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Associacao entre os niveis séricos das troponinas
cardiacas T e | na investigacao das lesoes do miocardio

Relationship between cardiac troponins levels T and | in the investigation of myocardial damage

Rafael Noal Moresco?, Luciano da Silva Xavier?, Marisa Gutjahr Kayser?, Alan Birck® & Rejane Pan Becker?

4 N
RESUMO - O infarto agudo do miocérdio (IAM) ocasiona o rompimento da membrana das células cardiacas, ocorrendo a
liberacao de proteinas cardiacas intracelulares para o sistema vascular. Os marcadores bioquimicos tradicionais desempe-
nham um papel limitado no diagndstico do IAM, sendo que a mensuracao dos niveis séricos das troponinas cardiacas T
(cTnT) eI (cTnl) tem contribuido para o correto diagnéstico do IAM. Este estudo tem por objetivo avaliar o grau de associacao
entre os niveis séricos das troponinas cardiacas T e I na investigacdo das lesdes do miocardio. Foram utilizadas 62 amostras
de sangue provenientes de pacientes com suspeita clinica de apresentarem lesdes do miocdrdio para a mensuracdo da cTnT
(Troponin T STAT, Roche Elecsys) e cTnl (Turbo Troponin I, DPC Immulite). Todos os pacientes incluidos no grupo 1
apresentaram os niveis de ¢cTnT<0,01ng/mL e cTnlI<0,5. A média e o erro padrao dos niveis séricos de cTnT e cTnl foram
1,06+0,24ng/mL e 12,22+3,96ng/mL, respectivamente. Foi observada uma associacao significativa entre os niveis de cTnT e
cTnl no grupo 2. Os niveis séricos de cTnT e cTnl estdo diretamente associados em ambas técnicas descritas neste estudo.

PALAVRAS -CHAVE - Lesoes do miocérdio, troponina T, troponina I.

SUMMARY - Acute myocardial infarction (AMI) disrupts cardiac cell membranes, releasing intracellular cardiac proteins into
the vascular system. Traditional biochemical markers play a limited role in the diagnosis of AMI and the measurement of serum
cardiac troponin T (cTnT) and I (cTnl) levels has contributing to correct diagnosis of AMI. The aim of this study was to evaluate
the association between serum cTnT and cTnl levels. In this study 62 blood samples from patients with suspected of myocardial
damage were tested using cardiac troponin T (Troponin T STAT, Roche Elecsys) and cardiac troponin I (Turbo Troponin I, DPC
Immulite) immunoassays. All patients included in the group 1 showed cTnT levels <0.01ng/mL and cTnl levels <0.5ng/mL. The
mean and standard error of serum cTnT and cTnl levels in the group 2 were 1.06+0.24ng/mL and 12.22+3.96ng/mL, respective-
ly. It was observed a significant association between cTnT and cTnl levels in the group 2. The serum c¢TnT and cTnl levels are

directly associated in both techniques described in this study.

KEYWORDS — Myocardial damage, cardiac troponin T, cardiac troponin I.
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INTRODUCAO

rompimento da membrana das células cardiacas,
ocorrendo a liberacdo de proteinas cardiacas intracelu-
lares para o sistema vascular. Algumas destas protei-
nas, incluindo a mioglobina, creatina quinase fracao
MB (CK-MB), lactato desidrogenase (LDH) tipo 1 e as
troponinas cardiacas T e I tém contribuido para o diag-
noéstico do IAM.! Em muitos pacientes apresentando
dor tordcica, o diagnostico correto das lesées do mio-
cardio depende principalmente dos marcadores cardia-
cos, uma vez que o eletrocardiograma frequientemente
nado é diagnéstico.” Os marcadores bioquimicos tradi-
cionais, incluindo a creatina quinase (CK), CK-MB,
LDH e aspartato aminotransferase (AST), desempe-
nham um papel limitado do diagnéstico do IAM em
funcao de suas especificidade e sensibilidade insatis-
fatérias.®
O desenvolvimento de métodos capazes de mensu-
rar proteinas estruturais, principalmente as troponinas
T e I, constituem uma ruptura com o passado em ter-
mos de diagndstico. Como estas proteinas sdo realmente
cardio-especificas, o seu aparecimento e conseqiiente
elevacdo de seus niveis séricos podem ser considera-
dos sinais de lesdes no miocéardio.® A mensuracdo dos
niveis séricos das troponinas cardiacas T (cTnT) e I
(cTnI) tem contribuido para o correto diagnostico do
IAM, ja que estes sdo considerados sensiveis e especi-

0 infarto agudo do miocardio (IAM) ocasiona o

ficos marcadores para a avaliacdo das lesdes do mio-
cardio.*®

Embora c¢TnT e cTnl sejam consideradas marcado-
res seguros para a avaliacdo dos danos do miocérdio,
alguns autores sugerem que, durante o dano cardiaco,
a cTnl é a proteina inicialmente liberada no sangue,
demonstrando, desta forma, ser um marcador melhor
do que a cTnT.” Entretanto, outros autores atribuem a
cTnl e a cTnT a mesma especificidade e importancia
na avaliacdo dos danos cardiacos.*® Considerando al-
gumas divergéncias encontradas na literatura sobre a
importancia das troponinas cardiacas, este trabalho tem
por objetivo avaliar o grau de associacdo entre os ni-
veis séricos das troponinas cardiacas T e I na investi-
gacao das lesdes do miocérdio.

MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas 62
amostras de sangue provenientes de pacientes com
suspeita clinica de apresentarem lesdes do miocardio
para a mensuracao dos niveis de ¢cTnT e cTnl. As amos-
tras de sangue foram colhidas pela técnica padrdo de
puncao venosa, sendo transferidas para tubos a vacuo
sem anticoagulante. O soro foi obtido apés centrifuga-
cdo por 10 minutos a 2800g. As amostras foram anali-
sadas simultaneamente utilizando os imunoensaios
para a mensuragdo da cTnT (Elecsys 2010, Roche Di-
agnostics) e ¢Tnl (Immulite, DPC). Os pacientes foram
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incluidos em dois grupos de acordo como os niveis de
troponinas obtidos. Este protocolo foi previamente ana-
lisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Porto
Alegre.

Os niveis séricos de cTnT foram mensurados com a
utilizacdo de um imunoensaio eletroquimioluminescente
quantitativo (Troponin T STAT, Roche) no analisador
automatizado Roche Elecsys 2010. A amostra, um anti-
corpo monoclonal biotinilado troponina T-especifico e
um anticorpo monoclonal troponina T-especifico mar-
cado com ruténio reagem entre si formando um com-
plexo. Apds a adicdo de microparticulas revestidas com
estreptavidina, o complexo formado fixa-se a fase soéli-
da através da interacdo da biotina e da estreptavidina.
Esse complexo é aspirado para a célula de leitura onde
as microparticulas sdo magneticamente capturadas pela
superficie do eletrodo. As substancias livres sdao entao
removidas. E aplicada uma voltagem sobre o eletrodo
para que ocorra uma emissdao quimioluminescente, a
qual é mensurada por um fotomultimetro. Os resulta-
dos sdo determinados a partir de uma curva de calibra-
¢do. O limite minimo de deteccdo deste ensaio é
0,01ng/mL (faixa de 0,01-25ng/mL). Os valores de cTnT
esperados para individuos saudaveis sdo inferiores a
0,01ng/mL.

Os niveis séricos de cTnl foram determinados com
a utilizacdo de um ensaio quimioluminescente (Turbo
Troponin I, DPC) no analisador DPC Immulite. Este kit
é composto por unidades individuais de reacdo rotula-
das com co6digo de barras contendo uma pérola reves-
tida com anticorpo monoclonal anti-Troponina I. O rea-
gente é constituido por fosfatase alcalina conjugada
com anticorpos anti-Troponina I no tampao. A revela-
cdo da reacdo ocorre com a utilizacdo de um substrato
quimioluminescente, sendo que a sua hidrélise pela
fosfatase alcalina resulta na emissao de fétons que sao
convertidos para concentracao de cTnl a partir de uma
curva de calibragao. Os limites de deteccdo deste ensaio
variam entre 0,5-100ng/mL. Os valores esperados para
individuos saudéveis devem ser inferiores a 1,0ng/mL.

Os niveis de c¢TnT e cTnl estdo apresentados como
valores médios obtidos nos respectivos grupos. Foi rea-
lizada andlise por regressdo linear para avaliar o grau
de associacdo entre os niveis de cTnT e cTnl obtidos
nos pacientes incluidos no grupo 2, sendo considera-
do P<0,05 como estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Todos os pacientes incluidos no grupo 1 apresenta-
ram c¢Tnl<0,5ng/mL e cTnT<0,01, conforme demons-
trado na Tab. I. A média e o erro padrdo dos niveis
séricos de cTnl e ¢TnT foram 12,22+3,96ng/mL e
1,06+0,24ng/mL, respectivamente. Também foi obser-
vada uma forte associacdo entre os niveis de cTnl e
c¢TnT nos pacientes avaliados no grupo 2 (r=0,9033,
P<0,001), conforme apresentado na Fig. 1.

TABELA | 6
Niveis séricos de cTnT
e cTnl obtidos

y =0,0551x +0,3842
r=0,9033

nos grupos avaliados é
Grupo ¢TnT (ng/mL) | cTnl (ng/mL) 5 2
1 (n=37) <001 <05
° 0 20 40 60 80 100
2 (n=25) | 1,06 024 | 1222396 cTnl (ng/mL)

FIG. 1 - Associagao entre os niveis séricos
de cTnT e cTnl dos pacientes avaliados
no grupo 2 (r=0,9033, P<0,001).

Os resultados de cTnT e cTnl no grupo 2 estao
expressos em média + erro padrao.
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DISCUSSAO

Esse estudo demonstrou uma associacdo significa-
tiva entre os niveis séricos de cTnl e cTnT nos pacien-
tes incluidos neste trabalho. Foi relatado que valores
normais de cTnl estdo diretamente associados a valo-
res normais de cTnT, sendo que, em situagdes onde héa
uma elevacdo nos niveis de cTnl, também ocorre o au-
mento dos niveis de cTnT Os niveis séricos de cTnl e
cTnT fornecem importante informacdo para o diagnods-
tico de lesdes do miocardio em varias condicbes, in-
cluindo infarto do miocéardio, miocardite aguda, necrose
do miocéardio induzida por isoproterenol, entre outras.'
Mullen et al. recentemente avaliaram se a cTnl e/ou
cTnT poderiam ser considerados marcadores uteis para
a avaliacdo de rejeicao apos o transplante cardiaco, sendo
demonstrado que elas nao constituem parametros uteis
para predizer a rejeicdo do transplante cardiaco.’

As troponinas cardiacas sdo liberadas apo6s a necro-
se do miocardio e sdo detectadas no sangue em media
apos 4-6 horas do inicio do infarto, com pico observado
entre 16-18 horas, permanecendo com niveis acima do
normal por pelo menos 7 dias.* Ambas ¢Tnl e cTnT sao
uteis para o diagnoéstico de doencas cardiacas, forne-
cendo importante informacdo prognoéstica. Metzler et
al. recentemente relataram a evidéncia de que a cTnT
pode servir como parametro para estimar a extensao
do infarto." Bertinchant et al. demonstraram uma as-
sociacdo significativa entre o nivel sérico maximo de
cTnT e a extensdo das alteragdes morfolégicas do mio-
cardio em modelo experimental utilizando ratos. A ¢cTnT
demonstrou grande capacidade para detectar os me-
nores danos no miocdrdio induzidos por doxorubicina
em comparacao com outros marcadores, incluindo cTnl,
CK-MB massa e CK."

Os niveis séricos de c¢Tnl e ¢cTnT mensurados por
quimioluminescéncia e eletroquimioluminescéncia, res-
pectivamente, estdao diretamente associados em ambas
técnicas. As troponinas cardiacas I e T vém sendo defi-
nidas como marcadores sensiveis e especificos para a
avaliacdo das menores lesées do miocardio e elas de-
sempenham um papel definitivo no diagnéstico e mo-
nitoramento de doencas cardiacas.
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Artigo de revisao

Papiloma Virus Humano

Human Papillomavirus: a review

Emiliana D.C. da Silval, Rafaela Smanioto, Simone F. Campos! & Patricia Haas?

RESUMO - O Papiloma Virus Humano (HPV) vem sendo intensamente pesquisado e estudado em virtude da sua
grande ocorréncia na populacdo mundial e da intima relagdo com a carcinogénese cervical. Aproximadamente
100 tipos de HPV j& foram identificados e destes cerca de 1/3 estdo associados a infeccbes genitais transmitidas
sexualmente. O diagndstico da infeccdo pode ser clinico e/ou laboratorial partindo da observacdo das lesdes que
podem apresentar-se de forma clinica, subclinica ou latente. Porém, ainda hoje ndo hé evidéncias de que os trata-
mentos disponiveis erradiquem ou afetem a histéria da infec¢do natural do HPV. Enquanto vacinas e uma terapia
eficaz contra a papilomavirose estd sendo desenvolvida e testada, a profilaxia parece ser a forma mais adequada
para evitar a transmissao e a disseminacdo da doenca.

PALAVRAS-CHAVE - Papiloma Virus Humano (HPV), condiloma, cadnces, infeccao genital.

SUMMARY - The Human Papillomavirus, HPV, has been hardly researched and studied in consequence of its highly
expressive occurrence on the world population and its intim relation with cervical cancer. About 100 kinds of HPV
have already been identificated and about 1/3 of them are associated with sexualy genital infections transmitted.
Infection’s diagnosis can be clinic and/or laboratorial in according with the lesions observations being clinical, sub
clinical or latent form, howere there are not evidence yet that the available treatments are efficacious or can change
the history of the HPV natural infection. While vaccines and an efficacious therapy against human papillomavirus
are been development and tested, the prevention seems the most adequate form to avoid the disease transmission and

dissemination.

KEYWORDS - Human Papillomavirus (HPV), warts, cancer, genital infection.
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INTRODUCAO

A infecgdo causada pelo Papiloma Virus Humano (HPV)
€ a mais comum virose de transmissdo sexual. A
partir dos anos 80 transformou-se em um expressivo
problema pela intima relacdo com lesdes genitais ma-
lignas e seus precursores. Em pouco mais de duas dé-
cadas, os estudos e pesquisas permitiram acumular
grande volume de conhecimento sobre a estrutura e
organizacdo genética do HPV, os métodos de diagnos-
tico e de deteccdo viral, o tratamento e a relacdo com o
cancer. A papilomavirose pode ocorrer em diferentes
partes do organismo. Alguns tipos de HPV afetam as
maos, joelhos e pés, outros a face e ainda o trato geni-
tal. As formas clinicas e os aspectos morfoldgicos dos
diferentes papilomas, ou condilomas, sdo caracteristi-
cos e vao de verrugas plantares e dolorosas, papilo-
mas orais e laringeos, condilomas acuminados planos
e invertidos. Aproximadamente 100 tipos virais de HPV
j& foram identificados e cerca de 1/3 destes, estdo asso-
ciados a infeccOes genitais transmitidas sexualmente
(Koutsky & Kiviat, 1999).

A &rea genital pode ser infectada por mais de 20 tipos
e subtipos distintos de HPV, entre eles, os chamados de
baixo risco porque sdo encontrados de forma néo inte-
grada ao interior do genoma da célula hospedeira e aque-
les catalogados como de alto risco, por estarem relacio-
nados com a oncogénese genital, estando os virions inte-
grados ao genoma de célula hospedeira. O tipo de HPV
parece ter importdncia na localizacdo anatémica, na apa-
réncia clinica e na histéria e evolucao natural das lesoes.

Dependendo do status imunolégico do hospedeiro o mes-
mo tipo de HPV podera determinar lesdes benignas como
verrugas e displasias leves, ou malignas como displasias
moderadas, acentuadas, carcinomas in situ, invasores e
metastdsicos genitais. Os tipos de virus do papiloma sdo
identificados pelo grau de similitude de seus DNAs. A
homologia dos novos tipos de HPV varia de 45% a 90%,
isto é, dois tipos virdticos distintos apresentam obrigato-
riamente menos de 50% de homologia. Os HPVs com
mais de 50%, porém menos de 90% sdo classificados como
subtipos. Os virions analisados a luz da microscopia ele-
tronica apresentam um capsideo de forma icosaédrica,
composto por 72 capsdmeros. A proteina major L1, mais
importante do capsideo, tem peso molecular de 54.000
daltons. Esta proteina, desnaturada, apresenta reacao
cruzada antigenicamente. Isto tem uso clinico e serve de
base para os estudos imunoquimicos. A proteina minor
L2 tem peso molecular de 76.000 daltons. No entanto,
por estar bastante protegida no interior do capsideo in-
tacto, ndo serviria de base para uma possivel vacina. O
cromossomo do HPV possui uma molécula de DNA de
dupla fita, circular e fechada covalentemente. Estudos
das seqiiéncias de DNA revelam que ele pode apresen-
tar-se de forma integrada ou ndo ao DNA da célula hos-
pedeira. A integracdo ocorre em um ou mais sitios do
DNA celular, freqiientemente proximos a um proto-onco-
gem. Certas proteinas presentes no interior dos virions
sdo capazes de eliminar a repressao sobre os proto-onco-
gens, transformé-lo em oncogem e promovendo a anar-
quia celular, determinar as graves lesbes epiteliais (Pas-
sos, 1995; Jacyntho et al., 1996).
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A transmissao se da através do contato direto epitélio-
epitélio vaginal, oral ou anal. O virus também pode ser
transmitido pela méao e durante o nascimento. Esta forma
de transmissao “vertical”, mais raramente, encontra-se
associada ao desenvolvimento de papilomas laringeos em
criancas, cerca de 2 a cada 4 milhdes. Algumas pesqui-
sas sugerem a transmissdo via fomites (objetos inanima-
dos como toalhas ou roupas intimas), porém mais pes-
quisas precisam ser feitas para afirmar este modo de trans-
missdo com exatiddo (McDermott-Webster, 1999; Jay &
Moscicki, 2000; Stevens-Simom et al, 2000).

O periodo de incubacédo é bastante varidvel poden-
do estar intimamente relacionado com a competéncia
imunolégica individual. O grau de infectividade das
verrugas genitais é de aproximadamente 60% e parece
decrescer no decorrer do tempo. Relatou-se que nao
estava totalmente claro se o grau de infectividade de-
pendia da idade das lesbes ou da quantidade de virus
infectante. Como o contato sexual ndo produz verru-
gas genitais em todos os casos, parece nao haver duvi-
da da presenca de algum grau de resisténcia indivi-
dual representado por um fator endégeno (imunidade
celular) ou fatores locais influenciando na transmissao
da enfermidade (Passos, 1995).

O grau de contagio parece ser relativamente alto,
onde 25 a 65% dos individuos contaminam-se apds con-
tato sexual com parceiros infectados. As lesées podem,
ainda, ser facilmente disseminadas para regides cir-
cunvizinhas, através do processo de auto-inoculacao.
O HPV penetra no epitélio a partir das células basais e
parabasais. Estas, cujo nucleo contém o DNA virético,
sdo células ndo permissivas, isto é, ndo permitem a
multiplicacdo virética. Talvez seja necessdrio microtrau-
matismos no epitélio para possibilitar o acesso direto
das particulas virais até as camadas mais profundas. O
consequente processo cicatricial, devido ao crescimen-
to de capilares e da acelerada multiplicacdo celular,
contribui para a instalacdo da infeccdo. A persisténcia
do DNA virético estimula a multiplicagcdo do DNA ce-
lular e induz a mudancas caracteristicas de acordo com
o tipo de virus. A multiplicacdo celular impede a repli-
cacao autéonoma do virus. Seguindo o processo fisiolo-
gico de maturacdo, as células migram para a superficie
epitelial sofrendo queratinizacdo. Assim, ndao mais se
multiplicam permitindo a multiplicacdo independente
do DNA viral e formacdo de virions completos. As cé-
lulas maduras queratinizadas contém grande quanti-
dade de virions que, liberados durante a escamacao
celular, infectam as células vizinhas finalizando o ciclo
virotico vital e estabelecendo o processo infeccioso clas-
sico, com lesdo condilomatosa tipica e seus estigmas
colpo-cito-histolégicos. Por acdo de mutdgenos diver-
sos (genéticos, infecciosos, quimicos, imunolégicos) ou,
talvez, de nova infeccdo pelo HPV, a integracdao do
genoma virdtico na célula imatura infectada pode tra-
duzir-se por alteracdo da funcédo celular. As sinteses
proteicas sdo modificadas ou desaparecem enquanto
outras sinteses anormais aparecem, explicando a per-
da da diferenciacdo e maturacdo celular, induzindo a
mitose anarquica (Passos, 1995; Jacyntho et al., 1996).

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo
principal fazer uma revisdo bibliografica sobre o Papi-
loma Virus Humano (HPV), um virus que acomete uma
boa parte da populacdo e que merece um esclareci-
mento maior devido ao mal que ele pode causar com
um agravamento das lesdes geradas.

Epidemiologia

Nos ultimos anos observou-se uma verdadeira epi-
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demia com a descoberta das lesdes sub-clinicas pelo
HPV e sua associacdo com a chamada "revolucao se-
xual” do final do século XX. As infec¢des vém aumen-
tando significativamente no mundo ocidental, sendo a
infeccdo condilomatosa do colo do utero, atualmente, a
causa mais freqiente de alteracdes citoldégicas encon-
tradas no exame preventivo. Estima-se que lesdes por
HPV representem 50% das atipias cervicais triadas nos
esfregacos sistemaéticos.

No Brasil, os dados estatisticos sdo escassos e nao
traduzem com certeza a verdadeira magnitude da infec-
cdo induzida pelo HPV, todavia, ratificam a tendéncia
mundial do avango da virose. A forma carcinomatosa nao
aparece, sendo tardiamente e seria favorecida por fatores
tais como, infecgbes virdticas ou bacterianas associadas,
toxicos, fumo, dlcool, multiplicidade de parceiros, preco-
cidade sexual e freqiéncia coital (Passos, 1995).

Embora normalmente nao haja cura para a infecgao
genital por HPV, muitos casos sdo transitérios e desa-
parecem sozinhos, sem intervencdo médica (Elfgrer, et
al., 2000; CDC, 2001).

Em um estudo destinado a determinar a histéria
natural do HPV observou-se por 3 anos mulheres adul-
tas jovens utilizando um teste de DNA que detecta
pequenas quantidades do HPV, mesmo quando os sin-
tomas nédo estdo presentes. Enquanto 43% das mulhe-
res apresentaram testes positivos ao longo do periodo
estudado, o periodo médio de duracédo da infeccéo foi
de 8 meses. Repetindo o teste de DNA verificou-se que
em 70% das mulheres houve regressdo da infeccéo e
que apenas 9% mantiveram-se infectadas (Passos, 1995;
HO, et al.,1998).

O HPV parece ser necessario mas ndo suficiente
para o desenvolvimento do cancer cervical. Além do
tipo de HPV varios fatores podem contribuir para a
evolucao carcinomatosa. Foi observado que freiras e
virgens ndo apresentam desenvolvimento de cancer
cervical e que mulheres de homens que viajam regu-
larmente ou que estiveram previamente com mulheres
portadoras de cancer sdo mais suscetiveis ao apareci-
mento do carcinoma ("The Cervical Cancer Virus", 1995;
CDC, 1999; Anttila et al., 2000).

Mais recentemente, com o desenvolvimento da téc-
nica da reacdo de polimerase em cadeia (PCR), desco-
briu-se que as infeccoes pelo HPV podem ser muito
mais comuns, atingindo desde portadoras assintomati-
cas até pacientes com cancer cervical invasivo. A pre-
valéncia de DNA-HPV em geral, considerando dife-
rentes populacdes femininas do mundo, tem variado
entre 30 e 50%, segundo a técnica de PCR.

