora o uso diagnéstico para a Cistatina C tenha
sido proposto hd muitos anos, varios procedimentos uti-
lizando como principios de ensaio o enzimaimunoen-
saio (EIA), o radioimunoensaio (RIA), o fluoroimuno-
ensaio e a imunodifusdo radial simples (RID) estdo
descritos, sem no entanto apresentarem uma padroni-
zacdo (Mussap et al., 1998).

O primeiro ensaio para quantificar a Cistatina C,
desenvolvido em 1979, foi um radioimunoensaio (RIA)
que tinha como limite de deteccao 30 ug/L, o que foi
suficiente para detectar a Cistatina C no soro de indivi-
duos saudaveis. Posteriormente, novas técnicas foram de-
senvolvidas, apresentando como limite de deteccao o
intervalo de 0,13-1,9 ug/L (Lofberg et al., 1979; Laterza
et al.,, 2002).

Mais recentemente, métodos imunolégicos basea-
dos na turbidimetria e nefelometria, mais simples, acu-
rados e rapidos, vém ganhando espac¢o no laboratério
clinico para quantificar a Cistatina C. As técnicas tur-
bidimétricas e nefelométricas requerem pequenas quan-
tidades de amostra, sdo métodos rapidos, precisos e
apresentam a com possibilidade de automacéao (Dati,
1998; Newman et al., 1995; Kyhse-Andersen et al.,
1994). A Figura 3 mostra o principio dos ensaios turbi-
dimétricos ou nefelométricos utilizando particulas de
latex ligadas a anticorpos contra a Cistatina C.
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FIG. 2 - Sensibilidade e especificidade das determinagdes séricas de Cistatina
C e creatinina (adaptado de Burtis e Ashwood, 1999).
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FIG. 3 - Principio dos ensaios turbidimétricos ou nefelométricos para determi-
nacao da Cistatina C sérica.

Aimprecisdo analitica da determinacéo sérica da Cis-
tatina C apresenta o coeficiente de variacao entre 1,2 a
5,5% (interensaio) para concentracoes de 5,28 e 0,97 mg/L,
respectivamente no ensaio imunoturbidimétrico
(Bokenkamp et al., 1998). As concentragoes de Cistatina C
nao foram afetadas pelo uso de corticosterdide em altas
doses, utilizado na terapia da sindrome nefrética sensi-
vel a corticosterdide em criancas (Bokenkamp et al., 2002).

Por ser absorvida e catabolizada quase completamen-
te, a Cistatina C esté presente em baixas concentracoes
na urina. No soro é encontrada em individuos saudaveis
em uma concentracdo média de 0,9 mg/L, sendo que no
LCR apresenta valores maiores, ndo s6 em adultos como
também em criangas menores de um ano de idade, devi-
do a presenca no sistema nervoso central de células es-
pecializadas que produzem grandes quantidades desta
proteina (Lofberg et al., 1980; Cruz et al., 1999).

Para a populacdo pediatrica, com mais de um ano
de vida e sem doenca renal, os valores encontram-se
na faixa de 0,7 a 1,38 mg/L (Bokenkamp et al., 1998).
Nos recém-natos, os niveis de Cistatina C sao maiores
(1,64 —-2,59 mg/L) que em adultos, provavelmente devi-
do ao reflexo da baixa filtracado glomerular nesta popu-
lacdo. Fischbach et al. (2002) encontraram para crian-
cas com menos de 18 meses de vida, valores para Cis-
tatina C sérica entre 0,70 a 1,18 mg/L.

Valores de referéncia para a determinacéo da Cista-
tina C, medida por nefelometria ou turbidimetria estao
descritos observados na Tabela IV.

| Cistatina C e variabilidade biolégica

A razéo entre a variabilidade bioldgica intraindivi-
dual (CV)) e interindividual (CV), definida como indi-
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TABELA IV
Valores de referéncia para Cistatina C
em diferentes liquidos bioldgicos

Média | Amplitude
(mg/L) | de variagéo
Soro (neonatos, 1° dia) 2,20 | 1,55-2,98
Soro (neonatos, 3° dia) 1,82 | 1,38-2,67
Soro (neonatos, 1-3 dias) 2,16 | 1,64-2,59
Soro (recém-natos, 3-30 dias)| 1,59 | 1,08-2,30
Soro (criangas, 2—4 meses) 1,59 | 1,05-2,30 Bokenkamp et al., 1998
Soro (criangas, > 4 meses) 1,34 | 1,05-1,52 Bokenkamp et al., 1998

(

(

(

(

(

Amostras Fonte

Mussap et al., 1998
Mussap et al., 1998
Bokenkamp et al., 1998
Bokenkamp et al., 1998

Soro (criangas, > 1 ano) 1,04 | 0,70-1,38 Bokenkamp et al., 1998
Soro (adultos) 0,90 0,6-1,20 Kyhse-Andersen et al., 1994
Soro (adultos) 1,25 - Newman et al., 1995
Soro (adultos, 20 a 50 anos) 0,96 | 0,70-1,21 Norlund et al., 1997
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FIG.4 - Média e amplitude de variagao para as determinagées de (A) creatinina
sérica e (B) Cistatina C de 12 individuos adultos normais obtidos de 10 deter-
minagoes com duas tomadas de amostra por semana. As linhas pontilhadas
representam os valores de referéncia para a populagao estudada. Dados
adaptados de Keevil et al. (1998).
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TABELA VI
Principais caracteristicas da Cistatina C

Soro (adultos, > 50 anos) 1,20 | 0,84-1,55 Norlund et al. 1997 Cistatina C Caracteristicas
Urina (amostra ao acaso) 0,10 | 0,03-0,30 Lofberg e Grubb, 1979 Sindnimos Post-gama, post-gama globulina, g-trace
Liquido cefalorraquiano (LCR) | 5,80 | 3,20-12,50 Lofberg et al., 1980
— — ~ Peso molecular ~ 13 kDa
Liquido amnidtico 1,00 | 0,80-1,40 Lofberg et al., 1980 .
Liquido seminal 50 41-62 Grubb et al., 1983 Ponto Isoelétrico ~93
120 aminodcidos / duas pontes de enxofre.
TABELA V Estrutura

Variabilidade biolégica e analitica para
Cistatina C e creatinina sérica

. CVa Cv, CVq Diferenca

Analito (%) (%) %) LL | critica (%)
Cistatina C 89 133 81 164 443
Creatinina sérica 31 49 182 027 16,1

CVa=Coeficiente de Variagdo analitica; CV,=Coeficiente de Variagdo biol6-
gica intra-individual; CV =Coeficiente de Variagéo biolégica interindividual;
I.I.=Indice de Individualidade (CV,/CV,); Diferenca critica=2,77[(CVa)* +
[(CV)?]"2. Adaptado de Keevil et al. (1998).

ce de individualidade (I.I.=CV,/CV_), fornece informa-
coes relevantes na escolha de um ensaio laboratorial.
Segundo Harris et al. (1974), quando o indice de indi-
vidualidade (I.I.) de um ensaio laboratorial ¢ < 0,6 a
utilizacdo de valores de referéncia, baseados em dados
populacionais, sao de valor limitado na deteccao de re-
sultados incomuns para um individuo particular. No
entanto, quando o I.I. € >3 1,4 a variacdo de um indivi-
duo particular estara préxima a dos limites dos valores
de referéncia populacionais, facilitando o uso diagnos-
tico deste marcador. Keevil et al. (1998) em estudo so-
bre a variabilidade biol6égica encontraram valores para o
indice de individualidade de 1,64 e 0,27, para Cistatina
C e creatinina sérica, respectivamente (Tabela V).

O elevado indice de individualidade da Cistatina C,
incomum em ensaios laboratoriais, sugere que a determi-
nacao de Cistatina C pode ser mais util no diagnéstico da
lesdo renal, enquanto a creatinina sérica, que apresenta
baixo indice de individualidade, pode ser melhor no
monitoramento da enfermidade renal (Fraser, 2001). Desta
forma, quando um individuo ultrapassa seu coeficiente
de variacao biolégico (CV;) para Cistatina C (Fig.4-B),
ele estad préoximo a ultrapassar os valores de referéncia, o
que nao ocorre com a creatinina sérica (Fig.4-A).