No Brasil, alguns estudos utilizando a técnica de
PCR, encontraram diferentes taxas de prevaléncia em
populacdes variadas. Em estudo de caso-controle rea-
lizado em Sao Paulo observou-se a presenca de 17% de
DNA-HPV no grupo controle e de 84% no grupo com
cancer de colo uterino (Okada, 2000).

Em todo mundo aproximadamente 400.000 novos ca-
sos sdo diagnosticados a cada ano, sendo a média de
idade para o aparecimento do cancer cervical, para todas
as ragas, de 48 anos (Koutsky & Kiviat, 1999; NCI, 1999).

Americanos sao usualmente infectados com HPV atra-
vés da transmissdo sexual e estima-se que 75% das
mulheres em idade fértil e homens foram infectados com
o virus em alguma etapa das suas vidas. Os maiores
indices de infecgdo genital por HPV sao revelados em
adultos entre as idades de 18 e 28 anos. A papilomavi-
rose também prevalece em pessoas com desordens imu-
nossupressivas como HIV e transplantados (Koutsky,
1997; Cates, 1999; Koutsky & Kiviat, 1999).

Atualmente, certos tipos de HPV tém sido estabele-
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cidos como agentes causadores do desenvolvimento de
células alteradas, precursoras de carcinomas. Em um
estudo internacional observou-se a presenca do HPV
em 93% dos tumores cervicais. O HPV 16 foi observado
em 50% dos casos; HPV 18 em 14%; HPV 45 em 8%;
HPV 31 em 5% e outros tipos de HPV em 23% dos ca-
sos (ACOG, 2000; Janieck & Averetle, 2001).

Mesmo o HPV sendo considerado uma das causas
do céncer cervical, somente 1 a cada 1.000 mulheres
com HPV desenvolvem carcinoma do tipo invasivo.
Muitas infec¢des por HPV nunca chegam a desenvol-
ver o cancer, mesmo sem a intervencdo médica ou com o
tratamento de neoplasias detectadas pelo teste de Papa-
nicolau, dificilmente haverd a formacdo do carcinoma
invasivo (HO et al., 1998; NCI, 1999; ACOG, 2000).

Diagnéstico |

Atualmente esta bem clara a associacao entre as in-
feccoes por HPV e a carcinogénese cervical. Por este
motivo, é de grande importancia a deteccdo precoce
do HPV para que este seja bem controlado (Kurman e
Solomon, 1997; Geneva, 2001; Aids, 2002; Funasa,
2002).

Metade a aproximadamente 3/4 dos canceres cervi-
cais invasivos contém, seguramente, certos tipos de
HPV de "alto risco”, ou seja, alguns tipos que estao
mais relacionados com o desenvolvimento de cance-
res, como os tipos 16, 18, 45 e 56, que acometem as
mucosas de acordo com a Tab. I. HPVs de alto risco
estdo associadas com ambas as lesdes de alto e baixo
grau, mas sdo observadas com frequéncia mais signifi-
cante nos grupos das de alto grau (Kurman e Solomon,
1997; Hcanc, 2002).

A progressao tumoral, desde a infeccdao pelo HPV,
estd também, sujeita a fatores ambientais, como carciné-
genos quimicos e fisicos, ou restritos aos hospedeiros,
tais como hormonios, resposta imune, heranca genéti-
ca, entre outros. A freqliiéncia de tumores associados a
HPV é maior em pacientes imunodeprimidos, tais como
transplantados renais e pacientes aidéticos (Hcanc, 2002).

O diagnéstico pode ser clinico e laboratorial, obser-
vando-se as diversas formas de infeccéao:

¢ Infeccao clinica: quando hé presenca das lesoes.
Onde podem ser vistos a olho nu observando as cha-
madas verrugas genitais ou condilomas. O aspecto das
lesbes é de neoformacdes sésseis, papilares, multiplas,
com a forma de pequenas cristas, origem do termo vul-
gar “crista de galo”. Podem ser brancas ou hipercromi-
cas. Estdo mais presentes em areas umidas expostas
ao atrito durante o coito, ou seja, pequenos labios e
vestibulo vulvar na mulher e prepucio, glande e sulco
balano-prepucial no homem, além das regides anal e
perianal de ambos os sexos.

Na forma clinica, as lesdes podem ser Unicas ou

TABELA |
Associacdo de 15 tipos de HPV as doencas neoplasicas
do colo uterino e seus precursores

Classificagao
em fungao da
associagcao com
lesdes graves

Tipos de HPV Associacao com lesdes cervicais

20,2% em NIC de baixo grau, praticamente
inexistentes em carcinomas invasores

23,8% em NIC de alto grau mas
em apenas 10,5% dos carcinomas invasores

% 47,1% em NIC de alto grau
0u carcinoma invasor

6,5% em NIC de alto grau e
26,8% em carcinoma invasor

Fonte: Adaptado de http://www.aids.gov.br/assistencia/mandst99/man_papilomavirus.htm

Baixo risco 6,11,42,43e44

Risco intermedidrio | 31,33,35,51,52e58

Alto risco
18,4556
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multiplas, localizadas ou difusas e de tamanho varié-
vel. No homem: glande, sulco balano-prepucial e re-
gido perianal. Na mulher: vulva, perineo, regido peri-
anal, vagina e colo. A biépsia pode ser dispensada nos
casos de condilomas acuminados "classicos"” (Aids,
2002; Cervical, 2002; Funasa, 2002).

¢ Infeccao sub-clinica: quando as lesdées ndo estdo
muito visiveis, sendo necessario o diagnostico através
da peniscopia, colpocitologia ("preventivo” ou exame
de Papanicolau) e/ou colposcopia com bidpsia.

Através do método de Papanicolau o HPV poderéa
estar presente nos diagnosticos citolégicos de LSIL —
Lesado intra-epitelial de baixo grau (Low grade squa-
mous intraepithelial lesion) ou HSIL — Lesdo intra-epi-
telial de alto grau (High grade squamous intraepithe-
lial lesion), de acordo com o sistema Bethesda, 1988.
Esta classificagdo inclui ainda as categorias ASCUS (aty-
pical squamous cells of undetermined significance) e
AGUS (atypical glandular cells of undetermined sig-
nificance), em situacdes em que existem atipias celu-
lares, mas em grau insuficiente para permitir um diag-
nostico de lesédo intra-epiteliais, nas quais o HPV pode
também estar presente.

Como é um meio de diagnostico indireto e interpre-
tativo, pode apresentar resultados falso-positivos e fal-
so-negativos. E capaz de diagnosticar uma parcela das
formas clinica e sub-clinica, mas ndo a forma latente
da infeccao pelo HPV (Aids, 2002; Cervical, 2002; Fu-
nasa, 2002).

Para o diagnostico citoldgico cérvico-vaginal, deve-se
dar preferéncia para o Sistema Bethesda, o qual foi de-
senvolvido em dezembro de 1988, com o intuito de ga-
rantir uma terminologia uniforme de diagnoéstico que fa-
cilitaria a comunicacdo entre o laboratério e o médico.

O Sistema Bethesda foi designado para ser flexivel
de forma a desenvolver alteracdes necessdrias no “scre-
ening" do cancer cervical bem como no avanc¢o no cam-
po da patologia cervical (Kurman e Solomon, 1997;
Aids, 2002).

A colpocitologia é o método de triagem para as le-
sbes da vagina e do colo. Para o diagnodstico adequado
€ necessdria a colposcopia com bidpsia dirigida das
lesbes para determinar se existem alteracdes celulares
(Aids, 2002).

No caso das mulheres, as amostras cérvico-uterinas
coletadas devem conter células escamosas da zona de
transicdo entre a endocérvice e a ectocérvice, pois cer-
ca de 90% das patologias associadas a HPV no colo de
utero localizam-se na transi¢do escamo-colunar do epi-
télio ou zona de transformacdo, onde as células proli-
ferativas estdo mais expostas (Hcanc, 2002).

¢ Infeccdo latente: onde néo se detecta a lesao. Neste
caso, o0 método de Papanicolau é pouco sensivel para
detectar as infecgdes cérvico-uterinas assintomaticas por
HPV. Acredita-se que, nesta forma de infeccao, o DNA
viral encontra-se na forma episomal, aparentemente ndao
funcional e replica-se apenas uma vez a cada ciclo ce-
lular, o que seria menos do que o numero de cépias
virais vecessario para o diagnostico molecular pelos
métodos mais antigos como a hibridizacao in situ. Como
o virus ndo se encontra funcionante nesta forma de in-
feccdo, nao existem alteracdes citolégicas decorrentes
de sua presenca. Nao sdo conhecidos os mecanismos
pelos quais o HPV permanece neste estado ao invés
de estabelecer uma infeccdo produtiva, na qual seriam
observadas as alteracdes citolégicas ou teciduais. Pro-
vavelmente, fatores imunolégicos sdo determinantes
desta condicdo (Cervical, 2002; Funasa, 2002).

Nos ultimos anos, alguns métodos de detecgdo do
DNA de HPV como a hibridizacdo molecular, a captura
hibrida e a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimera-

139



se (PCR) estdo sendo desenvolvidos e implantados em
varios laboratérios de pesquisa. Estas técnicas identi-
ficam o DNA viral incorporado ou nado ao material nu-
clear da célula infectada e sdo capazes de identificar
os tipos de HPV presentes.

Na andlise do DNA ou RNA, os métodos podem ser
divididos genericamente em dois grandes grupos:

— os de amplificacdo do material nucléico (em sua
maioria métodos de PCR e seus variantes) e

— os que utilizam amplificagcdo de sinal (nos quais
se enquadram os de hibridizacdo, como a captura hi-
brida e hibridizacao in situ).

Esta distincdo é relevante porque os métodos de
amplificacdo de material possuem sensibilidade mais
elevada, embora estejam sujeitos a possiveis contami-
nacoes de amostras a serem testadas com material am-
plificado de outras amostras. Isso requer que os labo-
ratorios de diagndstico sejam equipados com estrutura
fisica adequada e de processamentos bem estrutura-
dos para a prevencdo e a continua monitorizacdo de
possivel contaminacao.

Se, por um lado, a microscopia eletrénica é o unico
método que permite a visualizacdo das particulas virais
diretamente, por outro, a hibridizacdo molecular por meio
dos diferentes métodos permite a confirmacao e classifi-
cacdo do virus de maneira indireta, tanto nos casos cli-
nicos, como no casos sub-clinicos (Urocontemp, 2002).

No passado, a hibridizacao tipo Southern blot foi
amplamente utilizada. A desvantagem deste método é
a necessidade de isolar quantidades relativamente gran-
des e de alta pureza do material genético dos espéci-
mes bioldgicos, ndo sendo aplicavel ao estudo de teci-
dos fixados. Mais recentemente, tornou-se conhecida
por Captura de Hibridos.

A captura hibrida é um método mais recente que
tem a vantagem de utilizar reagentes nao radioativos,
facilitando seu manuseio e diminuindo seu custo (Haas
et al, 2000; Cervical, 2002).

Deteccéo e tipagem do HPV néo tém mostrado be-
neficio no diagnostico e manejo de verrugas genitais
externas. Portanto, deteccao de rotina e tipagem do HPV
nao é recomendado correntemente para diagndstico e
tratamento das lesées causadas pelo HPV (Guideline
New Zealand, 1999).

Diagndstico diferencial

Condiloma plano da sifilis (sorologia e pesquisa do
Treponema pallidum em campo escuro); carcinoma es-

TABELA I
Equivaléncia de nomenclaturas citolégicas e histolégicas das
lesbes pré-invasivas do cancer cervical uterino

Proposta
Classificagao Classificagao de classificagao
Classificagao Internacional Classificagao citologica histolégica
citologica de de Doencas de Richard pelo Sistema analoga ao
Papanicolaou (! - (1968) de Bethesda Sistema
1952-1973) (1989) Bethesda
(Richard, 1990)
Classe| - - Normal -
Classe I - - AlteracOes benignas -
- Displasia leve NIC| LSIL NIC de baixo grau
Classe lll Displasia moderada NIC Il - -
- Displasia acentuada NIC Il HSIL NIC de alto grau
Classe IV Carcinomain situ - - -
Classe V Céncer Céncer Cancer Céncer

Obs.: NIC — Neoplasia intra-epitelial cervical; LSIL - Les&o intra-epitelial de baixo grau ( Low
grade squamous intraepithelial lesion ); HSIL — Les&o intra-epitelial de alto grau (High grade
squamous intraepithelial lesion); o Sistema de Bethesda inclui ainda as categorias ASCUS
(atypical squamous cells of undetermined significance) e AGUS ( atypical glandular cells of
undetermined significance), em situagbes em que existem atipias celulares mas em grau
insuficiente para permitir um diagndstico de lesao intra-epitelial. Fonte: Adaptado de http://
www.cervical.com.br
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pinocelular do pénis e da vulva e a doenca de Bowen
(carcinoma in situ). Nesses, o diagndstico diferencial
deverd ser apoiado em dados clinicos-patologicos (Aids,
2002; Funasa, 2002).

* Tratamento: o objetivo principal do tratamento da
infeccdo pelo HPV é a remocdo das verrugas sintoma-
ticas, levando a periodos livres de lesdes em muitos
pacientes. Verrugas genitais freqiientemente sdo as-
sintomdticas. Nenhuma evidéncia indica que os trata-
mentos atualmente disponiveis erradicam ou afetam a
histéria da infeccdo natural do HPV. A remocéao da ver-
ruga pode ou nado diminuir sua infectividade. Se dei-
xados sem tratamento, os condilomas podem desapa-
recer, permanecer inalterados, ou aumentar em tama-
nho ou numero. Nenhuma evidéncia indica que o tra-
tamento do condiloma prevenird o desenvolvimento de
cancer cervical (Sobral, 2002).

O arsenal terapéutico disponivel atualmente torna
facilmente tratdveis os condilomas genitais, entretanto
as constantes recidivas ou persisténcia das lesdes difi-
cultam, prolongam e tornam o tratamento cansativo e
desanimador para o paciente e para o médico. Medidas
adjuvantes devem ser alertadas, no intuito de melhorar
os resultados: énfase a higiene geral e genital, trata-
mento das patologias associadas, investigacdo e trata-
mento do parceiro e proibicdo de relacoes sexuais. Cui-
dadoso isolamento das areas vizinhas, com vaselina, por
exemplo, deve ser feito para que se evitem lesdes dos
tecidos sadios (Passos, 1995; Veronesi et al, 1996).

Habitualmente, o condiloma acuminado é tratado
com aplicacdo téopica de agentes quimicos, como podo-
filina, acido tricloroacético (ATA), interferon, 5-fluorou-
racil (5 FU), interleucina-2 (IL-2) e isoprinosine e atra-
vés de destruicao fisica por laser de diéxido de carbo-
no (CO2), crioterapia através de nitrogénio liquido e
eletrocauterizacao. Pode-se fazer uso de imunoterapia
com Imiquimod e retindéides assim como outras moda-
lidades de tratamento como homeopatia e acupuntura
(Naud, 1993; Passos, 1995; Veronesi et al, 1996; Red
Book, 1997; Guidelines, 1999; Jorge et al, 2000;
Carcinoma_Colo_Utero, 2002; Higgfly, 2002; Medstu-
dents, 2002; Sobral, 2002; Virusonline, 2002).

Nenhum dos tratamentos disponiveis é superior aos
outros, e nenhum tratamento serd ideal para todos os
pacientes nem para todas as verrugas, ou seja, cada
caso deverd ser avaliado para a escolha da conduta
mais adequada. Pode haver a combinacdao de mais de
um método, os fatores que podem influenciar a esco-
lha do tratamento sdo o tamanho, niimero, local e du-
racdo da lesdo, além de sua morfologia e preferéncia
do paciente, custos, disponibilidade de recursos de
conveniéncia, efeitos adversos, e a experiéncia do pro-
fissional de saude (Higgfly, 2002; Sobral, 2002; Viru-
sonline, 2002).

A podofilina, usada em concentracdo de 10 a 25%, é
um agente citotéxico, que pode produzir queimaduras
graves a pele sadia. Quando em dosagem excessiva,
pode determinar efeitos sistémicos neurotéxicos e ne-
frotéxicos, sobretudo quando usada em mucosa. Esta
contra-indicada durante a gestacdao por haver relatos
de abortamento, parto prematuro e morte fetal, além
de acdo mutagénica. E encontrada no mercado na for-
ma alcoodlica, de acdo mais rédpida e eficaz, porém mais
facilmente lesiva a pele e na forma oleosa, de acdo mais
lenta e potencialmente menos lesiva por fixar-se mais
sobre as lesdes. A tintura de benjoim também pode ser
usada como veiculo. Atualmente a aplicacdo de podo-
filina em medidas terapéuticas tépicas é a primeira li-
nha no tratamento de verrugas perianais, mas tais te-

rapias, infelizmente, apresentam altas taxas de recor-
réncia (Passos, 1995; Medstudents, 2002).
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O &cido tricloroacético (ATA), usado em solugéo ofi-
cinal de 80% a 90%, é um agente muito cdustico, que
pode causar danos a pele sa. Entretanto, como néo pro-
voca alteragdes sistémicas ou no concepto, ndo tem con-
tra-indicacdo durante a gestacdo. De uso restrito a pele,
estd indicado, sobretudo, na presenca de hipercerato-
se em lesoOes clinicas ou subclinicas, vulvares e penia-
nas. E aplicado diretamente na 4rea infectada e lavado
varias horas mais tarde. H4 alguma ardéncia ou incé-
modo que pode durar por varios minutos apds a apli-
cacao. Desconforto moderado pode persistir, durante
vérios dias apés o tratamento (Passos,1995;Jorge et al,
2000; Virusonline, 2002).

O interferon é uma glicoproteina de acdo enddgena
e intracelular, que inibe a multiplicacdo da célula vir6-
tica e torna as células nao-infectadas refratdrias a in-
feccao (acdo antivirética). Inibe a multiplicagdo celular
e a proliferacdo epitelial dos condilomas (agdo antipro-
liferativa) e também estimula as células “natural kil-
lers"”, os linfécitos T-citotéxicos e os macrofagos (agdo
imunomoduladora); pode ser usado através de gel, cre-
me, pomada, injetado dentro da lesao, ou de uso pa-
renteral, ou seja, através de injecdo intramuscular ou
sub-cutanea. O tratamento com interferon elimina a
verruga completamente em 50% dos pacientes. A exci-
sdo cirurgica da lesdo seguida de tratamento adjuvan-
te com interferon tem-se revelado um método terapéu-
tico bastante eficaz (Jorge et al, 2000; Higgfly, 2002;
Medstudents, 2002; Virusonline, 2002).

O 5-fluorouracil a 5%, na forma de creme, é um agen-
te citostatico indicado nas lesdes uretrais, vesicais, ver-
rugas vaginais e anais extensas. Aplica-se topicamen-
te. A toxicidade é pequena, desde que seja usada de
forma correta (aplicagdo em varredura), mas a eficacia
nao é muito satisfatoria: 59% de insucessos no trata-
mento dos carcinomas in situ (Naud, 1993; Passos,
1995; Veronesi et al, 1996; Virusonline, 2002).

Ha& poucos trabalhos sobre a eficdcia da interleuci-
na 2 (IL-2) no tratamento de lesdes pelo HPV. A expec-
tativa é que possa ser utilizada em lesdes por HPV
refratdrias, embora seu uso em lesdes benignas possa
ser limitado devido ao risco de eventos adversos (Jor-
ge et al, 2000).

O Isoprinosine é um derivado sintético purinico que
aumenta o poder de fagocitose, o numero de linfécitos
T auxiliadores e a producdo de mediadores clinicos dos
linfécitos T (interferon, linfocina, interleucina-2) e es-
timula os linfécitos T citotéxicos. Administrado por via
oral, parece ser importante para os casos de recidiva
apos tratamento com agentes fisicos (Jorge et al, 2000).

O tratamento de vaporizacao a laser de CO2 das
verrugas com tratamento adjuvante de 5-fluorouracil
em creme, torna os tecidos afetados sadios mais rapi-
damente, alcanca o nivel certo de tecido e demonstra
alta eficiéncia quando comparado a outras terapias. As
taxas de cura de infeccado genital por HPV com terapia
de laser de CO2 sao altas, variando de 31 a 94%. Ape-
sar de remover as verrugas o laser de CO2 nao erradi-
ca o HPV de tecido contaminado (Medstudents, 2002).

Pacientes com pequenas verrugas genitais sao co-
mumente tratados com aplicagdes semanais de nitro-
génio liquido nas lesdes; o que caracteriza a criotera-
pia, que aplicado diretamente sobre a verruga causa
uma sensacao de resfriamento, de pulsacdao e em se-
guida queimacdo. O nitrogénio liquido néo danifica o
DNA do HPV, mas age in vivo causando remocdao fisi-
ca do tecido infectado. A crioterapia apresenta consi-
derdveis taxas de recorréncia, apesar de também apre-
sentar taxas altas de cura (Medstudentes, 2002; Viru-
sonline, 2002).

Para verrugas genitais externas persistentes usa-se
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eletrocauterizacdo. Neste processo uma corrente elé-
trica é usada para queimar as verrugas. A vulvectomia
deve ser reservada para pacientes com condilomas gi-
gantes, ou quando houver concomitancia com o cancer
da vulva (Passos, 1995; Virusonline, 2002).

Utilizando-se de imunoterapia tem-se duas opgoes:
o Imiquimod e os retindides. O Imiquimod, em creme
a 5% para uso tépico, é uma substancia quimica que
tem sido testada para o tratamento de verrugas geni-
tais externas. Seu exato mecanismo de acdo ainda per-
manece desconhecido, mas sabe-se que € um potente
indutor do interferon alfa e de outras citoquinas, in-
cluindo o fator de necrose tumoral alfa e a interleuci-
na-6. Acredita-se, portanto, que age aumentando a
resposta imunolégica. Os retindéides sdo uma classe
de componentes naturais ou sintéticos relacionados a
vitamina A, que por sua vez possui aplicabilidade cli-
nica bastante relevante em termos de terapia derma-
tolégica. Utilizados em solugdo a 0,025%, 0,05% e 0,1%,
os retin6ides tém mostrado eficdcia no tratamento e
prevencao de canceres invasivos e de pré-cancer de
pele, cérvix e vulva, relacionados a infeccdo pelo HPV.
Ligam-se a receptores celulares especificos, produ-
zindo efeitos que vdo desde alteracdo na proliferacao
da epiderme até a diferenciacdo da queratina. Além
disso, os retindéides tém mostrado boa atividade imu-
nomoduladora. Assim, tem efeito similar ao dos inter-
ferons, além de boa aplicabilidade terapéutica na in-
feccdo pelo HPV, uma vez que a replicacao do papilo-
mavirus é associada a diferenciacdo queratinocitica
(Jorge et al, 2000).

A Thuya occidentalis, vem sendo utilizada com in-
dice referido de cura de 84,2%, porém faltam estudos
randomizados para comprovacao cientifica da real efi-
cdcia desta planta, mas dependendo das lesdes, exis-
tem propostas de tratamento por via oral e tépica, como
Thuya occidentalis CH 12: 5 gotas duas vezes ao dia
(manha e noite), por 30 dias. Em casos de recidivas de
infeccdo pelo HPV, pode-se associar nosédio Carcino-
sinum CH 200: 10 gotas uma vez por semana, CONco-
mitante a Thuya occidentalis. No insucesso do trata-
mento com a Thuya occidentalis, utiliza-se o Acidum
aceticum, em aplicacdo topica: solucdo de acido acéti-
co 10% + manteiga de cacau gsp. Um 6vulo vaginal
por 15 dias (Passos, 1995; Jorge et al, 2000).

A acupuntura, termo genérico, consiste na estimu-
lacao de determinados pontos da pele, por diferentes
meios, como insercdo de agulhas, manipulacdo digi-
tal, radiacdo luminosa monocromética, corrente elétri-
ca, aquecimento, sucgao, que visam interferir na circu-
lacdo do Ch'i pelos meridianos. Aguarda-se a realiza-
cdo de pesquisas para comprovar a possibilidade de
recomendacdo dessa modalidade terapéutica no trata-
mento adjuvante de lesées pelo HPV (Jorge et al, 2000).

Atualmente o desenvolvimento de vacinas contra o
HPV ¢é prioridade para as Industrias Farmacéuticas.
Seis diferentes tipos de vacinas estdo sendo testados
por 4 laboratérios diferentes. Em Cambridge, estdo em
desenvolvimento 3 vacinas: TA-HPV, que utiliza virus
litico recombinante vivo para imunoterapia de céncer
cervical; TA-GW, que utiliza proteinas recombinantes
para imunoterapia de verrugas genitais; TA-CIN para
tratamento de pacientes com displasia cervical. Os re-
sultados dos testes clinicos da TA-HPV foram encora-
jadores, onde se verificou que todos os pacientes vaci-
nados desenvolveram anticorpos para o virus litico. Em
Gaithersburg, EUA, estao ocorrendo testes clinicos com
a vacina MED-501 a qual é profildtica para verrugas
genitais. Ela contém proteina recombinante L1 do HPV-
11. Ainda nos EUA ocorre o preparo de uma vacina
para previnir verrugas genitais e cancer cervical. Esta
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vacina possui particulas virus-like recombinantes. Ou-
tra vacina em estudo pelo mesmo laboratério usa o plas-
mideo do DNA livre. Um outro tipo de vacina é a vaci-
na autdégena. A extirpacdo cirurgica da lesdo, seguida
por vacinacdo autdégena pode ser o método mais eficaz
de tratamento da condilomatose anal e perianal (Me-
dstudents, 2002).

Pessoas imunossuprimidas em decorréncia da in-
feccao pelo HIV, ou por outras razoes, podem nao res-
ponder ao tratamento para o HPV como as imunocom-
petentes e podem acontecer recidivas mais freqiientes.
O carcinoma escamoso pode surgir mais freqiientemen-
te em imunossuprimidos, valorizando a bidpsia de le-
soes neste grupo de pacientes. O tratamento para es-
ses pacientes, deve basear-se nos mesmos principios
referidos para os HIV negativos.

Planejar o tratamento juntamente com o paciente é
importante porque muitos pacientes necessitardo de
mais de uma sessdo terapéutica. Deve-se mudar a op-
cdo terapéutica quando um paciente ndo melhorar subs-
tancialmente depois de trés aplicacoes, ou se as verru-
gas ndo desaparecerem completamente apds seis ses-
soes. O balanco entre risco e beneficio do tratamento
deverd ser analisado no decorrer do processo para evi-
tar tratamento excessivo.

Raramente ocorrem complicacdes se os tratamentos
sdo utilizados corretamente. Os pacientes deverdao ser
advertidos da possibilidade de cicatrizes hipo ou hi-
percromicas quando sdo utilizados métodos destruti-
vos. Também podem resultar, embora raramente, em
areas deprimidas ou hipertroficas, especialmente se o
paciente ndo teve tempo suficiente para cicatrizacao
total antes de uma nova sessdo terapéutica. Mais rara-
mente, o tratamento pode resultar em sindromes dolo-

rosas incapacitantes, como vulvodinia ou hiperestesia
do local tratado (Sobral, 2002).

CONCLUSOES

As infecgdes genitais, anais e perianais por HPV
sdo doencas sexualmente transmissiveis que se mani-
festam em homens e mulheres e incluem infeccao la-
tente sub-clinica, verrugas clinicamente aparentes, ci-
tologia genital anormal e carcinoma escamoso. Atual-
mente, a incidéncia, além de alta, esta crescendo verti-
ginosamente, apesar das mudancas no comportamen-
to sexual da populacao mundial.

Como a presenca de infeccoes por HPV estd, sabi-
damente, associada ao desenvolvimento do cancer cer-
vical e de cancer escamoso das células genitais estd
ocorrendo um progressivo aumento do interesse da
comunidade cientifica em aperfeicoar as técnicas de
tratamento, atualmente, utilizadas e em desenvolver
novos métodos de tratamento e profilaxia das infec-
coes por HPV.

As dificuldades terapéuticas, a persisténcia da doenca,
as recidivas constantes, a inexisténcia de vacina eficaz con-
tra a infeccdo induzida por HPV e de terapia imunolégica
especifica que atue contra as lesdes ja instaladas, levam-
nos a pensar em que atitudes tomar para impedir a trans-
missdo e o aumento da incidéncia desta virose.

Provavelmente, os unicos métodos profilaticos da
infeccdo causada por HPV sejam a abstinéncia sexual
e a monogamia mutua, atitudes muito pessoais sobre
as quais seria desaconselhavel, imprudente e autorita-
ria a intervencao do medico. Todavia, atualmente, al-
gumas medidas deverdo ser tomadas para reduzir os
riscos da transmissdo: limitar o nimero de parceiros,
investigar e tratar o(s) parceiro(s), evitar o coito du-
rante o tratamento e o seguimento da doenca. Varias
vacinas estdo em desenvolvimento, apresentando re-
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sultados animadores, o que indica que, talvez, futura-
mente, este seja o melhor método de profilaxia das in-
feccoes por HPV.

REFERENCIAS

1. Abordagem Terapéutica e Profilatica das Infecgdes por Papilomavirus Humano.
Disponivel no site: http://www.medstudents.com.br/original/revisao/hpv/
hpv.htm.

2. ACOG - American College of Obstetricians and Gynecologists. (2000, acces-
sed 2001, May 23). “Make Decisions about Human Papillomavirus Based on
Sound Medicine, Rather than Politics.” [Online] http://www.acog.org/
from_home/departments/dept_notice.cfm?recno=118&bulletin=1083.

3. Anttila, Tarja et al. (2001). “Serotypes of Chlamydia Trachomatis and Risk for
development of Cervical Squamous Cell Carcinoma”. The Journal of the Ame-
rican Medical Association, 285 (1), 47-51.

4. Cates, Willard. (1999). “Estimates of the Incidence and Prevalence of Sexu-
ally Transmitted Diseases in the United States”. Sexually Transmitted Disea-
ses, 26 (4), s2-s7.

5. CDC- Centers for Diseases Control and Prevention. (1999, accessed 1999, Oc-
tober 1). STD Trends. [Online]. http://www.cdc.gov/nchstp/dstd/Stats_Trens/
STD_Trends/pdf

6. Elfgren, Kristina, et al. (2000). "A Population-Based Five-Year Follow-Up Study
of Cervical Human Papillomavirus Infection.” American Journal of Obstetrics
and Gynecfology, 183 (3), 561-567.

7. Guidelines for the Medical Management of Genital warts and/or Genital HPV in
New Zealand, 1999.

8. Haas, P,; Tenconi, P.; Heck, V.H.; Thiesen, K; Bianchini, E.; Filippini, C.A.F;
Ropelatto, C.; Silva, A.S. Papiloma Virus Humano como Fator Etiolégico Cen-
tral no Cancer de Colo de Utero. News Lab, p. 84-96, 2000.

9. Ho, Gloria etal. (1998). “Natural History of Cervicovaginal Papillomavirus Infec-
tion in Young Women”. New England Journal of Medicine, 338 (7), 423-428.

10. HPV - Uma Epidemia que é um Problema Multidisciplinar. Disponivel no site:
www.urocontemp.com.br/enfoque.html.

11. Infecgéo pelo Papilomavirus Humano (HPV). Disponivel no site: www.aids.gov.br.

12. Infecgao pelo Papilomavirus (HPV). Disponivel no site: www.funasa.com.br.

13. Infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV). Disponivel no site: http://
www.sobral.ce.gov.br/saudedafamilia/P ublicacoes/DST/papiloma%20virus.htm.

14. Jacyntho, C.; Filho, G.A.; Maldonado, P. HPV- Infec¢ao Genital Feminina e Mas-
culina. Rio de Janeiro: Revinter, 1996.

15. Janicek, Mike & Averette, Hervy. (2001). “ Cervical Cancer: Prevention, Diag-
nosis and Therapeutics.” CA: A Cancer Journal for Clinicians, 51 (2), 92-114.

16. Jay, Naomi & Moscicki, Anna-Barbara. (2000). “Human Papilloma Virus Infec-
tion in Women.” In: Marelene Goldman & Maureen Hatch, eds. Women & He-
alth. San Diego, CA: Academic Press.

17. Jorge, J.PN et al. Tratamento-Abordagem no Homem e na Mulher. In: Carva-
lho, J.J.M.; Oyakawa, N. (ED). | Consenso Brasileiro de HPV Papilomavirus
Humano. Sao Paulo: BG Cultural, p. 111-128, 2000.

18. Koutsky, Laura. (1997). “Epidemiology of Genital Human P apillomavirus Infec-
tion.” The American Journal of Medicine, 102 (5A), 3-8.

19. Koutsky, Laura & Kiviat, Nancy. (1999). “Genital Human Papillomavirus.”In : King
Holmes et al., eds. Sexually Transmitted Diseases , 3™ed. New York: McGraw-Hill.

20. Kurman, R.J.; Solomon, D. O Sistema Bethesda para o Relato de Diagnéstico
Citolégico Cervicovaginal. Rio de Janeiro: Revinter, 1997.

21. Mcdermott-Webster, Marian. (1999). “The HPV Epidemic.” American Journal of
Nursing, 99, 24L-24N.

22. Naud, P; Monsonego, J.; Dargent, D. Infecgédo pelo P apilomavirus Humano. In:
Naud, Paulo. DST e AIDS. Porto Alegre: Artes Médicas, 1993.

23. NCI- National Cancer Institute. (19992, accessed 2001, May 21). Cervical Can-
cer: Backgrounder. [Online]. http://rex.nci.nih.gov/massmedia/backgroun-
ders/cervical.html

24. Okada, M.M.K. et al. Epidemiologia e Patogénese do Papilomavirus Humano
(HPV). In: Carvalho, J.J.M.; Oyakawa, N. (Ed.). / Consenso Brasileiro de HPV
Papilomavirus Humano . Séo Paulo: BG Cultural, p. 1-6, 2000.

25. Papilomavirus Humano e Cancer do Colo do Utero. Disponivel no site:
www.hcanc.org.br/hpv1.htmIP esquisa.

26. Papilomavirus Humano. Disponivel no site: http://www.higgfly.com.br/dossie.htm.

27. Papilomavirus Humano. Disponivel no site: http://virusonline.virtualave.net/
hpv.htm.

28. Passos, M.R.L. DST. 4 ed.Cultura Médica, 1995.

29. Presenca de HPV nos Fluidos em Geral. Disponivel no site: www.cervical.com.br.

30. Rastreamento, Diagnéstico e Tratamento do Carcinoma do Colo do Utero. Dis-
ponivel no site: http:/.../Carcinoma_Colo_Utero.pdf+papiloma+virus+hu-
mano&hl=pt&lr=lang_pt&ie=UTF-.

31. Rastreio de Cancer Cérvico-Uterino em Mulheres que tém ou tiveram DST.
Disponivel no site: www.aids.gov.br.

32. Red Book, 1997.

33. Stevens — Simon, Catherine et al. (2000). “The Prevalence of genital Human
Papillomavirus Infections in Abused and Nonabused Preadolescent Girls.”
Pediatrics, 106(4), 645-649.

34. “The Cervical Cancer Virus”. (1995). Discover, 16, 24-26.

35. Veronesi, R.; Focaccia, R. Tratado de Infectologia. Sao Paulo: Atheneu, 1996.

36. World Health Organization, Geneva, 2001. Assessment and harmonization of
laboratory diagnostic procedures related to human papillomavirus vaccine
research and development. Report of a technical meeting Heidelberg. Heidel-
berg, 6-7 marco de 2001.

Enderego para correspondéncia

Professora Patricia Haas

Departamento de Andlises Clinicas

Universidade Federal de Santa Catarina / Florianépolis - SC.
e-mail: haas@ccs.ufsc.br

RBAC, vol. 36(3), 2004



Padronizacao de spot tests para uso em laboratorios

com atendimento em emergéncias toxicologicas’

Using standardization spot tests in laboratories with toxicological emergencies service

Carla Brugin Marek?, Rafaela dal Piva®> & Ana Maria Itinose*

RESUMO - A padronizacdo de métodos simples e confidveis em laboratérios de andlises clinicas que atuam em
emergeéncias toxicologicas é importante, visto o alto indice de intoxicagdes apresentado nas mais diversas regides
do pais. Dentre as intoxicacoes, as de maior destaque sdo as medicamentosas. Os medicamentos mais envolvidos
sdo os analgésicos, os benzodiazepinicos e os barbituricos (fenobarbital). Assim, foram padronizados alguns spot
tests, sequndo Brito Filho, para a pesquisa destes medicamentos em sangue e urina. Os resultados mostraram-se
satisfatérios, com valor de sensibilidade de 0,1 e 0,3mg/mL, consistindo em provas simples, rapidas, de baixo custo
e de fécil implantacdo em laboratoérios clinicos.

PALAVRAS-CHAVE - Intoxica¢des, medicamentos, spot tests.

SUMMARY -The simple standardization and reliable methods in laboratories of clinical analysis that act in toxicolog-
ical emergencies is important, seen the high index of intoxications presented in the most several areas of the country.
Among the intoxications, the one of larger prominence are the drugs. The drugs more involved are the analgesics, the
benzodiazepins and the barbiturates (fenobarbital). Like this, some spot tests were standardized as Brito Filho for the
research of these drugs in blood and urine. The results were shown satisfactory, with sensibility value of 0.1 and 0.3mg/

KEYWORDS - Intoxications, drugs, spot tests.

mlL, by simple proofs, fast and low cost and easy implantation in clinical laboratories.

J

INTRODUCAO

s acidentes envolvendo medicamentos normalmen-

te sdo uma emergéncia clinica, visto que muitos
casos estdo relacionados as tentativas de suicidio ou
envolvem criancas e idosos que se expuseram a doses
acima da terapéutica. Estas situacoes resultariam em
uma concentracdo téxica na corrente sanguinea. Den-
tre os medicamentos, os mais relacionados as intoxica-
coes sdo os analgésicos, os benzodiazepinicos e os bar-
bituricos, estes representados exclusivamente pelo fe-
nobarbital. No Brasil, os medicamentos assumem o pri-
meiro lugar como agente causador das intoxicacodes,
ocupando esta posicao desde 19943,

Aintoxicacao por medicamentos ndo é um problema
exclusivamente brasileiro, € um problema mundial onde
o perfil dos medicamentos envolvidos é muito parecido
sendo, em ordem crescente, os benzodiazepinicos, anal-
gésicos, barbituricos e antidepressivos®’ 3,

Geralmente estas intoxicagoes apresentam quadros
graves, havendo a necessidade de tratamento especifi-
co. Para isto € imprescindivel a realizacdo de exames
laboratoriais que auxiliem na elucidacao do tipo de
medicamento envolvido. Nestes casos, a realizacdo de
andlises toxicoldgicas rapidas pode servir para a iden-
tificacdao qualitativa ou quantitativa do medicamento
envolvido e, isto é extremamente 1util visto que auxilia
o profissional clinico a estabelecer uma conduta corre-
ta e especifica para o tratamento da intoxicagao®.

Muitas vezes, apenas a identificacdo do medicamen-
to ja é suficiente para o inicio do tratamento, requeren-
do a sua quantificacao apenas em alguns casos. Exis-
tem muitos métodos incluindo os espectrofotométricos,
os imunoensaios e as triagens cromatograficas utiliza-
dos para esta finalidade. Entretanto, estes requerem

equipamentos, kits para reacbes imunoldgicas, siste-
mas ou aparatos para aplicacao e revelacao cromato-
grafica, tornando onerosa uma andlise qualitativa. Sur-
gem entdo, os spot tests ou testes de toque, os quais
sdo procedimentos qualitativos, colorimétricos, ndo ins-
trumentais, que podem ser facil e rapidamente execu-
tados. Estes sdo valiosos para excluir ou sugerir a pre-
senca de determinada substancia, principalmente aque-
les de interesse em intoxicacoes agudas **'2

Diante disso, resolveu-se padronizar alguns spot tests,
segundo Brito Filho*, para a identificacao de salicilatos,
diazepam e fenobarbital em sangue e urina. A simplicida-
de de execucdo e a rapidez de obtencao dos resultados
permitem a implantacao destes testes em laboratorios cli-
nicos que prestam servico de emergéncia toxicolégica.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados os métodos descritos por Brito Fi-
lho*. Para otimizar os testes foram utilizados 0,25mL de
amostra de sangue e de urina. Todos os reagentes fo-
ram de grau analitico.

Para a pesquisa de salicilatos adicionou-se 0,25mL
de cloreto férrico 5% a amostra. O desenvolvimento de
coloracao violeta indicou a presenca de salicilatos. Para
o fenobarbital adicionou-se 2mL de hidréoxido de s6dio
0,5N e permanganato de potassio 0,5N. O teste foi po-
sitivo com o aparecimento de coloracdo verde passan-
do ao amarelo-marrom. Para o diazepam utilizou-se
0,5mL de Reativo de Marquis, e o desenvolvimento de
coloracdo amarela indicou a presenca do composto.

Para verificar a sensibilidade dos testes, foram usa-
das concentracoes entre 0,1mg/mL e 5mg/mL dos res-
pectivos padroes de farmacos. Todos os testes foram
realizados, no minimo, em triplicata.

Recebido em 2/2/2004
Aprovado em 2/8/2004
*Trabalho realizado no Laboratério de Toxicologia da Universidade Estadual do Oeste do Parana
"Prof2 de Toxicologia do Curso de Farmacia da Univ. Estadual do Oeste do Paran4; >2Académica do Curso de Farmécia da Univ. Estadual do Oeste do Parana
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RESULTADOS

Nas Tabelas I, IT e III sdo mostradas as sensibili-
dades, em mg/mL, dos fdrmacos pesquisados. A posi-
tividade e a negatividade das reacoes estdao expres-
sas em (+) e (-), respectivamente. A intensidade de
coloracdo obtida estd representada por (+), (++) e
(+++) para intensidades fracas, evidentes e fortes,
respectivamente.

TABELA |
Sensibilidade do spot fest para salicilatos em amostras de sangue e de urina

Concentracao de salicilatos
Tipo de (mg/mL)
amostra
1 0,8 0,5 0,3 0,2 0,1
Sangue + - -
Urina + + + + + -
TABELA 11

Sensibilidade do spot test para fenobarbital em amostras de sangue e de urina

Concentracao de salicilatos

Tipo de
amostra
2 1 0,5 0,3 0,2 0,1 0,05
Sangue +++ | +++ ++ ++ ++ + -
Urina +++ +++ ++ ++ + + -
TABELA 11l

Sensibilidade do spot test para diazepam em amostras de sangue e de urina

Concentracao de salicilatos

Tipo de (mg/mL)
amostra
2 1 0,8 0,5 0,3 0,2 0,1 0,05
Sangue | +++ | +++ | +++ | +++ | ++ + + -
Uina | +++ | +4++ | +++ | +++ + + - .
DISCUSSAO

Os spot tests sao desenvolvidos para a deteccao
qualitativa rdpida e com boa sensibilidade para a pre-
senca de medicamentos ou de outras substancias toxi-
cas. Sao testes praticos podendo, apds a sua padroni-
zagdo, ser utilizados de maneira segura em laborato-
rios clinicos. A utilizacao destes testes é justificada por
consistir em provas simples, rdpidas, ndo onerosas e
com boa sensibilidade.

Existem diversos métodos para a pesquisa de salici-
latos em sangue ou urina; entretanto os mais utilizados
sdo aqueles que empregam técnicas colorimétricas'®.
Apesar de atualmente existirem imunoensaios, estes ain-
da ndo sdo de uso rotineiro visto o custo relativamente
alto de seus kits, além da necessidade de equipamentos
apropriados para a andlise imunolégica®. No spot test
selecionado, a reacdo de cor é produzida quando o sali-
cilato forma um complexo com os ions férricos forneci-
dos pelo cloreto férrico. A sensibilidade encontrada foi
de 0,2mg/mL e 0,3mg/mL para as amostras de urina e
sangue, respectivamente (Tab. I). Recomenda-se tomar
cuidado ao realizar este teste em amostras de urina.
Apesar do teste mostrar sensibilidade melhor na urina
do que em sangue, deve-se considerar que a urina ex-
creta inimeras substancias, podendo existir compostos
como, por exemplo, cetonas que interferem no teste con-
ferindo um resultado falso -positivo. Para minimizar esta
interferéncia, recomenda-se ferver a urina por 15 minu-
tos antes da realizacao do teste.

O teste para fenobarbital apresentou sensibilidade
de 0,1mg/mL para as amostras de sangue e urina (Tab.
IT). Neste teste o hidréxido de sédio reage com o feno-
barbital formando um composto p-hidroxi andlogo, o
p-hidroxifenobarbital. Este por sua vez, reage imedia-
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tamente com o permanganato de potdssio, desenvol-
vendo a coloracao verde que passa rapidamente ao
amarelo-marrom'’,

No spot test para o diazepam, encontrou-se sensibi-
lidade de 0,1mg/mL e 0,2mg/mL para sangue e urina,
respectivamente (Tab. ITI). O método baseia-se na for-
macao de benzofenona por hidrélise acida dando colo-
racao amarela ao meio. Este teste ndo é especifico para
o diazepam, podendo ser utilizado para a pesquisa de
outros benzodiazepinicos. Trata-se, porém, de um mé-
todo bastante util na rotina toxicolégica, pois nos casos
suspeitos de intoxicacao por estes compostos é impor-
tante diferencid-los de outros depressores do sistema
nervoso central, como os barbituricos. Estes apresen-
tam um quadro de intoxicacdao semelhante ao dos ben-
zodiazepinicos, porém com conduta de tratamento di-
ferente. Assim, para a pesquisa destes compostos, um
resultado negativo é de grande valia para o clinico em
emergéncias toxicologicas®.

Apesar da boa sensibilidade dos spot tests estuda-
dos, estes ndo podem ser utilizados para fins conclusi-
vos, servindo apenas como um parametro preliminar no
laboratério. Apés esta triagem inicial devem ser realiza-
dos os testes confirmatérios, que podem ser qualitativos
ou quantitativos, dependendo do farmaco pesquisado®.

CONCLUSOES

Os spot tests demonstraram boa sensibilidade, con-
sistindo em provas simples, rdpidas e ndo onerosas.
Deve-se considerar com cuidado a interpretacao dos
resultados, principalmente aqueles testes sujeitos a
falso-positivo como os salicilatos na urina.

A utilizacao dos referidos testes por outros laborato-
rios deve ser feita apds estabelecidos os parametros
proprios de cada laboratério, pois estes podem sofrer
alteragoes dependendo das condi¢des do ambiente (tem-
peratura, umidade, luz) e da qualidade dos reagentes
utilizados.

Os spot tests mostraram-se vidveis para a implanta-
cdo narotina de laboratérios clinicos que atendem emer-
géncias toxicoldgicas.
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Diagnostico e prevencao de parasitoses no

reassentamento Sao Francisco em Cascavel - PR"

Diagnosis and parasitosis prevention at Sao Francisco replacement, Cascavel - PR"

Juliana Ribeiro Ferreiral, Fernanda Volpato?, Fabio Martinez Carricondo?, Juliana Curi Martinichen?® & Veridiana Lenartovicz?