Dois resultados consecutivos de um mesmo pacien-
te devem diferir em pelo menos 44% e 16% (diferenca
critica, Tabela V), respectivamente, para Cistatina C e
creatinina sérica para serem estatisticamente diferen-
tes, considerando uma probabilidade de 5%. Os valo-
res expressivamente superiores para a diferenca criti-
ca da Cistatina C, em comparac¢do com a creatinina sé-
rica reforcam que a Cistatina C nédo é tao sensivel quan-
to a Ultima para a deteccdo de mudancas dentro de um
mesmo individuo (Keevil et al., 1998).
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Molécula elipsoide.

Células nucleadas com sintese

Local de produgéo em velocidade constante.

Marcador de fungéo renal, sendo
indicador da filtracdo glomerular.

Livremente filtrada pelo glomérulo é
reabsorvida quase que totalmente no
tlbulo proximal e degradada nas células
tubulares, ndo retornando a circulagao.

Uso diagnéstico

Nao sofre variagdes expressivas com
idade, sexo e massa corporal.

Metodologia usual Imunonefelometria/imunoturbidimetria

Amostra Soro ou plasma heparinizado
Valores de referéncia (adultos) 06a1.2mglL
Valores de cut off sugeridos ~ 1,4 mg/L

Variabilidade analitica

(nefelometria) ~ 1,2 a5% (CV interensaio)

Intra-individual ~ 13,3%
Interindividual ~ 8,1%

Segundo Grubb e Léfberg (1982); Schemesh et al. (1985); Kyhse-Andersen et al
(1994); Finney et al (1997); Dati (1998); Dade Behring (1999).

Variabilidade bioldgica (CV %)

A Tabela VI destaca resumidamente as principais
propriedades da Cistatina C com referéncia ao seu uso
marcador da funcéo renal.

Em resumo, a literatura aponta a quantificacdo sérica
da Cistatina C como um bom marcador da funcao de filtra-
cdo glomerular e um ensaio potencial para ser incluido na
rotina do laboratério. Varios estudos apontam a quantifi-
cacao sérica da Cistatina C como superior as determina-
¢oes de creatinina sérica e ao clearance de creatinina em
sensibilidade e especificidade. O uso da Cistatina C pode
ser particularmente 1til para a populacgdo pediatrica.
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Prevaléncia de enteroparasitos em moradores
de vilas periféricas de Porto Alegre, RS

Survey of intestinal parasites among inhabitants of Porto Alegre Metropolitan area

Marcio de Assis; Fernanda P Borges; Roberto C. V. Santos; Adroaldo Lunardelli; Patrick B. Gaspareto;
Cassio M. Graziottin; Rafael V. Michel, Tiana Tasca & Geraldo A. De Carli

RESUMO - Realizou-se um trabalho integrado de pesquisa e extensdo comunitdria com o objetivo de determinar a
prevaléncia das enteroparasitoses na vila Fatima (Mato Sampaio), Campo da Tuca e Vila dos Papeleiros, vilas
periféricas de Porto Alegre. Este estudo foi realizado durante os anos de 1999 e 2002 em uma populacdo de 594
pessoas, todas residentes nestas vilas. As amostras fecais foram examinadas pela técnica de Hoffman, Pons e
Janer. O maior percentual geral de infeccdo obtido para nematdides foi de 39,5% (235) para Ascaris Iumbricoides
e, entre os protozodrios, a Giardia lamblia com 18,0% (107). As altas taxas de enteroparasitos entre criancas e
adultos jovens moradores destas vilas mostrou o baixo nivel s6cio-econoémico, a falta de escolaridade e a inexistén-
cia de saneamento bdsico.

PALAVRAS-CHAVE - Prevaléncia, enteroparasitoses, levantamento epidemiolégico.

SUMMARY - An integrated programme of studies on prevalence of intestinal parasite infections was performed
between 1999 and 2002, in inhabitants of the metropolitan area of Porto Alegre, RS. In order to determine the preva-
lence rate of intestinal parasites in this population a total of 594 stools specimens were collected. The samples were
examined by Hoffman, Pons and Janer technique. The results revealed that Ascaris lumbricoides (39.5%) and Giardia

lamblia (18.01%) were the predominant intestinal parasite in the present survey.

KEYWORDS - Intestinal parasites, survey, integrated program, epidemiology.
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INTRODUGAO

transmissdo dos enteroparasitos estd diretamente
relacionada com as condigoes de vida e de higiene
das comunidades urbanas e rurais. A alta prevaléncia de
parasitos entre as populacdes de baixo nivel sécio-eco-
némico é resultante do padrdo de vida, de higiene e
de educacao, os quais, sdo inadequados e deficientes
(De Carli & Candia 1992). No Brasil, as enteroparasi-
toses figuram entre os principais problemas de saude
publica e, no entanto, a investigacdo dessas doencas
tem sido amplamente negligenciada (De Carli et al.,
1997). As campanhas de controle e erradicacdo das
enteroparasitoses nao requerem grandes financiamen-
tos, capacidade humana e complexo equipamento mé-
dico de alta tecnologia, mas de uma imediata conscien-
tizacdao das populagdes sobre higiene, educacao sani-
tdria e de uma urgente campanha de tratamento em
massa (De Carli et al., 1994, 1997). Nas favelas, com-
postas por conjuntos de casebres, usualmente com bai-
xas medidas sanitdrias, com o meio ambiente poluido,
vivem pessoas doentes, especialmente criancas e adul-
tos jovens. Algumas favelas estao situadas nas proxi-
midades dos depositos de lixo, enquanto outras, perto
dos limites do esgoto (De Carli 1998). Os parasitos in-
testinais estdo entre os parasitos mais freqiientemente
encontrados nos seres humanos. Os helmintos mais
frequientes sao Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiu-
ra e entre os protozodrios, a Entamoeba histolytica e
Giardia lamblia.
Estima-se que cerca de 1 bilhdo de individuos no
mundo alberguem G. Iamblia e E. histolytica. Os da-
nos que os enteroparasitos podem causar a seus porta-

dores incluem, entre outros, a obstrucdo intestinal (A.
lumbricoides), a desnutricdo (A. lumbricoides e T. tri-
chiura), a anemia por deficiéncia de ferro (ancilosto-
mideos) e quadros de diarréia e de méa absorcao (E.
histolytica e G. lamblia), sendo que as manifestagdes
clinicas sdo usualmente proporcionais a carga parasi-
taria albergada pelo individuo (Ferreira et al., 2000).

Na Faculdade de Farméacia da Pontificia Universida-
de Catodlica do Rio Grande do Sul (PUCRS), a disciplina
de Parasitologia Clinica realiza anualmente estudos epi-
demiolégicos coproparasitolégicos em diferentes comu-
nidades. Esta pesquisa é a etapa inicial de um estudo
sobre a transmissdo de parasitos intestinais na Vila Fati-
ma (Mato Sampaio), Vila dos Papeleiros, e Campo da
Tuca, situadas na periferia da cidade de Porto Alegre (RS).
O objetivo deste trabalho foi estabelecer e avaliar a pre-
valéncia das enteroparasitoses nas criangas e nos adul-
tos jovens residentes nessas vilas.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo: Foram estudados 594 moradores,
residentes na Vila dos Papeleiros, Vila Fatima (Mato
Sampaio) e Campo da Tuca, na cidade de Porto Alegre,
RS, durante o periodo de agosto de 1999 a agosto de
2002. A Vila Fatima (Mato Sampaio) apresenta uma po-
pulacdo estimada de 11.700 habitantes, totalizando um
numero de 2.500 familias, localizada no bairro Bom Je-
sus, Regido 2: Leste, Nordeste e eixo Baltazar. A Vila
dos Papeleiros fica na Avenida Castelo Branco e Rua
Voluntdrios da Patria, zona Norte de Porto Alegre, com
aproximadamente 600 pessoas. O Campo da Tuca loca-
liza-se no bairro Partenon. Estas vilas foram implanta-
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das fora do perimetro urbano, sendo habitadas por uma
populacdo heterogénea. As casas ndo sdo padroniza-
das, possuindo um ou dois dormitérios, cozinha e sani-
tario. A grande maioria das residéncias possui latrina
fora da casa. Algumas casas sdao servidas pela rede de
4dgua, enquanto outras tém poco proéprio, cisterna ou
reservatoério. O lixo, em raras casas, € removido diaria-
mente, em outras, ele é queimado, enterrado ou deixa-
do exposto em monturos sobre o solo. As ruas nao sao
pavimentadas e nem calgadas. A populacao, de manei-
ra geral, é constituida por mecanicos, motoristas, comer-
cidrios, funciondrios publicos, domésticas, pintores, pe-
dreiros e principalmente catadores de papel.