-

RESUMO - As parasitoses intestinais ainda constituem um sério problema de satde publica no Brasil, apresentando maior
prevaléncia em populacdes de nivel s6cio-econdmico mais baixo e com condig¢des precdrias de saneamento basico, sendo as
criancas em idade escolar as mais acometidas por essas infec¢des. O objetivo do trabalho foi avaliar a prevaléncia de
enteroparasitoses em criancas que frequentam a Escola Estadual Sao Francisco de Assis, localizada no Reassentamento Sao
Francisco de Assis/ Cascavel-PR, bem como o desenvolvimento de atividades visando a prevencgao de parasitoses para as
criancas, professores e funciondrios da escola. Analisou-se as amostras fecais de 127 criancas, das quais 11% (14) estavam
parasitadas. Observou-se que os protozodrios mais freqlientes foram Entamoeba coli e Giardia lamblia enquanto o Ascaris
lumbricoides teve maior prevaléncia entre os helmintos. Além do encaminhamento para o tratamento adequado, realizou-se
um teatro com a comunidade escolar, visando a reeducacdo da populacdo quanto as medidas bésicas de higiene e os
cuidados com a 4gua e os alimentos. Apesar da baixa condigdo sécio-econémica das criancas analisadas, o indice de parasi-
tismo foi inferior ao ja observado por outros autores, indicando que apesar das dificuldades, as criancas conhecem cuidados
e medidas profilaticas eficazes para o combate aos parasitas.

PALAVRAS-CHAVE - Parasitoses intestinais, criangas, profilaxia.

SUMMARY - The intestinal parasitosis still constitute a serious problem of public health in Brazil, presenting larger prevalence
in populations of lower socioeconomic level and with precarious conditions of basic sanitation, being the children in school age
the more attacked by those infections. The objective of this work was to evaluate the enteroparasitosis prevalence in children
who frequent the State School Sédo Francisco de Assis, located at Sado Francisco replacement, Cascavel - PR, as well as the
development activities seeking the parasitosis prevention for the children, teachers and employees of the school. It was
analyzed 127 children’s fecal samples, from which 11% (14) were sponged. It was observed that the most frequent protozoa were
Entamoeba coli and Giardia lamblia while the Ascaris lumbricoides had larger prevalence among the helmintes. Besides the
direction for the appropriate treatment, it took place a theater with the school community, seeking the population reeducation
with basic measures of hygiene and the cares with water and food. In spite of the low socioeconomic condition and difficulties,
the index of parasitism in those children was inferior as observed by other authors; indicating as they should know prophylactic

cares and effective measures to combat the parasites.

KEYWORDS - Intestinal parasitosis, children, prophylaxis.
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INTRODUCAO

s parasitoses intestinais sdo doencas cujos agen-

tes etiologicos (helmintos ou protozoarios), pelo me-
nos em certas fases do ciclo evolutivo, localizam-se no apa-
relho digestivo do homem podendo provocar diversas alte-
racbes patoldgicas (Rawellins, 1991). Tais agentes ainda
constituem um sério problema de saude publica no Brasil,
apresentando maior prevaléncia em populacbdes de nivel
socio-econémico mais baixo e com condi¢des precdrias de
saneamento basico, resultando em altos indices de morbi-
dade (Uchoéa etal., 2001). Além dos efeitos patoldgicos dire-
tos destes parasitas sobre a saude, as infec¢des parasitarias
exercem importante influéncia sobre o estado nutricional,
crescimento e funcdo cognitiva de escolares (Neves, 2000).
O principal sintoma das parasitoses intestinais é a diarréia,
mas os parasitas intestinais contribuem ainda para um qua-
dro clinico de anemia, perda de peso, dores abdominais,
dificuldades no aprendizado, ansiedade, nervosismo, e em
casos mais graves, morte. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a prevaléncia de enteroparasitoses em crian-
cas que freqientam a Escola Estadual Sdo Francisco de
Assis, localizada no Reassentamento Sao Francisco de As-
sis/ Cascavel-PR, bem como o desenvolver de atividades vi-
sando prevencéo e controle de parasitoses intestinais neste

local. ,
MATERIAIS E METODOS

Criancas de ambos os sexos, cursando Jardim, Prée 1°a

42 séries da Escola Estadual S&do Francisco de Assis foram
submetidas a exames parasitologicos de fezes para a pes-
quisa de parasitas intestinais, no periodo compreendido
entre maio e agosto de 2003. As amostras foram coletadas
em recipientes plasticos devidamente identificados com o
nome e série de cada crianca e encaminhadas ao laboraté-
rio de Parasitologia Clinica do Hospital Universitario do
Oeste do Parand no municipio de Cascavel - PR. Foi adicio-
nado formaldeido 10% como conservante as amostras e es-
tas foram armazenadas em geladeira para serem, posterior-
mente, analisadas. Os métodos utilizados para a andlise
das amostras fecais foram o método a fresco e o método de
Hoffman (Hoffman, 1934). Os resultados foram levados a
escola e entregues aos alunos. No caso de resultados positi-
vos, uma carta foi encaminhada aos pais ou responséaveis,
aconselhando levar a crianca ao médico para se fazer o
devido tratamento. Aos pais ou responsaveis pelas criancas,
foi entregue um questiondrio com questdes de multipla es-
colha, contendo dados como nivel s6cio-econémico, habi-
tos higiénicos, caracteristicas clinicas, entre outras obser-
vacoes.

Realizou-se uma apresentacao teatral de fantoches para
as criancas, além de professores e funciondrios da escola,
enfocando as necessidades bésicas de higiene, cuidados com
a dgua e os alimentos e as principais formas de transmissao
das parasitoses intestinais e sua prevencao, com o intuito de
promover uma melhor aprendizagem desses temas pelas
mesmas.
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RESULTADOS

A Escola Estadual Sao Francisco de Assis, localizada no
Reassentamento Sao Francisco de Assis do Municipio de
Cascavel-PR, é uma escola da zona rural. De um total de
127 amostras coletadas na escola, 88,98% estavam nao in-
fectadas, indicando um grau de negatividade consideravel;
e 11,02% estavam infectadas com algum tipo de parasito
intestinal. Dentre os parasitos comensais, foi detectado que
36% das criancas apresentavam-se infectadas por Entamoe-
ba coli e o protozodrio causador de patogenia mais fre-
quente foi a Giardia lamblia (29%). A prevaléncia de Ascaris
lumbricoides foi de 21% e de Enterobius vermicularis de 7%,
ambos de contaminacao oral-fecal, com grande prevalén-
cia entre criancas. Deve ser relatado que apenas 7% das
criangas eram portadores de mais de um parasita intestinal
(Grafico 1).

Apés a realizacao dos exames parasitologicos de fezes,
os resultados foram enviados aos pais das criancas, junta-
mente com questiondrios sécio-econdmicos. Atraves dos
questiondrios preenchidos foi possivel verificar que 90,50%
das familias residem em casa de alvenaria, como mostrado
no Gréfico 2. Observou-se que a positividade poderia ter
sido mais alta, uma vez que a regido é uma zona rural e,
portanto, na maioria das casas (73,80%), ndo havia rede de
esgoto (Gréfico 3) e a auséncia de pavimentacdo nas resi-
déncias também prevaleceu (95%), resultado este ndo mos-
trado em gréficos.

Observou-se que 78,57% dos individuos utilizam agua
proveniente de pocos artesianos, sem qualquer tratamento,
e uma pequena parcela (2,38%) utiliza d4gua mineral ou
filtrada. O Grafico 4 mostra a porcentagem de criangas que
j& havia realizado exame parasitoléogico anteriormente a
este trabalho, sendo que a maioria (83,3%), nunca havia
feito o exame. Além disso, é relatado também que mesmo
sem a realizacao dos exames, 90,5% das criancas ja tinha
realizado tratamento contra parasitas intestinais, mostran-
do que esse tratamento ocorreu sem acompanhamento mé-
dico e de forma descontrolada.

Enterobius vermicularis ;’""a’a‘""'"“
7%

o Entamoeba coli 100%

36%

o
Ascaris lumpricoides 80%

7
N ||iiiiIIII|||||HHHHHiiiiiiiiinn’
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Giardia famblia 0%

21%

60%

\\\

40%
20%
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GRAF. 1 - Incidéncia de parasitas intesti- GRAF. 2 - Tipo de moradia.
nais nas criangas da Escola Sao Francisco

de Assis.
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GRAF. 4 - Relacao entre exames para-
sitolégicos e tratamento anti-parasitario.

GRAF. 3 - Porcentagem de residéncias
com rede de esgoto.

DISCUSSAO

Apesar da escola na qual foi realizado o trabalho se
localizar na zona rural, a incidéncia das parasitoses intesti-
nais foi baixa (11,02%) se comparada com trabalhos reali-
zados anteriormente com escolares, como o de Marinho e
cols (2003), e creches municipais a exemplo o de Bezerra e
cols (2003), que mostraram um indice de parasitoses mais
elevado, por volta de 30 a 40%. O indice mais baixo de
criancas parasitadas mostrado nos resultados, pode dar-se
ao fato da escola ter como funcionéria uma agente comuni-
taria de satide que orienta os alunos quanto a higiene sani-
taria e alimentar. Além do que, a escola foi visitada durante
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o ano de 2002 pelo Programa Universidade Solidaria. Uma
outra possibilidade para ao baixo indice de parasitoses é o
tratamento contra vermes que é realizado, por algumas fa-
milias, de forma rotineira. A Giardia lamblia foi encontrada
em grande nimero de criangas e, segundo Rey (2001), essa
infecgdo acontece com maior prevaléncia em criancas, até
a puberdade, decaindo para taxas muito menores, nédo se
sabendo se devido a imunidade ou a outras condic¢oes fisio-
légicas. Além do que, a incidéncia é maior entre os grupos
populacionais que apresentam condic¢des higiénicas mais
precérias e ambientes coletivos.

Criangas em idade escolar também sao bastante acome-
tidas por Ascaris Iumbricoides, estando sob maior risco de
infeccdo e migracdo ectépica dos mesmos (Markell e cols,
2003).

A informacao de que a maioria da populacdao consome
4gua sem tratamento é um dado preocupante, pois sabe-se
que o tratamento da dgua € de muita importancia para a
prevencao das parasitoses intestinais, pois as mesmas po-
dem ser transmitidas pela dgua ingerida ou utilizada para
preparar os alimentos. Além disso, as frutas e verduras séo,
na sua maioria, obtidas das hortas e pomares existentes nas
proprias residéncias, podendo ser fontes de infec¢do para as
criancas, se nao forem lavadas e tratadas adequadamente.
Além disso, o relato de que mesmo sem a realizagdo dos
exames, 90,5% das criancas ja tinha realizado tratamento
contra parasitas intestinais, mostra que esse tratamento é
realizado sem acompanhamento médico.

A apresentacao teatral realizada com a comunidade
escolar foi de grande aproveitamento, pois péde-se perce-
ber o interesse e a compreensao tanto por parte dos alunos
quanto dos funciondrios, das medidas preventivas a serem
adotadas para o combate as parasitoses intestinais.

Apesar das dificuldades de falta de saneamento basico e
condicdes de higiene adequadas as populacoes de renda mais
baixa, o trabalho de controle de parasitoses, bem como de
outras doencas, é de simples execucéo e cabe aos profissio-
nais da satude contribuirem para uma melhor conscientiza-
cdo da populacdo, buscando cada vez mais a erradicacao
das mesmas para uma melhoria da qualidade de vida.
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Giardiase em creches do municipio de Maringa, PR

Giardiasis in daycare centers at Maringa, PR

Aurea Regina Telles Pupulint, Ménica Licia Gomes?, Maria Luiza G. G. Diast, Silvana Marques de Aratjo?,
Ana Lucia Falavigna Guilherme® & Jo&o Balduino Kuhl*

RESUMO - A giardiase é uma parasitose das mais comuns em criangas menores de 5 anos com prevaléncia no
Brasil de 5,7%, nesta faixa etdria (Benfam,1996). Varios autores afirmam ser um problema comum em instituicoes
como creches e enfermarias infantis. Este trabalho procurou avaliar a prevaléncia de giardiase em criancas com
diferentes niveis cultural e socioecondémico que freqiientam creches no municipio de Maringé - PR. Foram estuda-
das trés creches. Como metodologia utilizou-se ficha epidemiolégica, exame parasitolégico de fezes e exame de
extrato sub-ungueal. A prevaléncia de giardiase nas trés creches foi de 26,25%, 20,7% e 24,1% n&o mostrando
diferencas estatisticamente significativas entre as mesmas. Os resultados mostraram que a prevaléncia de giardi-
ase nao sofreu influéncia do ponto de vista so6ciocultural.

PALAVRAS-CHAVE - Giardiase, creches, prevaléncia.

SUMMARY - The giardiasis is one of the most common parasitosis in children under 5 years, with 5.7% of prevalence
in age group in Brazil (Benfam, 1996). Many authors assert that it is a common problem in institutions such as daycare
centers and nurseries. The aim of this work is to evaluate the prevalence of giardiasis in chidren with diferent cultural
and socio-economical levels, who frequent daycare centers and nurseries in the town of Maringd - PR. Three daycare
centers were studied. Epidemiological cards, parasitologic exam of dregs and exams of sub-ungueal extract were used
as metodologies. The prevalence of giardiasis in the those daycare centers were 26.25%, 20.7% and 24.1%, which does
not show statistically significant diferences among them. The results show that the prevalence of giardiasis does not

have any influence of the socio-cultural aspect.
KEYWORDS - Giardiasis, daycare, prevalences.
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INTRODUCAO

giardiase é uma enteroparasitose determinada pelo

protozodrio flagelado Giardia lamblia (Stiles,
1915), de distribuicdo cosmopolita. G. lamblia foi o
parasita mais comum entre as criancas africanas meno-
res de 13 anos (19,0%) que se mudaram para a Norue-
ga (Westerhuis & Mank, 2002). No Brasil, dados de
1996 mostraram que em criancas menores de 5 anos a
prevaléncia desta parasitose foi de 5,7% (Pesquisa na-
cional sobre demografia e saide — Benfam).

As infec¢oes humanas com G. lamblia sao comuns e
acometem, principalmente, as criangas na faixa etaria
de 0 -5 anos. Isso se deve aos precarios habitos higié-
nicos desta faixa etdria ou a auséncia de imunidade a
reinfeccoes (Stanley & Meyer, 1984).

Aproximadamente 25 a 50% dos individuos parasi-
tados tornam-se sintomaticos, podendo manifestar sin-
drome diarréica com evacuacoes liquidas, inapeténcia,
emagrecimento, dor epigastrica, insoénia, mé absorcao
intestinal e esteatorréia (Garcia et al., 2002). Outras
queixas podem ocorrer, como pirose, nausea, vomito,
nervosismo, indisposicao geral, irritabilidade, tonturas,
cefaléia e dificuldade de aprendizado (Donald, 1999).

Véarios autores afirmam ser a giardiase um proble-
ma comum em instituicoes, tais como creches e enfer-
marias infantis, onde o contato pessoa a pessoa é fre-
giiente e as medidas higiénicas sdo dificeis de ser adota-

das (Bal & Porter, 1984; Black et. al.,1977; Meyer &
Radulescu, 1980).

A contaminacao por cistos de Giardia pode ocorrer
através de via fecal-oral (Marzochi & Carvalheiro,1978).
Alimentos e 4gua contaminados com cistos s&o os meios
mais freqlientes de veiculacao desta protozoose. Varios
surtos de giardiase que ocorreram no Canada estavam
associados a contaminacéo da dgua (Roach et al., 1993).

Coutinho, 1960 refere ser a disseminacao de G.
lamblia relacionada a fatores epidemiolégicos como
dgua de beber e de uso doméstico, alimentos servi-
dos crus, contato com manipuladores de alimentos,
contato direto pessoa a pessoa, bem como fezes ex-
postas e contato indireto com artrépodes domésticos,
principalmente, baratas e moscas. E ainda possivel
que o protozodario G. lambliatenha um potencial zoo-
notico de infeccdo e com caracteristicas patogénicas
de diferentes cepas, tendo grande importancia epi-
demiolégica e de saude publica (Garcia et al., 2002).

Com o processo de urbanizacéo, o numero de cre-
ches tem se expandido em todo o Brasil, inclusive em
Maringa. Segundo Porcu & Watanabe (1998), a pre-
valéncia de enteroparasitas no municipio de Marin-
ga/PR é de 23%, sendo 43% deste total de casos de G.
lamblia.

Neste trabalho procurou-se avaliar a prevaléncia de
giardiase em criangas com diferentes niveis cultural e
socio-econdémico que freqiientam creches no municipio
de Maring4, Parana.
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MATERIAL E METODOS

® Populacao alvo

Foram escolhidos trés creches com diferentes niveis
sécio-econémico e cultural da zona urbana de Marin-
gé - PR. Considerou-se creche “A’, localizada no cam-
pus universitario, 97 criancas matriculadas, com idade
de 0 a 5 anos. Sao filhos de funcionarios da Universi-
dade Estadual de Maringd, recebem atencao na area
de satde, assisténcia social, contando com pediatra na
instituicdo. As maes e seus filhos recebem continua-
mente noc¢des basicas de higiene. A creche “B", locali-
zada no bairro Parque das Grevileas, 40 criangas ma-
triculadas, com idade de 2 a 5 anos, provenientes de
familias com renda média de 3 a 5 salario minimos. A
creche “C", localizada no bairro Guaiap¢, 60 criancas
matriculadas, com idade de 2 a 5 anos, cujas familias
possuiam renda de até 2 salarios minimos.

As creches “"B" e "C" nao contam com pediatra na
instituicdo. Entretanto, recebem atencao da Unidade
de Saude do bairro.

As instituicoes sdo servidas por &gua encanada e
tratada, fornecida pela companhia de saneamento —
SANEPAR - Servico de Abastecimento de Agua do Pa-
rand. O lixo é coletado regularmente pela Prefeitura
Municipal (trés vezes por semana).

Todas as maes trabalhavam em atividades diversas
fora de seus lares. Deixavam seus filhos nas creches,
onde permaneciam durante o periodo diurno, nos dias
uteis, em regime de semi-internato, ndo se tratando
assim de coletividade fechada.

¢ Ficha epidemiolégica

Foi elaborado um questionario Unico, aplicado a cada
familia pesquisada, a fim de avaliar renda familiar,
abastecimento de 4gua, destino do lixo e dejetos, habi-
tos de ingerir hortalicas, local para dormir, presenca
de animais domésticos, preparo dos alimentos, higie-
ne pessoal, doméstica e dos alimentos.

® Coleta de material

Foram coletadas trés amostras de fezes de cada
crianca em dias alternados. As coletas eram feitas nas
residéncias e nas creches sendo as maes e educadoras
orientadas quanto aos cuidados na coleta e no acondi-
cionamento das fezes.

Destas mesmas criancas foram coletadas as unhas
para andlise do extrato sub-ungueal.

o Andlise laboratorial
As fezes coletadas eram imediatamente encaminha-

das ao Laboratoério de Parasitologia Basica, Departa-
mento de Andlises Clinicas da Universidade Estadual
de Maring4, para pesquisa de protozoarios e helmin-
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FIG. 1 - Prevaléncia de Giardia lamblia entre criancas de 0 a 5 anos, que freqiientam
creches no municipio de Maringa - PR
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tos. As técnicas utilizadas foram de centrifugo-flutua-
cdo em sulfato de zinco (Faust, 1939) e sedimentacao
espontdnea (Hoffmann, Pons & Janer,1934).

Para pesquisa de parasitos no extrato sub-ungueal
utilizou-se a metodologia descrita por Mello, 1978.

® Anélise estatistica

Os dados da ficha epidemioldgica e dos exames
parasitologicos de cada crianca foram agrupados para
cada creche. Para a andlise estatistica utilizou-se o tes-
te do qui-quadrado com nivel de significancia de
p<0,05.

RESULTADOS

Na creche "A’ foram examinadas 80/97 (82,5%) crian-
cas com idade de 0 a 5 anos, na creche "B", 29/40 (72,5%)
criancas de 2 a 5 anos e na creche "C" 29/60 (48,3%)
criancas de 2 a 5 anos. A prevaléncia de G. lamblia
obtida para as trés creches foi de 26,25%, 20,7% e 24,1%,
respectivamente para as creches "A’, "B" e "C" (Fig.
1), ndo havendo diferencas estatisticamente significa-
tivas entre as mesmas.

Na creche "A’, 21 criancas apresentaram exames
parasitoldgicos positivos sendo que a Unica espécie
observada foi G. lamblia (26,3%). Na creche "B" foram
identificadas 6 criancas parasitadas com G. lamblia
(20,7%), sendo ainda observados os comensais Enta-
moeba coli (3,4%) e Iodamoeba bustchlii (3,4%). Na
creche "C", além de G. lamblia (24,1%), foram diag-
nosticados Enterobius vermicularis (13,8%), Endolimax
nana (6,9%) e Entamoeba coli (24,1%) (Tab. I).

O resultado de amostras positivas utilizando mais
de uma amostra de fezes, coletadas em dias alterna-
dos, evidenciou maior sensibilidade para diagnosticar
G. lamblia conforme mostra Tab. II.

Os exames parasitologicos de extrato sub-ungueal
foram realizadas em 70 criancas da creche "A' com
resultado positivo para Endolimax nana em 2 crian-
cas (2,9%); na creche "B" foram realizados 14 exames
com resultado negativo e na creche “C" 23 exames
com resultado positivo para Entamoeba coli ( 8,7%) e

Endolimax nana (8,7%), todos protozoarios comensais,
Tab. III.

Com relacdo ao item "dgua potdvel” todas as cre-
ches tém abastecimento publico e usam filtragem para
ingestdo da mesma. Quanto aos aspectos destino ade-
quado dos dejetos e do lixo é considerado adequado.
Todas usam dormitorio coletivo.

Considerando as creches A, B e C, 87,5%, 86% e
86% das criancgas respectivamente, chegam em casa com
unhas sujas e a maioria, 93,8%, 86% e 82,8%, respecti-
vamente, corta as unhas semanalmente.

TABELA |
Prevaléncia de protozoarios e helmintos em criancas
de 3 creches no municipio de Maringa/PR

- Creche ‘X’ Creche “B” Creche “C”
Espécie

N¢ % N¢ % N¢ %
Giardia lamblia 21 26,3 06 20,7 07 24,1
Entamoeba coli 0 0 1 3,4 07 241
Endolimax nana 0 0 0 0 02 6,9
Enterobius vermicularis 0 0 0 0 04 13,8

lodamoeba buttschli 0 0 01 34 0 0
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TABELA 11
Freqiiéncia de positividade para Giardia lamblia
em criancas de 0 a 5 anos, considerando a primeira, segunda
e terceira amostras de fezes coletadas
em dias alternados

12 amostra 27 amostra 3?2 amostra Total de
Creche ™o ge n° de n° de n° de n° de ° de p"s(i;{’i;’“s
exames | positivos | exames | positivos | exames | positivos
K & 14 K% 6 9 1 21(26,25)
B’ 2 3 10 5 5 1 6(20,7)
c 29 3 1 3 6 1 7(241)
TABELA 11l
Resultados dos exames parasitolégicos de depésito subungueal
Creche
Espécie “A” — 70 exames “B” - 14 exames “C” - 23 exames
N¢ % N2 % N¢ %
Endolimax nana 2 29 0 0 2 8,7
Entamoeba coli 0 0 0 0 2 8,7
TABELA IV

Distribuicdo das freqiiéncias das criancas
segundo alguns aspectos epidemiolégicos

Aspectos epidemiolégicos Clsche Cleche Cieche
A B Cc

Agua potével filtrada 100% 100% 100%
Destino adequado dos dejetos 100% 100% 100%
Destino adequado do lixo 100% 100% 100%
Dormitério coletivo 100% 100% 100%

Chegam em casa com unha suja 87,5 86% 86%
Cortar as unhas semanalmente 93,8% 86% 82,8%

DISCUSSAO

A prevaléncia de giardiase obtida nas trés creches
A,B e C foi respectivamente 26,25%, 20,7% e 24,1%,
nao sendo estas diferencas estatisticamente significa-
tivas. A creche da UEM é constituida por filhos de pro-
fessores e funcionarios, ha na instituicdo intenso traba-
lho de orientacdo quanto & promocao de satude con-
templando informacoes bastante diferenciadas. Ainda
assim, os resultados revelaram que a prevaléncia de
giardiase nao sofreu influéncia do ponto de vista so-
cio-cultural, entre as creches analisadas. O elevado
grau de parasitismo por G. lamblia em criancas que
freqiientam creches com diferentes niveis sdcio-econd-
micos de uma populacéao foi verificado por diversos
autores (Camello & Carvalho, 1990; Oliveira etal., 1979;
Floréncio, 1990).