Colheita da amostra: Na primeira visita as vilas,
apds a motivacdo das criancas e adultos jovens sobre
os problemas de higiene e educacdo sanitdria, foram
distribuidos recipientes para a colheita das fezes. Foi
examinada apenas uma amostra de cada pessoa, den-
tro de um periodo de 12 horas, ap6s a colheita.

Método de exame: O procedimento usado para o exa-
me parasitolégico das fezes foi a técnica da sedimenta-
¢éo, espontanea (Hoffman, Pons e Janer, 1934, Lutz 1919).
Foi examinada uma amostra de cada pessoa. Devido as
dificuldades impostas pelas criancas e adultos jovens nao
foi possivel realizar o método da fita de celofane adesiva
e transparente para a pesquisa de ovos de Enterobius
vermicularis em toda a populacao estudada. Todos os
exames foram realizados no Laboratorio de Parasitologia
Clinica da Faculdade de Farmdcia da Pontificia Universi-
dade Catélica do Rio Grande do Sul, (PUCRS). Foram
observados os corretos procedimentos quanto ao controle
de qualidade; preparacdao adequada da amostra; arma-
zenamento e preservacao dos espécimes submetidos ao
diagnostico; monitoramento do equipamento; correta su-
pervisao e treinamento da equipe; uso de manuais de
procedimentos, revistas cientificas especificas e referén-
cias bibliograficas, as quais sempre estavam a disposi¢do
dos alunos (De Carli e Oliveira 1999).

RESULTADOS

Pelos dados observados das 594 amostras analisadas,
69,5% (413) apresentaram resultados positivos e 30,5% (181)
foram negativas para parasitos intestinais (Tabela I). A
andlise dos resultados mostrou que a Vila dos Papeleiros
apresentou indice de infec¢do igual a 81,7% (183), en-
quanto na Vila Fatima e Campo da Tuca a prevaléncia
de parasitos foi de 71,2% (99) e 56,7% (131) respectiva-

TABELA |
Prevaléncia de enteroparasitos em uma populacao
de 594 pessoas da Vila do Papeleiros, Vila Fatima
(Mato Sampaio) e Campo da Tuca

N° de amostras Amostras Amostras
examinadas positivas negativas
594 413 181
(100,0%) (69,5%) (30,5%)
TABELA i

Prevaléncia de enteroparasitos em uma populacao
de 594 pessoas residentes na Vila dos Papeleiros,
Vila Fatima (Mato Sampaio) e Campo da Tuca

Origem das N° de amostras | Amostras Amostras

amostras examinadas positivas negativas
Vila dos Papeleiros (10202,8%) (81?73%) (1é%%)
Vila Fatima (1010?:(9)%) (7 193 % e 842%)
Campo da Tuca (168 0%) (567%) @ %%)
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TABELA 1l
Distribuicao especifica de parasitos intestinais
em 594 pessoas na Vila dos Papeleiros,
Vila Fatima (Mato Sampaio) e Campo da Tuca

Parasitos Frequéncia* (%)
* Helmintos
Ascaris lumbricoides 235 39,5
Trichuris trichiura 188 31,6
Enterobius vermicularis 2 0,3
Strongyloides stercoralis 13 2,2
Taenia spp. 1 01
Hymenolepis nana 26 44
Total 465 78,1
* Protozoarios
Entamoeba histolytica/E. dispar** 10 1,7
Entamoeba coli 85 14,3
Endolimax nana 65 10,9
lodamoeba_butschlii 1 01
Giardia lamblia 107 18,0
Total 268 45,0

* Muitas amostras contém mais de um parasito.

**Q diagndstico laboratorial diferencial entre Entamoeba histolytica e E. dispar
nao pode ser realizado tomando como base a morfologia, a ndo ser que sejam
vistas hemacias ingeridas pelos trofozoitos (E. histolytica). E. histolytica é usado
para designar a existéncia de zimodemos patogénicos, enquanto E. dispar é
agora usado para designar a existéncia de zimodemos nao-patogénicos.