A coleta de trés amostras de fezes para o diagnosti-
co de giardiase, aumentou consideravelmente a positi-
vidade. Esse procedimento foi usado para diminuir a
possibilidade de resultados falso-negativos, muito fre-
quientes em diagnoéstico desta parasitose. Utilizando
trés amostras, considera-se os periodos negativos exis-
tentes durante a infeccdo da mesma.

O fato das creches utilizarem o processo de filtracao
da &gua eliminaria cistos de protozodarios e ovos de
helmintos. Portanto, por este veiculo, dificilmente ocor-
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reria a contaminacao das criancas por enteroparasitas.
Quanto ao uso de dgua filtrada nos domicilios das crian-
cas, apesar de 100% das respostas serem afirmativas,
acredita-se que por haver abastecimento publico, ha
negligéncia e descuido com a ingestao de somente dgua
filtrada.

Quanto as outras variaveis epidemiolégicas, desti-
no do lixo e dos dejetos as respostas incluiram coleta
pela Prefeitura e a fossa sanitaria. Estes destinos sao
considerados, ndo sendo possivel avaliar-se o perido-
micilio como fonte de infeccéo.

A transmissao da giardiase pessoa a pessoa pode-
ria ser um importante fator a ser considerado, pois ha
em todas as creches dormitorios coletivos, e a contami-
nacao oral-fecal se da facilmente entre as criangas pré-
escolares por desconheceram os bons hébitos higiéni-
cos. Estes dados podem ser reforcados pela andlise do
deposito sub-ungueal, esses resultados embora tenham
evidenciado apenas alguns comensais, demonstra ser
um veiculo importante na transmissao de protozoarios.
O encontro de Endolimax nana e Entamoeba coli sao
indicadores de baixas condicoes de higiene e contami-
nacdo fecal. Cabe ressaltar ainda a ocorréncia de E.
vermicularis cuja metodologia utilizada para o diag-
nostico néo foi especifica, mesmo assim teve alta posi-
tividade na creche “C" reforcando a transmissao de
parasitoses intestinais de crianga para crianca em am-
bientes coletivos.
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Doenca de Chagas em criancas
no Estado do Parana, Brasil

Chagas’ disease in children from Parana State, Brazil
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RESUMO - Este trabalho discute a importancia do estado de alerta em relacao a doenga de Chagas no Estado do
Parand, Brasil, a partir do diagndéstico da doenca em duas situagdes peculiares. Situacdo 1: crianca do municipio
de Roncador, 11 meses, apresentando edema bipalpebral unilateral e gripe forte. Hemocultura e PCR positivas. A
experiéncia do médico obtida na Bolivia foi decisiva para o diagnoéstico clinico/encaminhamento da crianca.
Situacdo 2: duas criancas do municipio de Ortigueira, 9 e 12 anos, sorologia e PCR positivas. A investigacdo
iniciou-se apds denuncia de que adultos de Panstrongylus megistus sugaram as criancas. Considerando que a
situacdo da transmissdo da doenca de Chagas no Brasil estd sob controle, estes casos ilustram o valor da experién-
cia profissional e enfatizam a importancia da manutencédo da vigilancia epidemiolégica.

PALAVRAS-CHAVE - Doenga de Chagas, Trypanosoma cruzi, caso agudo, vigildncia epidemioldégica, Estado do
Parané.

SUMMARY - This work describe the importance of being alert regarding Chagas disease in Parand state, Brazil,
considering the disease diagnosis in two peculiar situations. Situation 1: an 11 month old child from Roncador
municipality, presenting one-sided eyelid edema and cold symptoms, positive haemoculture and PCR. The physician’s
experience obtained in Bolivia was decisive for both the clinical diagnosis and sequence of procedures. Situation 2:
two children from Ortigueira municipality, 9 and 12 years old with positive serology and PCR. The investigation has
begun after denouncing that adult Panstrongylus megistus had bitten the children. Considering that the situation of
Chagas disease transmission in Brazil is under control, these cases illustrate the value of professional experience and

point out the importance of epidemiologic surveillance maintenance.

KEYWORDS - Chagas’ disease, Trypanosoma cruzi, acute case, epidemiological surveillance, Parand State.
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INTRODUCAO

transmissao da doenca de Chagas declinou signi-
ficativamente nos ultimos trinta anos no Brasil e
em grande parte da América Latina '. No Brasil, dados
da Fundacédo Nacional de Saude (FUNASA) mostram
que apés 20 anos de controle quimico continuado hou-
ve franca reducao das taxas de infestagao por triatomi-
neos, particularmente para as espécies Triatoma infes-
tans e Panstrongylus megistus®. Em paralelo, dados
de sorologia escolar, de internacoes e de mortalidade
pela doenca indicam diminuicao nas taxas de incidén-
cia e impacto médico social da protozoose, restando
areas mais preocupantes, como o nordeste brasileiro com
residuos de Triatoma infestans? Portanto, ainda é ne-
cessario uma vigilancia epidemiolodgica efetiva a ser rea-
lizada por estados e municipios sobretudo se for consi-
derado o processo de descentralizacdo da FUNASA?Z,
Segundo Dariush (1998)* as a¢des de controle da
doenca de Chagas estdo entre as que apresentam in-
tervencoes com alta efetividade. O controle triatomini-
co mostra-se de menor custo em relacao aos gastos com
a atencdo ao paciente chagasico®. Uma andlise recente
do programa brasileiro de controle da doenca de Cha-
gas chegou a estimativa de que, entre 1975 e 1995,
foram prevenidas 2.339.000 novas infecc¢oes pelo Trypa-
nosoma cruzi e 337.000 6bitos®. Esses numeros indi-

cam economia de gastos da ordem de US$ 17,00 para
cada US$ 1,00 aplicado nas atividades de controle.

Um grande desafio que o atual estdgio de controle
da doenca de Chagas determina, € sem duvida a insti-
tuicdo de um sistema de vigilancia operante que revele
de forma répida casos esporadicos de transmissao. Es-
tes devem ser tratados de forma diferenciada, exigindo
conhecimento técnico, destreza e rapidez tanto no diag-
nostico clinico e laboratorial quanto no seu encaminha-
mento e acompanhamento pelo sistema de saude local.

Este trabalho tem como objetivo discutir a importan-
cia de manter as autoridades de saude em estado de
alerta para com a doenca de Chagas no Estado do Pa-
rand, frente as peculiaridades de trés casos da doenca
diagnosticados em criang¢as menores de 14 anos de ida-
de, em um espaco de 2 anos.

Descricao das situacoes

Situacdo 1: crianca do sexo feminino, 11 meses de
idade, residente na periferia da cidade de Roncador,
PR, Brasil, com suspeita clinica de infeccao pelo T. cru-
zi. A anamnese foi feita por um clinico geral que regis-
trou no prontudrio médico a observacéao de “edema bi-
palpebral unilateral e sindrome gripal”. A mée relata
que neste mesmo periodo a crianca apresentou gripe
forte e a formacao de uma bolha no local da picada de
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um inseto que ela denominou “borrachudo”. A crianca
nunca sofreu transfusdo sangtiinea. A pedido médico,
um més apos a suspeita clinica foram realizados exa-
mes parasitolégicos direto a fresco, gota espessa e he mo-
cultura®. Foram ainda realizados pela Universidade Es-
tadual de Maringa os testes sorolégicos de imunofluo-
rescéncia indireta (IFI) (Biolab), ensaioimunoenzimaéti-
co (Elisa/Abbott) e Elisa com antigeno CRA/FRA (Bio-
Manguinhos/Fiocruz) para pesquisa de IgG e a reacédo
em cadeia da polimerase (PCR)®. Dos testes acima men-
cionados somente a hemocultura e a PCR, apo6s hibridi-
zacao, apresentaram resultado positivo para T cruzi.
Frente as peculiaridades do caso, foram avaliadas e des-
cartadas todas as possibilidades de erros de diagndsti-
co. A cepa do parasita foi isolada, seu DNA extraido e
um fragmento de 330 pares de base (especifico para
Trypanosoma cruzi) foi amplificado pela PCR, confir-
mando tratar-se da espécie Trypanosoma cruzi.

Para melhor investigacao do caso, apds o diagnoéstico
laboratorial positivo da crianca, foi realizada a sorologia
(IFI, Elisa) de toda a familia, incluindo nova amostra da
crianca infectada. Todos os testes foram negativos.

Foi sugerido o tratamento etiolégico da crianga com
benznidazol (Rochagan - Roche) na dose de 9-10 mg/kg
de peso por 60 dias consecutivos’, sob estrito controle
médico. Frente as condicbes de higiene e alimentacéo
da familia e considerando os efeitos colaterais do far-
maco, foi sugerido que a administragao do medicamento
ficasse a cargo de um agente comunitdrio da Secretaria
Municipal de Saude de Roncador, e que durante o tra-
tamento a crianca permanecesse na creche municipal.
A crianca apresentou dermatite como reag¢ao adversa
ao benznidazol. Oito, 20 e 41 meses apos o tratamento
foram feitas novas coletas de sangue para realizacao
de hemocultura, IFI, Elisa e a PCR que apresentaram
resultados negativos. O controle de cura devera ser
realizado até 60 meses ap0s o tratamento, sequndo pro-
tocolo estabelecido pelo Laboratério de Doenca de Cha-
gas/UEM.

A investigacao epidemiolégica revelou que a casa
onde a crianca supostamente poderia ter sido infecta-
da localizava-se a 500 metros de distancia da area sil-
vestre e foi destruida. A visita a este local ndo revelou
presenca de triatomineos nem de seus vestigios. A fala
da vizinhanca também é incompativel com a presenca
destes insetos. A instabilidade e o grau de pobreza da
familia pode ser avaliado pelo fato da atual residéncia
ser a terceira moradia dessa familia em cinco meses e a
mae da crianca freqiientar o “lixdo" do municipio. A
situacdo como um todo revelou miserabilidade sem
qualquer condicao de higiene, baixa auto-estima, sen-
do a familia classificada pelo servico municipal de sau-
de e social como "uma familia problema".

Situacao 2: duas criangas do sexo masculino, 9 e 12
anos de idade, procedentes da zona rural do munici-
pio de Ortigueira, PR, Brasil. A investigacao teve ini-
cio a partir do envio de trés exemplares adultos de P
megistus, dois machos e uma fémea, ao Laboratério de
Entomologia e Parasitologia Médica de Arapongas/PR
(LEPMAR). A mée relatou que as criangas foram pica-
das pelos insetos, os quais ndo foram examinados quan-
to a presenca de flagelados tipo T. cruzi por estarem
mortos. A familia relatou ainda que abandonou a casa
onde vivia por se sentir incomodada pelas picadas do
“bicho barbeiro”. A nova casa, também uma tapera as
margens do “Rio do Peixe", é circundada por lajedos
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com vegetacao rala e arbustiva e dista 400 metros da
casa antiga. Esta ultima foi destruida, restando apenas
pequena estrutura que foi vistoriada pelos técnicos do
LEPMAR. Néao foram encontrados triatomineos ou seus
vestigios neste local ou em seus arredores.

Tanto as criancas quanto sua familia foram encami-
nhadas ao servigo de satide municipal de Ortigueira.
Foi coletado sangue dos oito membros da familia para
realizacao dos testes de IFI, Elisa, hemocultura e PCR.
Apenas as duas criancas apresentaram resultados da
IFI, Elisa e PCR positivos. A hemocultura foi negativa
para todos os membros da familia.

As criancas foram encaminhadas ao clinico geral que
seguindo orientacdo dos docentes do Laboratério de
Doenca de Chagas/UEM, solicitou a realiza¢do do ele-
trocardiograma, raio X de térax e hemograma antes de
indicar o tratamento etiolégico. As criancas foram tra-
tadas com benznidazol (Rochagan - Roche) na dose de
9-10mg/kg de peso’. A pedido do clinico, o medica-
mento foi administrado sob a responsabilidade da es-
cola em que as criangas estudavam, garantindo assim
a continuidade do tratamento em condicoes adequa-
das de alimentacao. Apos 60 dias de tratamento foi rea-
lizado novo hemograma. Doze meses apds o tratamen-
to os resultados da IFI e Elisa permaneceram positivos
sendo a PCR e a hemocultura negativas. O controle de
cura deverd ser realizado até 60 meses apds o trata-
mento, segundo protocolo estabelecido pelo Laboraté-
rio de Doenca de Chagas/UEM.

DISCUSSAO

A prevaléncia para doenca de Chagas no Estado do
Parand foi de 4,0% segundo o Inquérito Nacional de
19808 Com base nesta prevaléncia, Silveira & Resende
(1994)°, estimaram em 166.511 o numero de casos po-
sitivos de doenca de Chagas para este Estado com po-
pulacdo rural de 4.164.943 de habitantes.

Até 1996 os dados referentes ao encontro de triato-
mineos no Estado do Parand podem ser resumidos em
algumas poucas referéncias'®''?1*!* Segundo a FU-
NASA/PR a espécie T infestans foi encontrada pela
ultima vez neste estado, em 1991. Com relacéo as es-
pécies P. megistus e Ttiatoma sordida, embora Silvei-
ra & Vinhaes (1998)" ndo tenham relatado o encontro
destas espécies no Parand entre os anos de 1995 a 1997,
outros autores'® observaram que T. sordida foi a espé-
cie mais coletada em peridomicilios rurais no noroeste
deste estado. Pesquisas recentes'’'® verificaram que
12,7% das unidades domiciliares rurais no noroeste do
Estado do Parang, tanto habitadas quanto desabitadas,
apresentavam-se infestadas por ninfas e adultos de T.
sordida, de P. megistus, onde 13,5% destes exempla-
res estavam infectados por T cruzi. Esses autores veri-
ficaram grande desinteresse por parte dos moradores
com relacao a estes achados. Da mesma forma, obser-
varam que os profissionais de satidde nos municipios
incluidos no estudo, quase sempre ndo orientavam
adequadamente solicitacoes da comunidade sobre como
e a quem encaminhar dentncias de triatomineos.

A populacédo rural residente em Roncador (50%) e
Ortigueira (66%) é expressiva e devido a grande ex-
tensao territorial e baixa condicdo so6cio-econdémica dos
moradores, ha dificuldade de acesso a todos os servi-
cos disponibilizados na area urbana. Em 1998, o muni-
cipio de Roncador néao estava listado entre as priorida-

RBAC, vol. 36(3), 2004



des do planejamento do Programa de Controle da Doen-
ca de Chagas/FUNASA enquanto o municipio de Orti-
gueira foi considerado Prioridade I. A Programacao
Pactuada Integrada de 2002 nao apresenta meta para o
estado do Parana com relacao a vigilancia entomolégi-
ca de triatomineos.

Considerando a atual situacao de controle vetorial
da Doenca de Chagas no Brasil e o fato desses casos
terem ocorrido em um estado onde a priori ndo se es-
peraria transmissdo ativa, o caso 1 sé foi diagnosticado
tendo em vista a competéncia técnica do médico, um
profissional que teve larga experiéncia no diagndstico
de casos agudos da Doenca de Chagas na Bolivia, tran-
sitoriamente prestando servicos no Brasil. Frente a uma
suspeita clinica bem fundamentada de doenca de Cha-
gas aguda, buscou os servicos do Laboratorio de Doen-
ca de Chagas /UEM onde técnicas adequadas para o
diagnéstico laboratorial pudessem ser realizadas. Quan-
do da solicitacdo destes exames, acrescentou comenté-
rios quanto a possibilidade de resultados negativos nos
testes sorolégicos, reforcando a importancia de testes
parasitolégicos. Este fato ilustra o valor da experiéncia
pratica e a importancia de estar alerta com relacédo ao
diagndstico de casos recentes nessa regiao. Por outro
lado levanta a discussao da permanente vigilancia epi-
demiolégica, uma vez que a condigdo dessa familia é a
mesma de mais ou menos 30% da populacao de Ronca-
dor. Segundo dados da FUNASA, este municipio esta
em uma area de P megistus e a ultima vistoria neste
municipio foi em 1984.

Importante ndo perder de vista a necessidade de se
intervir rapidamente nestas situac¢oes, considerando os
bons indices de cura obtidos tanto no tratamento etiolo-
gico da fase aguda® quanto da fase crénica recente®’
No caso 1, nao fossem as suas peculiaridades de diag-
nostico ja relatadas, possivelmente a fase aguda desta
crianca nao seria diagnosticada e evoluiria para a fase
cronica, podendo desenvolver sintomatologia. Deve-se
considerar ainda o risco de transmissao congénita ou mes-
mo desta pessoa vir a descobrir a infeccdo numa época
tardia de sua vida quando as providéncias de interven-
cdo disponiveis mostrariam menor chance de eficécia.

Frenteas caracteristicas do caso 2, a questao da vi-
gilancia epidemiolégica no Parana deve ser novamen-
te mencionada. Embora o caso tenha sido diagnostica-
do a partir de uma dentncia, ndo se pode afirmar que
a infeccao dessas criancas seja proveniente dos exem-
plares de triatomineos aportados pela méae ao posto de
saude. Deve-se considerar ainda que a situacdo de in-
festacdo por triatomineos das unidades domiciliares no
municipio de Ortigueira ndo estd esclarecida, e que no
municipio vizinho, Rosério do Ivai, em menos de duas
horas de inspecao em duas unidades domiciliares, ve-
rificamos a presenca de ninfas de P. megistus.

Os resultados obtidos pelo Programa de Controle
da Doenca de Chagas permitiram incluir esta doenca
no Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (Por-
taria do MS n° 1.100 de 23 de maio de 1996). Entre os
objetivos desta vigilancia estd o de detectar casos agu-
dos adotando medidas de controle adequadas, a conti-
nuidade do controle de vetores domiciliares onde a vi-
gilancia entomolégica deve ser exercida pela popula-
¢do, de forma continua e controlada pela rede de servi-
cos de saude. E preciso lembrar que casos agudos de-
vem ser notificados a equipe de vigilancia mais préxi-
ma do local de ocorréncia da transmissao. Além disso,
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para se ter conhecimento da magnitude da doenca e
das 4reas de transmissdo ativa, inquéritos soroloégicos
amostrais devem ser realizados*'

O estado de alerta é recomendado mesmo nos Esta-
dos que ja possuem certificacao de “eliminacao da trans-
missdo vetorial da doenca"”, a exemplo de Minas Ge-
rais®?, Segundo Dias (2001)?* circunstancialmente, a
principal instituicdo de combate ao "“barbeiro” no pais,
a Fundacao Nacional de Saude, retira-se de cena em
nome de uma descentralizacdo pactuada, municipio-
estado-federacao. Frente aos "barbeiros”, o desafio pre-
sente é de permanente vigilancia, para que néo volte o
principal transmissor ou outras espécies silvestres. Este
trabalho é simples e pode ser desenvolvido pelos mu-
nicipios. O problema é a coordenacdo e supervisao,
papel que cabe ao Estado.

Esses dados mostram a necessidade de uma investiga-
cdo mais apurada com relacao a situacao atual de trans-
missao da doenca de Chagas no Estado do Parana.
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Programa de Controle da Qualidade externo
em hematologia: variacoes interlaboratoriais
para eritrograma e plaquetas em Curitiba
e Regiao Metropolitana, PR’

and platelets values in Curitiba and Metropolitan Area, PR., Brazil

Aline Borsato Hauser?, Caroline Luise Prochaska?, Aguinaldo José do Nascimento® & Maria Suely Soares Leonart?

External Quality Control Program in hematology: interlaboratory variability for red blood cell

RESUMO - A padronizacéo e o controle de qualidade representam elementos imprescindiveis para a rotina laboratorial.
Este projeto teve como objetivo analisar a variabilidade interlaboratorial, a partir da distribuicdo de amostras preserva-
das para os valores do eritrograma e contagem de plaquetas. Foram preparadas amostras estdveis para eritrograma e
contagem de plaquetas, a partir de unidades de sangue venoso de 3 doadores, coletadas no Banco de Sangue do Hospital
de Clinicas da UFPR. Os eritrocitos e as plaquetas foram isolados e ressuspensos em meio CE apés fixacdo parcial com
glutaraldeido (Leonart et al. RevBras.Andl.Clin. 21:111, 1989; Emendorfer et al., Rev.Bras.Anél.Clin. 32:191, 2000),
para amostras controle altas, médias e baixas. Distribuiu-se aliquotas a 14 Laboratérios de Andlises Clinicas de
Curitiba e Regido Metropolitana, que determinaram os valores do eritrograma e plaquetas, semanalmente, empre-
gando os equipamentos T890 e STKS (Coulter), Cell Dyn 1400, 1700 e 3500 (Abbott), ou Sysmex (Roche). Verificou-se
o desempenho dos laboratérios por meio dos graficos de controle de qualidade, determinando-se a freqiiéncia de
resultados fora dos limites controle. Observou-se menor ocorréncia fora desses limites para os laboratérios que
realizavam controle de qualidade externo e interno, e uma correlacdo aceitdvel entre os resultados obtidos com os
equipamentos empregados. Tais resultados incentivam a utilizagdo de sistemas de qualidade para assegurar a padro-
nizacdo das técnicas e garantir o controle de qualidade nos Laboratoérios de Anélises Clinicas.

PALAVRAS-CHAVE - Controle de qualidade em hematologia, preservagao de eritrdcitos, presewagao de plaquetas.

~

SUMMARY - Standardization and Quality Control in Clinical Laboratories are relevant and increase the probability
of obtaining adequate results for the diagnosis. The aim of this work was to analyze the possible interlaboratorial
variations, using stable control samples for the red cells values and platelets. Stable samples were prepared from 3
healthy donors’ venous blood. The blood samples were collected at the Blood Bank of the Hospital de Clinicas, UFPR.
The isolated red cells and platelets were partially fixed with glutaraldehyde (Leonart et al. Rev.Bras.Andl.Clin. 21:111,
1989; Emendorfer et al. Rev.Bras.Andl.Clin. 32:191, 2000), and ressuspended in CE solution to high, medium, and low
control samples. Aliquots of the samples were distributed to the 14 Clinical Laboratories in Curitiba and Metropolitan
Area, PR., Brazil, that weekly determined the red cell values and platelets, using automated equipments T890 and
STKS (Coulter), Cell Dyn 1400, 1700 and 3500 (Abbott), or Sysmex (Roche). The performance of the laboratories was
analyzed by means of the quality control charts observing the frequency the laboratories and the equipments presented
results out of the control limits. Minimum occurrences were observed with laboratories that accomplish external and
internal quality control programs. We expect that the obtained results can motivate the use of quality systems to assure
the standardization of the techniques and to guarantee the quality control in the Clinical Laboratories.

KEYWORDS - Quality control in hematology, red blood cell preservations, platelet preservations.
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INTRODUCAO
Martin et al., 1998; Lee et al., 1998).

controle do erro é imprescindivel em laboratério. As medidas de controle de qualidade interno e

exatiddo e a reprodutibilidade dos resultados (Stiene-

ex-

Como néo é possivel elimina-lo totalmente, é im-
portante assegurar que a variabilidade se mantenha
dentro de limites permitidos para cada metodologia
(Henry et al. 1980).

O setor de hematologia é parte integrante e rele-
vante do laboratoério, por levar a decisdes criticas na
intervencéao terapéutica. Esse fato acarreta elevado ni-
vel de responsabilidade do laboratério no sentido de
assegurar a qualidade de suas andlises, incluindo a

terno consistem na monitoracdo da aparelhagem e do
material do laboratério, através de amostras controle
com resultados conhecidos, amostras replicadas sem
conhecimento dos técnicos, avaliagcdo dos métodos
empregados, correlacdo entre dados clinicos e laborato-
riais, bem como na troca de amostras entre laboratorios
(Braga et al., 1990; Leonart, 1994; Dacie & Lewis, 1995;
Stiene-Martin et al., 1998).

Para alcancgar a qualidade nos laboratoérios, séo mui-
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tas as tarefas a serem realizadas, desde treinamento
do pessoal envolvido, planejamento, escolha de ma-
teriais e reagentes quimicos, padronizacdo de técni-
cas, calibracao de equipamentos, incluindo tomadas de
decisdo que podem acarretar uma melhor ou pior qua-
lidade de cada procedimento. A obtencdo de amostras
de eritrécitos e de plaquetas preservadas é importante
para a validacao de técnicas e para verificar a reprodu-
tibilidade dos resultados liberados pelos equipamen-
tos hematolégicos automatizados, tanto quanto a ané-
lise dos dados obtidos pelos laboratdrios que utiliza-
ram tais amostras (Stiene-Martin et al., 1998).

Os propositos de um programa de controle de qua-
lidade externo ndo podem ser esquecidos na rotina la-
boratorial, e incluem manter a qualidade do desempe-
nho analitico do laboratério participante, estabelecer
as variacoOes intra e interlaboratoriais; bem como esta-
belecer a correlacdo entre reagentes comerciais, ins-
trumentos analiticos, procedimentos de calibracéao, pro-
cedimentos analiticos e resultados analiticos. (Arons-
son et al., 1978).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a padronizacao
e o controle de qualidade em hematologia, através do
estudo de variagbes interlaboratoriais em 14 Laborat6-
rios de Anadlises Clinicas em Curitiba e Regido Metro-
politana - PR, na andlise de amostras controle estaveis
para os valores do eritrograma e contagem de plaque-
tas, bem como correlacionar os dados obtidos com o
emprego de programas de controle de qualidade in-
terno ou externo, e com modelos e marcas de equipa-
mentos empregados.

MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC -
UFPR). Apés consentimento informado, coletou-se 3
unidades de sangue venoso, de doadores voluntérios,
no Banco de Sangue do HC - UFPR, segundo as Nor-
mas Técnicas para coleta de sangue em Hemocentros,
preconizadas pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vi-
gildncia Sanitdria), portaria n°® 2.135 (Brasil, 2003)
(Fig. 1).

Acondicionou-se as amostras em bolsas triplas (Gri-
fols), num sistema fechado, com uma bolsa mae consti-
tuida de cloreto de polivinil (PVC), com citrato, fosfato,
dextrose e adenina (CPDA1) e duas bolsas satélites, uma
de PVC e a outra de material plastificante tri-2-etilexil-
trimelitato (TOTM), para preservacdo de plaquetas.
Centrifugou-se as bolsas (centrifuga refrigerada Sorvall
RC-3B), durante 6 min a 600xg, transferindo-se o plas-
ma rico em plaquetas para a bolsa TOTM, e mantendo-
se o concentrado de eritrocitos na bolsa méae. Removeu-
se os leucécitos do plasma rico em plaquetas (Bio P Plus
Biofil) e do concentrado de eritrocitos (R-500 II Sepacell
Baxter), filtrando-se durante cerca de 20 min. Subme-
teu-se o material empregado para o preparo das amos-
tras a lavagem em Extran neutro (Merck) e a sucessivos
enxdglies em 4gua destilada-deionizada, para evitar con-
taminac6es minimas por metais pesados, autoclavando-
o (Grimes, 1980; Leonart et al, 1986). Preparou-se o
meio CE (Leonart et al., 1986) para a preservacao de
eritrécitos e de plaquetas, com dgua do tipo I (Elga
Maxima Ultra Pure Water), tindalizando-o a 65°C antes
do uso. Fixou-se parcialmente os eritrécitos e as pla-
quetas com glutaraldeido em meio CE, diluindo-se as
suspensdes de células no meio na proporcdo de 1:2, e
homogeneizando-se as amostras durante 1h (homogei-
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nizador Melco LPR-3A) (Leonart et al., 1989). Os pro-
cedimentos em sistema aberto foram realizados em ca-
mara de fluxo laminar.

Centrifugou-se as amostras de eritrécitos a 600xg
durante 20min. Retirou-se o meio CE sobrenadante com
extrator de plasma (Hemoblu), ressuspendendo-se os
eritrocitos em meio CE, em frascos plasticos estéreis
de 100ml para: amostras controle altas - 70ml de eritr6-
citos e 20ml de meio CE; amostras controle médias - 50
ml de eritrocitos e 40 ml de meio CE e amostras contro-
le baixas - 30ml de eritrécitos e 60ml de meio CE, para
VG de 60%, 45% e 25%., respectivamente.

Centrifugou-se as amostras de plaquetas a 2250xg
durante 10 min, retirando-se o meio CE sobrenadante.
Adicionou-se o sedimento de plaquetas ao meio CE
em frascos plasticos estéreis de 100ml para amostras
controle altas - 15ml de plaquetas e 35ml do meio CE e
amostras controle médias - 5ml de plaquetas e 45ml
do meio CE.

Realizou-se o controle microbiolégico das amostras,
semeando-as em meio Brain Heart Infusion (BHI) para
hemocultura, ndo se observando crescimento bacteriano.

Homogeneizou-se as suspensdes de eritrécitos e de
plaquetas, fracionando-as em aliquotas de 2ml, acon-
dicionado-as em frascos plasticos, mantidos a 4°C. Dis-
tribuiu-se as amostras preservadas a 14 laboratérios de
andlises clinicas, com orientacdes pertinentes ao ma-
nuseio das mesmas. Aplicou-se um instrumento de ava-
liacdo aos laboratdrios participantes para se obter in-
formacoes sobre participacdo em programas de contro-
le de qualidade externo, desenvolvimento de progra-
mas de controle de qualidade interno, certificacdo e
modelos e marcas de equipamentos utilizados.

Em cada laboratério determinou-se a contagem de
eritrécitos (x10%ul), a concentragdo de hemoglobina (g/
dl), os valores do VCM (fl), do HCM (pg), do CHCM
(g/dl), do VG (%) e a contagem de plaquetas; durante
11 semanas, empregando os equipamentos: T890 e
STKS (Coulter), Cell Dyn 1400, 1700 e 3500 (Abbott),
ou Sysmex (Roche).

Analisou-se os valores hematimétricos obtidos pelos
gréficos de Levey-Jennings (Shainin & Shainin, 1993),
para cada uma das variaveis analisadas e para amostras
controle altas, médias e baixas. Comparou-se o equipa-
mento Cell Dyn 3500 (Abbott) em relacdo aos demais
equipamentos pela andlise de regressdao. Analisou-se
os dados com o pacote estatistico para microcomputado-
res pessoais "Statistica 5.0, StatSoft" (Vieira, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao se analisar o desempenho dos laboratérios pelos
graficos de controle de qualidade de Levey-Jennings,
observou-se que a maioria dos laboratérios apresentou
resultados hematimétricos entre os limites superiores
e inferiores de controle. Na Fig. 1, estdo ilustrados os
valores médios obtidos para o numero de eritrocitos
nas amostras controle médias. Os coeficientes de varia-
cdo (CV) obtidos para cada laboratério foram baixos na
sua maioria, e variaram de 4,54 a 9,96% para eritroci-
tos, de 4,53 a 10,83% para hemoglobina, de 1,15 a 5,30%
para VCM, de 1,01 a 6,61% para HCM, de 1,66 a 7,06%
para CHCM, de 4,56 a 9,85% para VG e de 2,46 a
25,23% para plaquetas. O Clinical Laboratory Impro-
vement Amendment de 1988 (CLIA 88) considera acei-
tdveis para determinacdes hematimétricas por equipa-
mentos hematoldgicos automatizados os seqguintes CV:
6% para eritrécitos, 7% para hemoglobina e 25% para
plaquetas (Ferreira et al., 2002). Para Dacie & Lewis
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FIG. 1 - Gréfico de Controle de Qualidade
para as médias de Ert por 14 laboratérios
em Curitiba e Regido Metropolitana - PR.

TABELA |

Classificacdo dos 14 laboratérios
a partir do niamero de ocorrén-
cias fora dos limites controle para
as meédias de valores hemati-
métricos para as amostras con-
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o
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8— OQE realizado; nr - CQE nfo realizado;
'VCM - volume corpuscular médio em fl
FIG. 2 - Gréfico de Controle de Qualidade
para as médias de VCM, agrupadas con-
forme a participacdo em programas de
Controle de Qualidade Externo (CQE),
por 14 laboratérios em Curitiba e Regiao
Metropolitana - PR.

TABELA 11

Classificacdao dos equipamentos
pelo niamero de ocorréncias de
médias de valores hematimétricos
de amostras controle altas, baixas
e médias fora dos limites controle
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- OQl realizado; nr — QI nfo realizado; PLQ — plaquetas x 10°/u1

FIG. 3 - Grafico de Controle de Qualidade
para as médias de PLQ, agrupadas con-
forme a realizagéo de Controle de Quali-
dade Interno (CQl), por 14 laboratérios
em Curitiba e Regiao Metropolitana - PR.

ort

Valores
0,079+0,044
0,944 +0,008

Parametros
Interpto

STKS
o .M w Ao N

CELLDYN3500

FIG. 4 - Comparacéo entre os equipamen-
tos CELL DYN 3500 (Abbott) E STKS
(Coulter) para medidas de Ert.

QUADRO 1

Dados obtidos por meio de instrumento de avaliacdo
sobre a participacdo em programas de CQ,
a certificacdo e modelos
e marcas de equipamentos automatizados
de hematologia de 14 laboratérios

trole altas, baixas e médias para cada equipamento em Curitiba e Regido Metropolitana - PR
Laboratorios |a | b | m oco'rl:édr::ias (%) Equipamentos |a | b | m Oco?:émias 1(%) Laboratério CQE cal Certificacao Equipamento
5 1/0]0 1 50 1 SBPC r nc Cell Dyn 3500 (Abbott)
7 112]2 5 250 STKS |2 1|0 3 150 2 SBPC r c Cell Dyn 1400 (Abbot)
9 21211 5 25,0 3 SBPC r c Cell Dyn 3500 (Abbott)
2 21212 6 300 CellDyn1400 |3] 2| 3 8 40,0 4 SBPC r nc T 890 (Coulter)
10 21212 6 300 5 SBAC r nc STKS (Coulter)
8 31212 7 350 6 SBAC r nc Cell Dyn 1400 (Abbott)
1 [4]o[3] 7 [0 Sysmex [313f2] 8 [400 7 SBPC | nc Cell Dyn 1400 (Abbot)
13 41212 8 400 8 SBPC CAP r [ Sysmex (Roche)
6 51212 9 45,0 CellDyn1700 [5] 2] 3 10 50,0 9 nr nr nc T 890 (Coulter)
4 41412 10 50,0 10 SBAC r nc Cell Dyn 1400 (Abbott)
12 51314 12 60,0 T890 514]5 14 70,0 11 SBPC r nc Cell Dyn 1700 (Abbott)
1 51514 14 700 12 SBAC r nc Cell Dyn 1400 (Abbott)
3 61514 15 750 13 SBAC r nc Cell Dyn 1400 (Abbott)
14 61415 15 750 CollDyn3500 1615 { 5 1 800 14 nr nr nc T890 (Coulter)

a - controle alto; b- controle baixo; m— con-
trole médio; f(%) — freqiiéncia das ocorrén-
cias em percentagem

a - controle alto; b- controle baixo; m— con-
trole médio; f (%) — freqliéncia das ocorrén-
cias em percentagem

(1995), os limites de aceitabilidade para o CV sao: 3-
4 % para eritrocitos e hemoglobina, 4-5% para VG,
VCM, HCM e CHCM, e 10-15% para plaquetas. Os
CV obtidos para este trabalho podem ser considerados
aceitdveis, ao se considerar que foram resultados obti-
dos em amostras preservadas ao longo do tempo, em
diversos laboratoérios, com variacdes na metodologia
empregada.

Os CV mais elevados para a contagem de plaque-
tas sdo condizentes com dados obtidos por outros auto-
res e podem ser explicados pelo maior numero de varia-
veis sobre a precisdo da contagem de plaquetas, como,
por exemplo, a variacdo do tamanho das plaquetas, o
satelitismo plaquetdrio ou a presenca de agregados pla-
quetdrios, de fragmentos de leucdcitos ou eritrdcitos ou
mesmo de particulas estranhas (Bick, 1993; Mckensie,
1996; Lee et al., 1999).

Levantamentos de resultados de laboratdrios sao fa-
tores determinantes para a manutencao da qualidade,
conforme os dados obtidos na Noruega (Thue et al.,
2001), Formosa (Hsu et al., 2000), Coréia do Sul (Cho,
1999), Europa (Libeer, 2001), Japao (Osawa, 2001), Tai-
landia (Opartkiattikul & Bejrachandra, 2002), Indoné-
sia (Timan et al., 2002) e Nepal (Sah et al., 1999). Es-
ses levantamentos foram realizados com um grande
numero de laboratdrios e incluiram a area de hemato-
logia, empregando como metodologia na avaliagdo dos
resultados, as médias obtidas por todos os laboratérios,
independentemente da metodologia empregada.

No Nepal, detectou-se variagoes entre os resulta-
dos com erros manuais, de calibracdo de equipamentos
e diferencas significativas entre os citologistas dos di-
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r - realizado; nr - ndo realizado; c - certificado; nc - nao certificado; CQE - Controle de Qualidade
Externo; CQI - Controle de Qualidade Interno; SBPC — Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica; SBAC - Sociedade Brasileira de Anélises Clinicas; CAP — College of American
Pathologists

versos laboratérios participantes para os servicos de he-
matologia (Sah et al., 1999). Na Indonésia, profissio-
nais de laboratérios com desempenho pobre nos levan-
tamentos realizados, participaram de treinamentos con-
duzidos pelo Laboratério Central de Saude do pais, cuja
participacao foi obrigatéria para a obtencao da licenca
laboratorial (Timan et al., 2002). ;

Tatsumi (2001) relatou que paises da Asia, como o
Japdo, basearam a padronizacdo de suas técnicas na
area de hematologia nas recomendac¢des do Comité In-
ternacional de Padronizagdo em Hematologia (ICSH).
Fink et al. (1997), durante o XI Congresso Latino-ame-
ricano de Bioquimica Clinica, realizado no México em
1993, com a participacdo de Cuba, Argentina, Chile,
México, Paraguai, Republica Dominicana e Uruguai;
observaram que CV obtidos na América Latina para
eritrécitos (11%) e VG (4,5%), foram maiores que os
obtidos na Europa e nos Estados Unidos da América,
concluindo sobre a necessidade de melhorias no con-
trole de qualidade para aqueles paises.

Como se pode observar no Quadro 1, dos 14 labo-
ratorios estudados, 12 participavam de programas de
controle de qualidade externos, incluindo os desenvol-
vidos pela Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas
(SBAC), Sociedade Brasileira de Patologia Clinica
(SBPC) e Colégio Americano de Patologistas (CAP). Os
laboratérios que realizavam controle de qualidade ex-
terno ou interno apresentaram, na sua maioria, valores
dentro dos limites de controle, para as amostras contro-
le altas, baixas e médias. Na Fig. 2 estdo ilustrados os
resultados médios obtidos para amostras controle mé-
dias para o VCM em funcao do emprego de controle
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de qualidade externo e, na Fig. 3, os resultados mé-
dios obtidos para as amostras controle médias para o
numero de plaquetas em funcdo do emprego de con-
trole de qualidade interno.

A Tab. I mostra a classificacdo dos 14 laboratorios a
partir do nimero de ocorréncias fora dos limites con-
trole, para as médias de valores hematimétricos para
as amostras controle altas, baixas e médias. Pelos exem-
plos mostrados nas Fig. 2 e 3, e pela andlise do Qua-
dro I e da Tab. I, pode-se observar a relevancia do em-
prego de controle de qualidade interno e externo para
a diminuicdo da variabilidade dos resultados.

O estudo comparativo entre o equipamento Cell Dyn
3500 (Abbott) e os demais equipamentos T890 e STKS
(Coulter), Cell Dyn 1400 e 1700 (Abbott) e Sysmex (Ro-
che) para as medidas de ERT, foi realizado pela andli-
se de regressao. A Fig. 4 mostra a comparacao do equi-
pamento Cell Dyn 3500 (Abbott) em relacao ao STKS
(Coulter), Cell Dyn 1700 (Abbott) e Sysmex (Roche),
para os valores de eritrocitos.

Os resultados obtidos para todos os equipamentos
mostram o intercepto préximo de zero e a declividade
proxima a 0,92, o que reflete os valores do equipamen-
to Cell Dyn 3500 (Abbott) levemente superiores aos
demais (variabilidade sisteméatica). O desvio-padrdo da
regressdo linear (S ) foi préximo a 0,12, o que signifi-
ca que a dispersdo média dos valores de ERT dos de-
mais equipamentos é 0,12 para um dado valor obtido
pelo Cell Dyn 3500 (dispersdo randomica). O coeficiente
de correlagéo (r) foi préoximo a 0,997 o que indica uma
excelente correlacdao positiva entre os valores do Cell
Dyn 3500 e os demais equipamentos. A aceitabilidade
da comparacédo é para valores superiores a 0,9 (Ferrei-
ra et al., 2002).

A Tab. IT mostra a classificacdo dos equipamentos
pelo numero de ocorréncias de médias de valores he-
matimétricos de amostras controle altas, baixas e médi-
as fora dos limites controle para cada equipamento ana-
lisado. Entretanto, o uso de diferentes equipamentos leva
a erros sistematicos, que apesar de afetarem os valores
de referéncia, podem ser discriminados com analise es-
tatistica. Assim, o aparelho Cell Dyn 3500 foi o que apre-
sentou maior nimero de ocorréncias, com uma tendén-
cia a valores levemente mais elevados em relacdo aos
outros equipamentos. O emprego de homogeneizacao
automatizada por movimentos circulares simples dos
frascos de sangue para este aparelho, e ndo por movi-
mentos de inversdo ou rotacdo, como € usual em hema-
tologia, poderia representar um fator de erro.

Este trabalho envolveu a maioria dos equipamen-
tos empregados atualmente em hematologia, e incluiu
uma fracdo representativa da populacdao de Curitiba e
Regido Metropolitana, j& que contou com a colabora-
cdo de 14 Laboratérios de médio e grande porte, publi-
cos e privados. Os resultados obtidos indicam que a
populacdo curitibana estda sendo atendida com quali-
dade no que se refere a determinacdo dos valores he-
matimétricos. Para que a qualidade seja mantida e
melhorada, é importante que se incentive a manuten-
cdo e a criacao de programas de controle de qualidade
em laboratério.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho ob-
servou-se uma variabilidade dos dados compativel com
a existéncia de erros sistemdticos aceitaveis dentro dos
padrdes de qualidade, evidenciados de acordo com o
laboratério, a participacdo ou ndo em programas de
controle de qualidade externo ou interno e a natureza
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do equipamento utilizado. A comparacao entre os re-
sultados obtidos pelos diversos equipamentos mostrou
uma boa correlacdo. Assim, os resultados obtidos per-
mitem apontar para a importancia de programas de
controle de qualidade continuados em laboratorios.
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Uso do método de cultura semi-quantitativa
para estudo de bacteriemia relacionada
ao cateter venoso central utilizado
por pacientes em hemodialise

Use of semiquantitative culture method to study bacteremia with
central venous catheter related in hemodialysis patients

Elisabeth Eyko Aoki!, Lourdes Botelho Garcia?, Antonio Carlos Pizzolitto® & Elisabeth Loshchagin Pizzolitto3

RESUMO - As infecgbes séo as principais complicagées resultantes do uso de cateter venoso central. Nesta pesquisa
25 pontas de cateter venoso central retiradas de veia subclavia de 16 pacientes ambulatoriais em tratamento de
hemodidlise foram analisadas por cultura semi-quantitativa. Hemoculturas foram realizadas pelo sistema Bactec
9050°®. Os resultados obtidos por cultura semi-quantitativa mostraram que 10(40%) das pontas foram colonizadas
(215UFC) pelos seguintes microrganismos 3 (30%) Staphylococcus aureus, 2 (20%) Staphylococcus warneri, 1 (10%)
Staphylococcus epidermidis, 1 (10%) Stenotrophomonas maltophilia e 3 (30%) bacilos difteréides. Das culturas de
sangue foram isolados microrganismos identificados como Staphylococcus aureus. A bacteriemia foi observada em
12% dos pacientes, e 40% das pontas dos cateteres estudados estavam colonizados

PALAVRAS-CHAVE - Cateter, hemodidlise, método semi-quantitativo, bacteriemia.

SUMMARY -Infections are the leading complication resulting from the use of central venous catheters. In this research
a total of 25 catheter tips (subclavian vein) from 16 hemodialysis ambulatory patients were studied by semiquantita-
tive culture method. Blood cultures were made using the Bactec 9050°. The results obtained by the semiquantitative
culture showed that 10 (40%) of the catheter tips were colonized (215CFU) by microorganisms: 3 (30%) Staphylococ-
cus aureus, 2 (20%) Staphylococcus warneri, 1 (10%) Staphylococcus epidermidis, 1 (10%) Stenotrophomonas
maltophilia and 3(30%) diphtheroid rods. Staphylococcus aureus were identified from blood cultures. The bacteremia

was observed in 12% of the patients, and 40% of the studied catheters tips were colonized.
KEYWORDS - Catheter, hemodialysis, semiquantitative method, bacteremia.