TABELA IV
Associacoes de parasitos intestinais mais freqientes
em infeccoes concomitantes por helmintos
e protozoarios na Vila dos Papeleiros,
Vila Fatima (Mato Sampaio) e Campo da Tuca

Associagdes (n =224) FreqUiéncia* (%)
Helmintos + Helminto 79 13,3
A. lumbricoides + T. trichiura 64 10,8
A. lumbricoides + T. trichiura + H. nana 06 1,0
A. lumbricoides + H. nana 05 0,8
A. lumbricoides + T trichiura + S. stercoralis 04 0,7
Protozoarios + Protozoario 13 2,2
E. coli + G. lamblia 05 0,8
E. coli + E. nana 04 0,7
G. lamblia + E. histolytica/E. dispar* 02 0,3
E. coli + E. nana + E. histolytica/E. dispar* 01 0,2
G. lamblia + E. nana 01 0,2
Helmintos + Protozoario 59 9,9
A. lumbricoides + T. trichiura + E. coli 12 2,0
A. lumbricoides + E. coli 12 2,0
A. lumbricoides + G. lamblia 11 1,8
A. lumbricoides + T trichiura + G. lamblia 10 1,7
T. trichiura + G. lamblia 07 1,2
A. lumbricoides + E. nana 04 0,7
A. lumbricoides + T trichiura + E. nana 03 0,5
QOutras associacdes 73 12,3

* O diagnéstico laboratorial diferencial entre Entamoeba histolytica e E. dispar
nao pode ser realizado tomando como base a morfologia, a ndo ser que sejam
vistas hemacias ingeridas pelos trofozoitos (E. histolytica). E. histolytica é usado
para designar a existéncia de zimodemos patogénicos, enquanto E. dispar é
agora usado para designar a existéncia de zimodemos nao-patogénicos.

mente (Tabela II). O monoparasitismo apresentou taxas
de infeccdo iguais a 31,8% (189/413) e o poliparasitismo
37,7% (224/413). A Tabela III expressa a distribuicao es-
pecifica de enteroparasitos, sendo que os maiores per-
centuais de infeccao foram obtidos para A. Iumbricoides
(39,5%) e T. trichiura (31,6%) entre os helmintos e G.
lamblia (18,0%) e Entamoeba coli (14,3%) entre os pro-
tozodrios. A Tabela IV mostra as associacdes dos parasi-
tos mais freqiientes em infeccdes concomitantes por hel-
mintos e protozodrios e permitiu verificar que as combi-
nacoes mais amiudamente repetidas foram: A. Iumbri-
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coides + T trichiura com 10,8% (64), A. lumbricoides, T.
trichiura + G. lamblia com 1,7% (10), A. lumbricoides +
E. coli com 2,0% (12) em um total de 224 combinacdes.

DISCUSSAO

Este trabalho é resultado de um relato preliminar
de uma atividade de extensdo comunitdria da discipli-
na de Parasitologia Clinica, Faculdade de Farmacia da
PUCRS. Esta pesquisa, realizada nas vilas marginais
da grande Porto Alegre com criancas e adultos jovens,
detectou altos indices de parasitos intestinais na po-
pulacdo marginalizada estudada. Nos paises tropicais
em crescimento, onde o nivel de higiene, educacéao e
desenvolvimento econdmico sdo muito baixos, o para-
sitismo no homem e nos animais ocorre com grande
intensidade e diversidade.

A transmissdo dos geohelmintos estd diretamente rela-
cionada com as condicOes de vida e de higiene das comu-
nidades urbanas e rurais (De Carli, 1998). Enquanto os
ovos de A. lumbricoides e de T trichiura requerem um
periodo de maturacao de pelo menos trés semanas em solo
umido e sombreado antes de se tornarem infectantes; os
cistos de G. Iamblia j& sdo infectantes no momento de sua
eliminacao pelas fezes. Essa ultima condicdo permite a
fransmissdo interpessoal da parasitose, comum mesmo em
ambientes saneados (Ferreira et al., 2000).