J

INTRODUCAO

P ara o tratamento de hemodidlise é de fundamental
importancia o acesso vascular®’, o qual pode ser
temporario ou permanente® O acesso vascular é dito
temporario, quando o cateter venoso central inserido
nas veias femoral, ou subcldvia ou jugular interna per-
manece no local por algumas horas até trés semanas.
O acesso vascular venoso permanente (fistula arterio-
venosa ou enxerto arterio-venoso) pode ser utilizado
durante meses ou anos e, um procedimento cirargico
¢ necessario para a sua insercao®?°, Os cateteres ve-
nosos centrais (poliuretano ou polivinil) utilizados em
hemodialise podem ser de duplo ou triplo limen néo-
tunelizados (“Shiley" ou similares)®’. Entre os fatores
que influenciam o risco de infeccao relacionada ao
cateter venoso central sdo citados o nimero de limens
e o local no qual o cateter ¢ inserido?®, o qual pode
estar propenso a infeccdo, devido ao aumento do trau-
ma ou porque as multiplas portas podem aumentar a
freqiiéncia de manipulagao do cateter venoso central %,
Os de multiplo limen estdo mais associados ao risco
de infeccdo do que os de unico lumen *?¢, Qutro fator
de risco inclui as cateterizagoes repetidas, presenca

de um foco infeccioso em outra parte do corpo, expo-
sicdo do cateter a bacteriemia, auséncia de terapia an-
timicrobiana sistémica® duracédo da cateterizacao®,
experiéncia do pessoal que insere o cateter, coloniza-
cao da pele no local da insercao e colonizacao da co-
nexao/hub'?**3, Os doentes em hemodialise, também,
sdo considerados pacientes de risco para adquirir uma

infeccdo sangiiinea relacionada ao uso de catete-
1.e513,15,22,25

As infeccoes bacterianas sdo as principais complica-
coes devido ao uso de cateter venoso central em hemo-
didlise e, apresentam-se como causa de morbidade e
mortalidade nestes pacientes®®!%18:27:31.36,

A dificuldade em diagnosticar a verdadeira infec-
cdo devido ao uso de cateter intravascular é um pro-
blema muito frequente. Toda vez que existe uma sus-
peita clinica de infeccdo, ou seja presenca de exsudato
purulento no local de saida do acesso vascular proxi-
mo da pele e temperatura acima de 38°C, recomenda-
se a coleta de sangue do paciente e a remocao do dis-
positivo intravascular. Um segmento do dispositivo deve
ser encaminhado ao laboratério para cultura por méto-
do semi-quantitativo e concomitantemente, o sangue
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do paciente, para hemocultura®'**®, Este estudo teve
por objetivo detectar por meio de cultura semi-quanti-
tativa de ponta de cateter e de sangue periférico, a
bacteriemia relacionada ao uso de cateter venoso cen-
tral por pacientes em hemodialise.

MATERIAL E METODOS

B Material
| Pacientes |

No periodo de janeiro a outubro de 2002, 16 pacien-
tes ambulatoriais que estavam em tratamento de he-
modidlise, concordaram em participar deste estudo as-
sinando o Termo de Consentimento Livre e Esclareci-
do, previamente aprovado pelo Comité de Etica da Santa
Casa de Misericordia de Maringa.

| Cateteres |

No presente estudo foram avaliadas 25 pontas de
cateteres de poliuretano de duplo e ou de triplo la-
men (Arrow International-USA). O cateter foi retirado
do paciente pela equipe médica e, em seguida, um
segmento de 5cm da ponta foi cortado e colocado em
um frasco esterilizado e encaminhado, em caixa de
isopor com gelo, ao laboratério de microbiologia clini-
ca, para processamento, ndo ultrapassando o periodo
de 4 horas.

| Sangue |

Foram obtidas amostras de sangue periférico de 25
pacientes. As culturas foram realizadas pelo sistema
Bactec® 9050.

B Método

| Cultura semi-quantitativa de ponta de cateter® |

O segmento de 5cm foi transferido assepticamente
para a superficie da placa de &gar sangue de carneiro
(5%) e com auxilio de uma pinga esterilizada foi rolado
quatro vezes para frente e para tras, sobre a superficie
do meio de cultura.

Ap6s esse procedimento a placa foi incubada a 37°C
em estufa bacteriolégica por até 72 horas.

A primeira leitura foi realizada apds 24 horas de
incubacao com o objetivo de observar o desenvolvimento
microbiano e fazer a contagem das unidades formado-
ras de coldnias (UFC).

Apobs a contagem, as colonias foram repicadas e os
microrganismos isolados foram identificados por meio
de provas bioquimico-fisiolégicas®® e sistema semi au-
tomatizado BBL Crystal™ (Becton Dickinson Microbio-
logy Systems-Maryland, USA) sistema de identifica-
cdo de bacilos Gram-negativos nao fermentadores e
fermentadores.

Definicao de termos: A colonizacao da ponta de ca-
teter foi definida como o crescimento microbiano semi-
quantitativo de 15 ou mais coldnias em placa de dgar
sangue'’.

Considera-se bacteriemia relacionada ao cateter
quando o mesmo microrganismo for isolado da ponta
de cateter em cultura semi-quantitativa e de cultura de
sangue de um paciente com acompanhamento clinico
dos sinais de infeccao e com nenhuma outra fonte de
infecgdo além do cateter®’.
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| Cultura de sangue |

Aliquotas de 5 a 8mL de sangue foram coletadas
assepticamente da veia periférica de cada paciente e
injetada diretamente nos frascos Bactec Plus Aerobic/F*
(Becton Dickinson-BD). Em seguida os frascos foram
colocados no aparelho Bactec®9050 e mantidos sob agi-
tacdo constante por até 5 dias. Toda suspeita de positi-
vidade da amostra foi confirmada em lamina, por meio
de coloracao de Gram e, em sub-cultura, em placa de
agar chocolate incubada em microaerofilia a 37°C por
24/48 horas.

Os microrganismos isolados foram identificados por
meio de provas bioquimico-fisiolégicas®’ e sistema semi
automatizado BBL Crystal™ (Becton Dickinson Micro-
biology Systems-Maryland, USA) sistema de identifi-
cacao de bacilos Gram-negativos nao fermentadores e
fermentadores.

RESULTADOS

| Das culturas de ponta de cateter |

Dos 25 cateteres examinados pela cultura semi-
quantitativa, 10(40%) apresentaram resultados positi-
vos, isto é, crescimento microbiano com nimero de co-
l6nias =15 unidades formadoras de coldnias e 15(60,0%)
cateteres ndo apresentaram desenvolvimento microbia-
no e foram considerados negativos. A Tab. I mostra as
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas isoladas por
meio de cultura semi-quantitativa.

| Das culturas de sangue |

Das 25 hemoculturas realizadas 3(12,0%) apresen-
taram desenvolvimento bacteriano (positivas) e em
22(88,0%) ndo houve o desenvolvimento de microrga-
nismos (negativas). Das trés culturas positivas foram
isolados cocos Gram-positivos identificados como Sta-
phylococcus aureus. O isolamento de microrganismos
do sangue e a associacdao com cultura positiva de ponta
de cateter estao apresentados na Tab. II.

TABELA |
Microrganismos isolados em cultura semi-quantitativa
de ponta de cateter

Microrganismos UFC Numero %
Staphylococcus aureus >15 3 30
Bacilos difteréides >15 3 30
Staphylococcus warneri >15 2 20
Staphylococcus epidermidis >15 1 10
Stenotrophomonas maltophilia >15 1 10
Total 10 100
TABELA 11
Microrganismos isolados de ponta de cateter e hemocultura
Ponta de cateter

Pacientes Cateter Hemocultura =5 )
A 1 S. aureus S. aureus (>15)

E 5 S. aureus S. aureus (>15)

G 7 S. aureus S. aureus (>15)

Legenda: CSQ=Cultura semi-quantitativa; UFC=unidade formadora de col6nia.
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DISCUSSAO

O diagnostico da infeccao relacionada ao cateteris-
mo permanece controversa?’. A cultura semi-quantita-
tiva proposta em 1977por Maki e colaboradores, é con-
siderada a técnica padrao para o diagndstico das in-
feccoes relacionadas ao cateter, por ser a mais simples,
de facil execucdo e de menor custo ao laboratério de
microbiologia, a qual correlaciona o nivel quantitativo
de 15 ou mais unidades formadoras de colénias sobre a
ponta de cateter apds cultura semi-quantitativa, com
colonizacao do dispositivo intravascular®?.

De acordo com as novas defini¢ées do CDC (Cen-
ters for Diseases Control and Prevention) o cateter é
considerado colonizado, quando houver desenvolvi-
mento de 15 ou mais unidades formadoras de colonia
por cultura semi-quantitativa, ndo acompanhado de
sinais clinicos. A infeccdo do sangue é relacionada ao
cateter, quando o mesmo microrganismo for isolado do
segmento do cateter e do sangue colhido de veia peri-
férica, de um paciente com sintomas clinicos de infec-
cdo na corrente circulatéria e nenhuma outra fonte apa-
rente de infeccao®®.

De acordo com Storti (2002)%% em um estudo de co-
lonizacao microbiana em ponta de cateter venoso cen-
tral, por cultura semi-quantitativa, observou que a co-
lonizacéo ocorreu em 47,6% das pontas de cateter.

Na presente pesquisa foram utilizadas as técnicas
de cultura semi-quantitativa'® para avaliar a superficie
externa. A colonizacao do cateter foi definida como 15
ou mais unidades formadoras de colonia por cateter
obtidas por cultura semi-quantitativa. A cultura semi-
quantitativa, de 25 pontas de cateteres intravasculares
utilizados por pacientes em hemodidlise mostrou que
10(40%) apresentaram crescimento bacteriano (=15UFC).
Os resultados sao semelhantes aos obtidos por Chees-
brough et al. (1986) o qual relata que 43,8% dos cate-
teres avaliados por cultura semi-quantitativa estavam
colonizados. Aufwerber et al. (1991)* constataram em
cultura semi-quantitativa de pontas de cateteres que
em 32,0% houve desenvolvimento microbiano de uma
ou mais coldnias. Arruda et al. (1997)° observaram co-
lonizagdo microbiana em 29,8% dos cateteres analisa-
dos por cultura semi-quantitativa. Menezes et al. (2002) 2!
usando a cultura semi-quantitativa, observaram que
57,0% das pontas de cateteres estavam colonizadas.
Entretanto, Raad et al. (1992)*? ao cultivar 177 catete-
res utilizando a técnica semi-quantitativa observaram
crescimento microbiano (315UFC) em 18,6%.

Analisando o isolamento microbiano da ponta de
cateter por cultura semi-quantitativa foram encontra-
das diferentes cepas de microrganismos (Tab. I). As
cepas de Staphylococcus aureus e de estafilococos coa-
gulase-negativa (Staphylococcus warneri e Staphylo-
coccus epidermidis), também foram isoladas de cultu-
ras de cateteres de hemodialise, por outros auto-
res*67917.182029353637 ' A Stenotrophomonas maltophilia
(antiga Pseudomonas) foi reclassificada para Xanto-
monas maltophilia e atualmente para Stenotrophomo-
nas maltophilia, ¢ uma bactéria Gram-negativa opor-
tunista que cresce facilmente em fluidos de didlise e
pode liberar pirogénios moleculares, os quais sdo dife-
rentes das endotoxinas e pode causar septicemia rela-
cionada ao cateter intravenoso '~

Na presente pesquisa, observou-se um isolamento
de 14,3% de Stenotrophomonas maltophilia em ponta
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de cateter e, este microrganismo néao estava relaciona-
do a bacteriemia, sugerindo colonizacédo do cateter mas
nao infeccao. Dados estes nao concordantes com Saad
(1999)* 0 qual relata o isolamento, em cateteres de
hemodialise, de trés cepas de Stenotrophomonas sp. e
relaciona a presenca desta bactéria com bacteriemia.
Elting e Bodey (1990)'" reportaram 149 episodios de
bacteriemia causadas por Stenotrophomonas maltophi-
lia e por espécies de Pseudomonas nao aeruginosa,
na qual o cateter venoso central era a mais comum fon-
te de origem desta infeccao.

No presente estudo, a presenca em ponta de cateter
de 30% de bacilos difteroides isolados por cultura semi-
quantitativa e de 14,3% por cultura quantitativa, re-
presenta uma taxa de isolamento mais alta quando com-
parada com os estudos de Capdevila et al. (1993)° com
o isolamento de 7,7% desses bacilos por cultura semi-
quantitativa. Saad (1999)*° isolou bacilos difteréides
com uma freqiiéncia de 4,7% em cateteres de hemodid-
lise por cultura quantitativa e Souweine et al. (1999)3°
relataram uma freqiiéncia de 3,3%.

Quanto a bacteriemia relacionada ao cateter, obser-
vou-se na presente pesquisa a freqiiéncia de 3(12%).
O agente etiolégico das bacteriemias em trés pacientes
era Staphylococcus aureus. Este microrganismo foi iso-
lado simultaneamente da ponta de cateter e do san-

ue.

J Segundo Almirall et al. (1989)2 dos 9 episdédios de
bacteriemia em 44,4% foram isolados cepas de Staphylo-
coccus aureus e em 33,3% Staphylococcus epidermi-
dis. Mazrr et al. (1997)2° dos 62 casos de bacteriemia
relacionada a utilizacdo de cateter, os microrganismos
mais freqliientemente isolados da corrente sanguinea
eram Staphylococcus aureus (44%) seguidos de estafi-
lococos coagulase-negativa (19%).

Kessler et al. (1993)!® observaram em seu estudo
sobre infecgdes bacterianas cronicas em pacientes de
hemodialise que os cocos Gram-positivos eram os res-
ponsaveis por 69,8% dos episddios bacteriemicos, en-
tre esses 88,8% Staphylococcus aureus e 6,8% estafilo-
cocos coagulase-negativa. Lentino et al. (2000)'® rela-
taram que os cocos Gram-positivos eram 0s organis-
mos predominantes na cultura de sangue com 31% dos
isolados identificados como Staphylococcus aureus.

Stevenson et al. (2000)*” observaram que 82% dos
microrganismos isolados da corrente sanguinea eram
cocos Gram-positivos, ou seja, 43% Staphylococcus au-
reus e 23% estafilococcos coagulase-negativa.

Em nosso estudo também se observou que as bacté-
rias mais frequientemente isoladas foram identificadas
como S. aureus (30,6%), seguidas por cepas de estafi-
lococos coagulase-negativa (21,7%).

Entretanto, os dados obtidos por Pezzarossi et al.
(1986) % Kong et al., (1989)'"; Capdevila et al. (1993)¢;
Dittmer et al. (1999)°; Saad (1999)%° e Souweine et al.
(1999)*®sao discordantes dos obtidos na presente pes-
quisa e de acordo com estes autores o principal patd-
geno isolado de infeccoes relacionadas ao uso de cate-
ter venoso central para hemodidlise sdo os estafiloco-
cos coagulase-negativa.

No entanto, Pezzarossi et al. (1986)%° observaram
que 75% das culturas, de pacientes com bacteriemia
relacionado ao cateter, foram positivas para estafiloco-
cos coagulase-negativa, e 25% para Staphylococcus
aureus.

Kong et al, (1989)*" relataram que dos 17 casos de
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infeccoes devido aos cateteres vasculares de pacientes
em hemodidlise, 9(52,9%) foram devido a cocos Gram
positivos e, destes 66,6% foram devido a cepas de Sta-
phylococcus epidermidis e 33,3% devido a cepas de Sta-
phylococcus aureus.

Capdevila et al. (1993)° obtiveram uma freqiiéncia
de isolamento de 38% de S. epidermidis e de 15% de S.
aureus de episodios de sepses em pacientes cateteri-
zados para hemodidlise.

Dittmer et al. (1999)° observaram que as bacterie-
mias relacionadas ao cateter foram causadas principal-
mente por estafilococos coagulase-negativa (90,9%).

De acordo com os estudos de Saad (1999)*° dos 142
episodios de bacteriemia associada ao cateter, 39,5%
foram causadas por estafilococos coagulase-negativa e
22,1% por S. aureus.

Segundo Souweine et al. (1999)*° dos 4 pacientes
com bacteriemia relacionada ao cateter, em 2(50%) fo-
ram isolados cepas de estafilococos coagulase-negati-
va e em 1(25%) cepas de S. aureus.

Os dados desta pesquisa mostram que a cultura
semi-quantitativa da ponta de cateter venoso central
(hemodidlise) podem ser indicadores de bacteriemia
relacionada ao cateter.
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Disuria e polaciuria: sintomas realmente
sugestivos de infeccao do trato urinario?

Dysuria and polaciuria: really a suggestive symptom of urinary tract infection?

Beatriz Schiatter Hasenack?, Audrey de Souza Marquez!, Eryka Helena Trapp e Pinheiro?, Rosiley Lima Guilherme?,
Fernanda Tito Frasson? & Gisele de Souza Avelar’

RESUMO - Infeccao do Trato Urinério (ITU) é considerada uma das infec¢cbes mais comuns na populacao, sendo
responsavel por significativa morbidade no sexo feminino. Na rotina dos consultérios médicos ambulatoriais, o
tratamento das ITU ndo complicadas em mulheres adultas é iniciado com base na anamnese, j4 que a maioria das
ITU é acompanhada por sintomas como disuria e polaciuria. O presente estudo visou determinar a correlacao
entre os sintomas classicos de ITU e o diagndstico efetivo desta patologia, caracterizado pela urocultura positiva,
através de um inquérito epidemioldgico realizado com mulheres com idade de 15 a 55 anos. Das 191 mulheres
avaliadas, 56 (29%) apresentaram sintomas sugestivos de ITU. Das 16 mulheres que apresentavam disuria, 2
(12,5%) tiveram o diagnostico de ITU confirmado. A presenca de distria e polacituria ocorreu em 27 mulheres,
sendo que 5 (18,5%) destas apresentavam realmente ITU. Os coeficientes de correlacdo entre distria, polaciuria e
a soma destes sintomas com o resultado da cultura foram inferiores a 0,5, demonstrando que nao ocorreu correla-
cdo significativa entre estas varidveis. Este estudo sugere que a anamnese nao deve ser utilizada como critério inico
para diagndstico das ITU e que este deve ser confirmado sempre que possivel com exames laboratoriais.

PALAVRAS-CHAVE - Infeccdo do Trato Urindrio, diagnéstico, sintomas.

J

SUMMARY - Urinary Tract Infection (UTI) is considered one of the most common infections in population and remains
a significant cause of morbidity in female sex. At ambulatory doctor’s routine the treatment of uncomplicated UTI in
adult women is initiated based on anamnesis, since most UTI appears with symptoms as dysuria and polaciuria. The
objective of this study was to determine the correlation between classical symptoms of UTI and the effective diagnosis
of this disease, characterized by positive uroculture, through an epidemiological inquest with women between 15 and
55 years old. From 191 women evaluated, 56 (29%) had suggestive symptom of UTI (dysuria and/or polaciuria).
Dysuria was present in 16 women, from which 12.5% had confirmed diagnostic for UTI. The presence of dysuria and
polaciuria occurred in 27 women, but only 5 (18.5%) really had UTI. The correlation coefficient between dysuria,
polaciuria and the sum of both symptoms with the result of culture was lower than 0.5, showing that no correlation was
demonstrated within these variables. This study suggests that anamnesis shouldn’t be utilized as the unique criterion
for UTI diagnosis and it should be confirmed with laboratorial exams whenever it is possible.

KEYWORDS - Urinary Tract Infection, diagnosis, symptoms.
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INTRODUCAO

nfeccdo do Trato Urindrio (ITU) pode ser definida
I como sendo a invasao e multiplicacao bacteriana nos
tecidos do trato urinario, desde a uretra até os rins,
incluindo, no sexo masculino, a prostata e epididimo.
E considerada uma das infec¢oes mais comuns na po-
pulacdo, podendo ocorrer em qualquer idade e em
ambos os sexos, embora seja mais constatada nas mu-
Iheres. As causas das ITU sao complexas e influencia-
das por fatores biolégicos e comportamentais do hos-
pedeiro bem como pelas caracteristicas infectantes dos
uropatégenos (Kunin, 1997; Mobley, 2000).

De acordo com o tipo de infeccao, as ITU sdo subdi-
vididas em sintomadticas, assintomaticas, agudas, re-
correntes, cronicas, complicadas e descomplicadas. As
ITU complicadas sdo aquelas que ocorrem em indivi-
duos com anormalidades anatémica ou funcional do
trato urinario. Em geral sdo decorrentes da estase do
fluxo de urina nos rins pela presenca de litiase nos
rins e na bexiga, podendo também estar associadas a
outros fatores, tais como cateterizacao, instrumentacao
das vias urindrias, imunossupressdo, gestacdo, Diabe-

tes mellitus, bexiga neuroldgica e tratamento inefici-
ente. As ITU descomplicadas ou nao complicadas sao
aquelas que ocorrem em individuos com o trato urina-
rio normal, sendo representadas principalmente pelas
cistites. A diferenciacdo destes dois tipos de ITU é de
grande importancia para o estabelecer o tratamento da
ITU (Kunin, 1997; Faro & Fenner, 1998; Hooton, 2000).

As mulheres sdo particularmente afetadas pelas ITU.
Estima-se que 40% delas apresentardo um episodio desta
infeccdo em algum momento de suas vidas (Kunin, 1997).
Esta maior predisposicao parece estar relacionada as
caracteristicas anatdmicas do trato genito-urinario femi-
nino, como uretra curta e proximidade entre uretra, va-
gina e anus. Existem fatores que aumentam ainda mais
o risco de ITU na mulher adulta, como, por exemplo, a
atividade sexual, o uso de diafragma com espermatici-
da, a susceptibilidade a colonizacao perineal por baci-
los Gram-negativos, as doencas ou anormalidades ana-
tdmicas que dificultam o esvaziamento normal da bexi-
ga, a instrumentalizacdo das vias urindarias e o baixo
nivel sécio-econdémico (Dachi et al, 2000; Hooton, 2000).

Os microrganismos causadores de ITU geralmente
provém da microbiota intestinal. Estes colonizam o pe-
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rineo e de forma ascendente chegam até a uretra, bexi-
ga, ureter e rins. A Escherichia coli é responséavel por
70-90% das infecgdes em pacientes ambulatoriais e por
mais da metade das infecgdes nos pacientes interna-
dos. Outras bactérias também associadas as ITU séao:
Proteus mirabilis, Enterobacter aerogenes, Klebsiella
sp, Enterococcus faecalis, Staphylococcus saprophyti-
cus e Staphylococcus aureus (Kunin, 1997; Berdiche-
vski et al, 1998; Hooton et al, 2000; Santos, 2003).

O diagnostico das ITU é baseado na cultura bacteria-
na quantitativa de urina. Por muitos anos, a cultura era
considerada positiva quando apresentasse um cresci-
mento igual ou maior que 10° unidades formadoras de
colonias por mililitro de urina (UFC/mL) (Arav-Borger
et al, 1994). Este valor foi escolhido por sua alta especi-
ficidade no diagndstico de ITU verdadeiras. No entan-
to, estudos demonstram que um terco, ou mais, das
mulheres com ITU sintomatica apresentam contagens
inferiores a 10° UFC/mL e que contagens de 100 UFC/
mL podem ser consideradas significativas na presenca
de sintomas clinicos ou de pitria concomitante (Stamm,
1982; Platt, 1983; Hooton, 1990; Kunin et al, 1993).

Um outro exame util para o diagnoéstico das ITU € a
urindlise, representada pelo exame de Urina I. A uri-
ndlise de rotina engloba a avaliacdo macroscépica da
amostra, a analise quimica realizada através de fita
reagente e o exame microscopico, o qual permite veri-
ficar a presenca de hematuria, piuria, cilindruria, bac-
teritria e cristalturia no sedimento de urina centrifuga-
da. A urindlise é uma parte essencial da medicina cli-
nica e quando realizada adequadamente, fornece da-
dos que sdo obtidos de maneira facil, indolor e com
baixo custo. Nos quadros de ITU classicos causados
por enterobactérias, o resultado da Urina I demonstra
leucocituria, pesquisa de nitrito e esterase leucocitaria
positivas e bacteriuria acentuada. E importante ressal-
tar, entretanto, que a Urina I ndo deve ser utilizada
isoladamente como critério de diagnostico ou de exclu-
sdo de ITU, pois nem sempre esta patologia leva a al-
teracoes significativas neste exame. A especificidade e
sensibilidade da leucocituria em predizer ITU, por
exemplo, é de 50% e 80-90%, respectivamente (Seme-
niuk & Church, 1999; Strasinger, 2000).