Assim, é importante salientar que em nosso trabalho
foram demonstrados altos indices de positividade, ou
seja 39,5% (235) para o A. lumbricoides e 31,6% (188)
para o T trichiura e 18,0%(107) para a G. lamblia. Estu-
dos realizados por Ferreira e Junior (1996) apontaram a
giardiase como uma das principais parasitoses intesti-
nais entre as criangas brasileiras.

Alteracoes dos hdébitos alimentares, perda de apeti-
te, desnutricdo e balanco negativo de nitrogénio, sdo
pontos freqiientes e comuns nas infecc¢bes cronicas
destas populacoes marginalizadas. As dificuldades no
crescimento poderdo estar relacionadas com a insufi-
ciéncia de alimentos e mau aproveitamento dos nutrien-
tes e/ou por um depauperamento fisico e mental, devi-
do a uma parasitose intestinal (De Carli, 1995).

O poliparasitismo (37,35%) reforgcou esta afirmacao,
nos estudos realizados por De Carli et al. (1989) nas
vilas marginais da Grande Porto Alegre, onde a flores-
cente natureza do parasitismo nas populacoes estuda-
das apresentou uma ocorréncia de trés a quatro espé-
cies de enteroparasitos nas pessoas estudadas.

De Carli et al. (1992) mostraram que o parasitismo
foi igual a 68,9% (11.341) em uma populacdo 16.460 pes-
soas, todos residentes em 33 vilas periféricas da cidade
de Porto Alegre. De Carli et al., (1994,1997) descreve-
ram nos assentamentos de trabalhadores rurais e na ci-
dade de Arroio dos Ratos, RS, em uma populacao 17.951,
indices de infecgdo iguais a 66,0% (11.855).

A maior prevaléncia de infeccao com helmintos trans-
mitidos pelo solo (A. Iumbricoides, T. trichiura, Ancilos-
tomideos e S. stercoralis) pode ser atribuida em grande
parte aos fatores climdticos, além da baixa educacéo sa-
nitaria. As infecgdes pelo A. Iumbricoides, T. trichiura e
G. lamblia foram as mais prevalentes nesse estudo, os
quais apresentaram maiores indices de positividade en-
tre os moradores das vilas periféricas.

Os resultados obtidos neste estudo coproparasitologico
mostraram a imperiosa necessidade de levar a essas co-
munidades nogoes basicas de higiene e de educacdo sani-
taria. O encontro de cistos de E. coli e Endolimax nana,
parasitos ndo patogénicos, reafirma que o saneamento
bésico e a educacdo sanitdria sdo as mais importantes me-
didas administrativas que deverdao ser implantadas.
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A auséncia e/ou insuficiéncia de condi¢cdes minimas de
saneamento bésico e praticas inadequadas de higiene pes-
soal e doméstica sdo os principais mecanismos de trans-
missdo dos parasitos intestinais. Provavelmente, estes
ambientes encontram-se contaminados por ovos e larvas
de helmintos intestinais, devido a disposicdo inadequada
de excretas humanas e de esgotos sanitarios, contribuindo
dessa maneira para a disseminacdo dos parasitos (Prado
et al., 2001). No caso especifico das enteroparasitoses, es-
tudos que se seguiram a intervencdes macicas em sanea-
mento do meio ambiente tém demonstrado que melhorias
no abastecimento de 4gua e no esgotamento sanitdrio se
traduzem em declinios substanciais, sobretudo das hel-
mintiases (Ferreira et al., 2000).

A maior prevaléncia de parasitos entre as criancas
das zonas periféricas nao reflete nenhuma predisposi-
cdo racial, genética ou suscetibilidade a infeccdo, mas
uma diferenga na educacdo, na cultura e nos hébitos
alimentares, os quais podem afetar a exposicdo a in-
feccdo (De Carli & Candia 1992; De Carli et al., 1997;
De Carli 1998). As criancas mais vulneraveis sofrem
nao so os efeitos sobre o seu estado nutricional, como
também as repercussoes sobre o seu estado imunolégi-
co. Apesar do grande avango tecnolégico da medicina
no século XX, as enteroparasitoses ainda possuem ele-
vada morbidade na populacao (De Carli 1998).

Os resultados obtidos em nosso inquérito levam a su-
gerir a necessidade urgente de uma campanha de edu-
cacao sanitaria e medidas de saneamento basico nas po-
pulacoes estudadas.
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