Na rotina dos consultorios médicos ambulatoriais, o
diagnostico das ITU nado complicadas em mulheres adul-
tas é feito, em geral, pela anamnese, j& que a maioria
das ITU é acompanhada por sintomas como disuria e
polacitria (Orenstein & Wong, 1999). Vale lembrar os
sintomas sugestivos de ITU (distria, polaciuria, urgén-
cia urindria e dor lombar) nem sempre correspondem a
infeccao suspeitada, podendo estar presentes em outras
patologias (Hooton & Stamm, 1997; Bent, 2002).

O presente estudo visou determinar a correlacao
entre distria e polaciuria e o diagnostico efetivo de
ITU, caracterizado pela urocultura positiva, através de
um inquérito epidemiolégico realizado com mulheres
de 15 a 55 anos residentes em um bairro carente de
Londrina, Parana.

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de setembro de 2001 até dezem-
bro de 2002, foi realizado um inquérito epidemiolégico
com mulheres ndo gestantes na faixa etaria de 15 a 55
anos, residentes no bairro Jardim Monte Cristo, bairro
carente da zona leste da cidade de Londrina, Parana.
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O estudo foi realizado de forma prospectiva e experi-
mental e os critérios de inclusdo das pacientes foram:

1) idade entre 15 e 55 anos,

2) ndo gestante e

3) interesse préprio em realizar os exames labora-
toriais oferecidos (Urina I e urocultura).

Os dados coletados no inquérito incluiam a caracte-
rizacdo do nivel s6cio-econdmico, sintomas clinicos pre-
existentes, como dor ao urinar, freqiiéncia e urgéncia
urindria, febre, dor lombar, corrimento vaginal, doenga
de base, gestacao e uso de medicamentos. Juntamente
com o instrumento de coleta de dados, um termo de
consentimento foi preenchido e assinado pela partici-
pante, autorizando a realizacao dos exames laborato-
riais e a utilizacao dos resultados dos mesmos para fins
de pesquisa.

Todas as mulheres incluidas no estudo tiveram suas
urinas submetidas a avaliacdo laboratorial, através da
realizacdo dos exames de Urina I e urocultura. As pa-
cientes foram orientadas para colher a amostra de uri-
na proveniente do jato médio em frasco estéril, apds
higienizacado da genitdlia externa. A retengdo urindria
minima exigida foi de 2 horas.

As amostras assim colhidas foram transportadas até
o Laboratorio de Analises Clinicas da Universidade
Norte do Parand (LAC), devidamente acondicionadas
em isopor e refrigeradas com gelo reciclavel. O exame
de Urina I foi realizado de acordo com o respectivo
Manual de Procedimentos Operacionais Padrdao (POP).
A andlise quimica da urina foi processada com fitas
reagentes Combur®. A leucocituria foi caracterizada pela
presenca de 7000 ou mais leucécitos por ml de urina. A
cultura quantitativa de urina foi processada conforme
POP disponivel no laboratério. A técnica utilizada foi a
da alca calibrada (0,01mL), sendo as amostras semea-
das nos meios de Agar Cistina-lactose eletrélito deficien-
te (Cled) e Mac Conkey, os quais foram incubados a
35°C por 18 - 24 horas. Foram consideradas positivas
as amostras de urinas que apresentaram um crescimen-
to maior ouigual a 10° UFC/mL de um microrganismo
em cultura pura. Também foram valorizadas aquelas
amostras que apresentaram crescimento inferior a 10°
UFC/ml de um tunico uropatégeno, quando oriundas
de pacientes sintomaticas.

Para a identificacdo das enterobactérias isoladas foi
utilizada uma série bioquimica composta pelos meios
de Agar triplice-actcar-ferro (TSI), Agar lisina-ferro
(LTA), Meio de MIO (MIO), Agar citrato de Simmons
(Citrato), Agar uréia de Christensen (uréia) e Agar fe-
nilalanina. Para a identificacao dos cocos Gram positi-
vos foram uilizadas as provas de catalase e tolerancia
ao NaCl 6,5%.

O coeficiente de correlacao entre os diferentes sin-
tomas e a urocultura positiva foi calculado através do
Excel, sendo que correlacoes superiores a 0,5 foram
consideradas significativas.

RESULTADOS

Das 191 mulheres, 56 (29%) apresentaram sintomas
sugestivos de ITU (disuria e/ou polaciuria) (Fig. 1).
Das 16 mulheres que reportaram somente disuria, 2
(12,5%) tiveram o diagnéstico de ITU confirmado (Fig.
2). A presenca de disuria e polacitria ocorreu em 27
mulheres, sendo que 5 (18,5%) destas apresentavam
realmente ITU (Fig. 3). O sintoma polacitria ocorreu
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Mulheres com e sem sintomas

O,
71% 29% O Mulheres com
sintomas de ITU
OMulheres sem
sintomas de ITU
FIG. 1 - Prevaléncia de sintomas de ITU (disdria e/ou polacidria) nas mulheres avaliadas (n=191).
Disuria x ITU

12,5%

|
e

O Mulheres com
disuria sem ITU

O Mulheres com
disuria e com ITU

FIG. 2 - Prevaléncia de ITU nas mulheres que apresentavam disiria (n=16).

Disuria e polaciuria x ITU
18,5% O Mulheres com
disuria e
polaciuria sem ITU
O Mulheres com
disuria e

81,5% polaciuria com ITU
FIG. 3 - Prevaléncia de ITU nas mulheres que apr disaria e polaciuria (n= 27).
TABELA |
Coeficiente de correlacéo (r) entre os sintomas de ITU e urocultura positiva
P Coeficiente de
araes correlagao (r)*
Distria x urocultura positiva 0,137
Polacidria x urocultura positiva 0,053
Disdria + polacidria x urocultura positiva 0,108
Disuria + polacidria + auséncia de corrimento vaginal x urocultura positiva 0,053
Leucocituria x urocultura positiva 0,263

*r > 0,5: correlagées significativas, ou seja, varidveis fortemente relacionadas.

isoladamente em 13 mulheres, porém nenhuma delas
tinha ITU.

O célculo do coeficiente de correlacdo entre sinto-
mas classicos de ITU (disuria e polaciuria), auséncia
de corrimento vaginal e urocultura positiva, bem como
a avaliacdo da leucocituria como indicador de ITU, ndo
demonstrou correlacdo significativa entre as varidveis
avaliadas (Tab. I).

Os microrganismos isolados nas uroculturas positivas
foram Escherichia coli (57,1%), Proteus mirabilis (14,3%),
Streptococcus sp (14,3%), Enterococcus sp (14,3%).

DISCUSSAO

As infeccdes do tato urinario agudas ndo complicadas
sdo freqiientes entre as mulheres e responsaveis por mais
de 7 milhdes de consultas médicas anuais nos Estados
Unidos (Foxman, 2003). As mulheres sexualmente ativas
possuem um maior risco para o desenvolvimento de ITU,
justificado pelas caracteristicas anatdmicas (uretra curta)
e certos fatores comportamentais, incluindo demora entre
as miccoes, atividade sexual e uso de diafragmas e es-
permaticidas (Sobel, 1997; Dachi, 2000).

Os sintomas de ITU aguda incluem queimacao ou
dor ao urinar (distria), aumento da freqiiéncia entre
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as miccdes, com eliminacao de pequena quantidade
de urina (polacitria), sensacao de urgéncia miccional
(urgéncia) e presencga de sangue na urina (hematu-
ria). A disuria, acompanhada ou néo por outros sinto-
mas de ITU, é causa comum de consulta de mulheres
em consultérios ginecolégicos e em ambulatdrio geral.
Na rotina clinica, o diagnoéstico de ITU nao complica-
das é feito, em geral, pela anamnese, sendo tratadas
para esta infeccao aquelas mulheres com queixas de
disudria e polaciuria, sem sintomas de vaginite (Cruz &
Junior, 2003). Nos Estados Unidos existem organiza-
¢oes mantidas por staffs da satide que diagnosticam e
tratam cistites em mulheres de 18 a 55 anos, baseando-
se nos sintomas descritos pelas pacientes por telefone.
Este procedimento, segundo o estudo realizado, dimi-
nuiu os custos e a utilizacao de laboratérios, mantendo
ou melhorando a qualidade das pacientes que foram
presumivelmente tratadas para esta infeccao (Saint et
al, 1999). Porém, a avaliacdo dos sintomas clinicos iso-
ladamente pode levar a erros de diagnéstico. Muitas
disurias agudas, por exemplo, podem nao ser decor-
rentes de ITU, mas ser ocasionadas por vaginites ou
uretrites por Trichomonas vaginalis, Neisseria gonor-
rheae, Chlamydia trachomatis, Candida sp ou virus
herpes simples (Hooton & Stamm, 1997). Assim, uma
andlise mais detalhada da histoéria clinica, o exame fi-
sico e a solicitacao de exames de urina e secrecao va-
ginal ou endocervical sdo importantes na diferencia-
cao diagnéstica.

Na presente pesquisa foram avaliados sintomas de
ITU em mulheres moradoras em um bairro carente da
cidade de Londrina. As mulheres respondiam “sim" ou
"nédo" quando questionadas sobre a existéncia dos se-
guintes sintomas: 1) urgéncia e freqiiéncia urinéria, 2)
dor e ardéncia ao urinar, 3) dor lombar, 4) febre e 5) cor-
rimento vaginal. Como podemos observar na figura 1,
29% delas apresentaram no minimo um sintoma de ITU.

O grupo das mulheres com sintomas foi entao ava-
liado em relacao ao resultado da cultura quantitativa
de suas amostras de urina. Foram consideradas positi-
vas as culturas com crescimento de mais de 10°UFC/ml,
o que é definido por Kass (1955) e Sanford (1956) como
sendo bacteritria significativa. Foram ainda conside-
radas positivas as culturas de pacientes sintomaticas
com contagens inferiores a 10° UFC/ml quando um tnico
uropatdégeno era isolado. Neste contexto, foram diag-
nosticados trés casos de ITU (contagens de 27.000,
30.000 e 32.000UFC/mL) em mulheres com disuria e
polaciuria. Este resultado reforca a importancia da co-
municacdo entre o clinico e o laboratério, visto que al-
guns bacteriologistas tendem a nao valorizar contagens
baixas, liberando estas uroculturas como negativas.

Das mulheres com disturia, 12,5% apresentavam ITU
e daquelas com disuria e polaciuria, 18,5% tiveram o
diagnostico de ITU confirmado. Este dado é muito pre-
ocupante, particularmente no Brasil, onde a auto-me-
dicacao e as consultas no balcao das farmacias sao pra-
ticas corriqueiras da populacao. De acordo com Bent et
al (2002), a probabilidade de ITU altera substancial-
mente quando a paciente procura um médico, aumen-
tando de 5% (pacientes sem sintomas de ITU) para 50%
(pacientes com um ou mais sintomas de ITU). Nesta
avaliagdo, a morbidade detectada foi a referida, ou seja,
as mulheres foram abordadas aleatoriamente e questio-
nadas quanto a presenca de sintomas. Este fato pode
ter levado a uma super-estimacao de sintomas discre-
tos ou irrelevantes. Isto talvez explique parcialmente a
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baixa porcentagem de casos de ITU nas mulheres com
sintomas clinicos sugestivos.

Para avaliar a relacao entre os sintomas descritos e
o diagnostico das ITU, foram calculados os coeficien-
tes de correlacao entre disuria e polaciuria e a soma
destes dois sintomas com o resultado da cultura. Nesta
andlise, foram desconsideradas a dor lombar e febre,
por nao representarem sintomas especificos de ITU. As
correlacoes superiores a 0,5 sdo consideradas signifi-
cativas, ou seja, as variaveis estdo fortemente relacio-
nadas entre si. Na nossa pesquisa, como pode ser visto
na Tab. I, ndo ocorreu cormrelacao significativa em ne-
nhuma das analises, sugerindo que os sintomas clini-
cos caracteristicos de ITU ndo devem ser usados como
critério Unico para diagnostico desta infeccao. Surpreen-
dentemente, a soma dos sintomas disuria e polaciuria
também nao se correlacionou de forma significativa com
o resultado da cultura, reforcando a necessidade de
exames adicionais para o diagnéstico das ITU.

Alguns parametros determinados pela Urina I po-
dem ser tteis para o diagnéstico precoce de ITU, como
a pesquisa de nitrito positivo e leucocittria. A prova
de nitrito representa um método rapido para detectar
ITU, particularmente aquelas causadas por enterobac-
térias (nitrito positivo). As provas de nitrito negativas,
entretanto, ndo descartam a possibilidade de ITU, j&
que nem todas as bactérias sdo capazes de converter
nitrato a nitrito e resultados falsamente negativos po-
dem ocorrer na presenca de contagens baixas (< de
10°UFC/ml). Um resultado de Urina I demonstrando
leucocituria, caracterizada pela presenca de mais de
7000 leucoécitos por ml de urina, e bacteritria, associa-
do a uma clinica compativel, normalmente é fortemen-
te sugestivo de ITU e permite ao médico o inicio imedi-
ato do tratamento de seu paciente. Por outro lado, a
leucocituria nunca deve ser avaliada isoladamente, uma
vez que pode estar presente em outras condicdes, como
doencas tubulointersticiais, contaminacao vaginal, glo-
merulonefrites e apendicite. Também a bacteritria deve
ser criteriosamente analisada, pois esta nem sempre
indica ITU e pode ser decorrente de contaminacao va-
ginal ou armazenamento inadequado da amostra até o
momento do processamento laboratorial (Semeniuk &
Church, 1999 Strasinger, 2000). No nosso estudo, a
pesquisa de nitrito foi positiva em todas as amostras
de pacientes com ITU causada por enterobactérias em
contagens significativas (>10°UFC/ml), porém foi ne-
gativa nos trés casos de ITU causadas por E. coli e
Proteus mirabilis com contagens inferiores a 10° UFC/ml,
exemplificando a limitacdo deste dado para diagndsti-
corapido de ITU. Todas as amostras das pacientes com
infeccao, com excec¢do de uma, apresentaram leucoci-
turia. Mas, a leucocituria estava também presente em
amostras de urina de pacientes sem ITU e o cdlculo do
coeficiente de correlacao entre leucocituria e urocultu-
ra positiva no nosso estudo foi inferior a 0,5 (Tab. I),
corroborando a necessidade da avaliacao de outros
dados para o diagnostico correto das ITU.

De acordo com a literatura, sintomas de vaginite,
como corrimento vaginal, falam contra ITU (Bent et al,
2002) Assim, seria coerente que a auséncia destes sin-
tomas associado a disuria e polaciuria aumentasse a
chance de diagndstico de ITU. No nosso estudo, a ana-
lise estatistica ndo demonstrou correlacao significativa
entre estas varidveis (Tab. I) provavelmente devido a
baixa prevaléncia de ITU na populacao estudada.
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CONCLUSAO

Numa época em que o apelo por uma medicina ba-
seada em evidéncias esta cada vez maior, visando prin-
cipalmente a diminuicdo de erros médicos, poderiamos
sugerir que o diagnéstico das ITU néo seja fundamen-
tado apenas nos sintomas clinicos descritos pela pacien-
te. A solicitacao de urocultura quantitativa para com-
provar a hipdtese diagnéstica deve ser estimulada, ja
que representa o padrao-ouro para o diagnoéstico desta
infeccao, permitindo o isolamento do microrganismo
infectante, a determinacao da sua sensibilidade aos
agentes antimicrobianos, além de representar a inica
forma de diagnosticar os quadros de bacteritiria assin-
tomadtica e caracterizar as infeccoes recorrentes, que
exigem uma conduta terapéutica diferenciada.
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Cultura de células primordiais
de medula 6ssea tipo Dexter: um procedimento
laboratorial que mimetiza a hematopoese

Dexter long-term bone marrow culture: a laboratorial procedure that mimics hemopoiesis

Almeriane Maria Weffort-Santos, Ph.D.* & Marco Antonio Bittencourt?

RESUMO - Viérias técnicas de cultivo tém sido utilizadas na investigacédo de fatores que influenciam a biologia das
células primordiais hematopoéticas, tornando-se fundamentais na elucidacdo dos mecanismos que envolvem a
hematopoiese. Este trabalho descreve o sistema de cultura idealizado por Dexter e colaboradores, no qual prolife-
racédo e diferenciacdo de células primitivas de medula 6ssea normal ocorrem quando cultivadas em meio sintético
enriquecido com soros de animais, hidrocortisona e antibidticos. Células do sobrenadante removidas durante a
manutencéo das culturas foram quantificadas e ensaiadas para estimativa de seu contetido em progenitores hema-
topoéticos. Simultaneamente, desenvolveu-se uma camada de células aderentes, que foram também contadas e
ensaiadas para estimativa de seu contetido em progenitores. A fracdo celular do sobrenadante decaiu de 1,65x107
para uma média de 1,59+0,42x10° células mononucleares/frasco de cultura ap6s a quinta semana de cultivo, com
um platd estabelecendo-se entre esta e a décima semanas. Colonias de GM-CFC de ambas fracoes foram detecta-
das em todas as semanas ensaiadas e mostraram-se em maior numero na camada aderente. Os resultados demons-
tram que hematopoiese pode ser mantida nas condi¢des experimentais testadas devido ao desenvolvimento de um
estroma, o qual demonstrou capacidade de sustentar uma populacdo de células primordiais hematopoéticas em
continuas proliferacdo e diferenciacdo por 10 semanas.

PALAVRAS-CHAVE - Hematopoese in vitro, célula-tronco, cultura de células de medula dssea, cultura tipo Dexter,
camada aderente, estroma medular.

SUMMARY - Several culture methods have allowed investigation of factors influencing haemopoietic stem cell biolo-
gy, providing a tool for exploring mechanisms involving blood cell production. In this work the culture system described
by Dexter and colleagues to obtain proliferation and differentiation of primitive progenitor cells from normal marrow is
described, in which marrow cells were cultured within a synthetic medium supplemented with animals sera, hydrocor-
tisone and antibiotics. After feeding, the cells of the supernatant were counted and assessed for their contend in
haemopoietic progenitors. Simultaneously, a stromal layer developed at the flask bottom, originating a population of
adherent cells, which was also counted and assessed for their contend in haemopoietic progenitors. The non adherent
fraction declined from 1.65x107 marrow cells/flask to an average value of 1.59+0.42x10° cells at week 5, establishing
a plateau between weeks 5 and 10. The GM-CFC progenitors of both fractions were present at every week assessed and
showed to be in greater number in the adherent layer. Thus, haemopoiesis could be maintained in vitro in the tested
conditions in which normal marrow cells provided the necessary requirements to sustain the stem cell population after
establishing a stromal layer.

KEYWORDS - Hemopoiesis in vitro, stem cell, long-term culture, Dexter type culture, adherent layer, marrow stroma,
LTBMC.
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INTRODUGCAO

ritrécitos, leucoécitos e plaquetas constituem os ele-
mentos celulares hematopoéticos maduros com fun-
coes especificas circulantes nos vasos sangiiineos?,
Todos tém sua origem nas células primordiais hemato-
poéticas, uma populacao restrita em numero que se
abriga nos espacos da medula 6ssea dos mamiferos
adultos®® e que, por proliferacdo e diferenciacdo pro-
gressiva, geram progenitores cada vez mais restritos
as linhagens mieldide e linféide. Esses, por sua vez,
amplificam seu nimero e acabam por originar os va-
rios tipos celulares morfologicamente reconhecidos
numa medula dssea normal e no sangue circulante.
Como as células sangliineas maduras possuem tem-
po de vida limitado e para que as atividades metabdli-
cas do individuo se mantenham constantes (homeosta-

sia), elas precisam ser continuamente substituidas.
Além disso, a medula 6ssea abriga uma reserva dessas
células para responder prontamente a situacoes emer-
genciais, como por exemplo, uma hemorragia aguda
ou uma infeccao, sem que haja comprometimento
maior da satide do individuo.?® Para atender as deman-
das normais de producao e as impostas por regimes de
estresse, o sistema hematopoético possui uma organi-
zacdo complexa, a qual depende da interacdo harmo-
nica e orquestrada entre as células primordiais hema-
topoéticas e seus descendentes, esses e as cé€lulas que
compoem o microambiente medular (estroma), além das
inimeras moléculas por elas produzidas, particular-
mente as citocinas.®

Um dos grandes topicos da pesquisa mundial e que
tem ocupado espaco na midia com relativa freqiiéncia
é o reconhecimento das células primordiais hematopo-
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éticas humanas como uma ferramenta na substituicao
de tecidos adultos devido a sua multipotencialidade,
traduzida na sua plasticidade em gjerar, in vitro, teci-
dos diferentes do hematopoético®® como o endotélio
vascular,*® musculo,?*?* células hepaticas**** ou células
nervosas,’ dentre outros, dependendo das condicoes
de cultura.

A realizacao de estudos tao complexos como esses
envolve uma colecdo de modelos experimentais onde
varios fatores que regulam o desenvolvimento de célu-
las primitivas multipotentes possam ser cuidadosamente
examinados. Neste contexto, o sistema de cultura de
células de medula 6ssea descrito por Dexter e colabo-
radores para camundongos hd quase quatro déca-
das'*'"' ¢, posteriormente, adaptado para células hu-
manas,'”** continua sendo o ensaio in vitro de escolha.
Neste sistema, também conhecido como cultura de cé-
lulas de medula 6ssea de longa durabilidade (LTBMC),
células de medula 6ssea sdo inoculadas em meio de
cultura apropriado, suplementado com soros animais
como fonte de nutrientes por varias semanas e a plena
atividade hematopoética pode ser apreciada apos o
desenvolvimento de uma camada celular estromal na
base do frasco de cultura. Na fase seguinte ao estabe-
lecimento do estroma, este passa a secretar para o meio
de cultura (sobrenadante), diferentes tipos de proge-
nitores hematopoéticos, os quais podem ser detectados
em ensaios clonogénicos. Além disso, células hemato-
poéticas mais maduras, com caracteristicas morfologi-
cas e funcionais que se assemelham as encontradas, in
vivo, na medula 6ssea de adultos passam a compor o
elenco celular tanto do sobrenadante como da camada
estromal.’

O objetivo deste trabalho € descrever o sistema de
cultura de células de medula 6ssea humana tipo Dex-
ter, onde material aspirado de medula 6ssea de doado-
res voluntarios para transplante alogénico foi testado
quanto ao seu potencial de desenvolver in vitrohema-
topoese.

METODOLOGIA

A. Pacientes

Todo o trabalho experimental foi desenvolvido em
capelas de fluxo laminar classe II. Os dados clinicos e
laboratoriais dos 18 individuos cujas medulas 6sseas
foram utilizadas neste estudo estdo apresentados na
Tab. I e representam um grupo heterogéneo de doado-
res de medula 6ssea, composto de 7 homens e 11 mu-
lhere)s, com idade entre 7 e 48 anos (mediana de 25
anos).

B. Amostras de medula éssea

Dez a quinze mililitros de aspirado de medula 6s-
sea foram assepticamente coletados em seringas con-
tendo heparina e diluidos em igual volume do meio de
Dulbecco modificado por Iscove (IMDM - Gibco),
300mOsm/Kg. Aspirados que apresentavam-se conta-
minados com muitos eritrécitos foram previamente di-
luidos com solucdo a 1% (p/v) de metilcelulose (Me-
thocel — Dow) (concentracgdo final de 0,1%) e permane-
ceram em repouso por cerca de 40 minutos, a tempera-
tura ambiente, para sedimentacdo dos eritrocitos. O
sobrenadante, rico em células nucleadas foi, entdo, cen-
trifugado a 800g por 10 minutos e o sedimento de célu-
las ressuspenso em 2-3ml de IMDM.
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C. Viabilidade e contagem de células

Células de medula 6ssea com viabilidade superior
a 95%, testada com solucéo a 0,4% de azul de tripano,*
foram contadas em hemocitémetro e sua concentracao
ajustada para 1,5-2x10%ml.

D. Estabelecimento das culturas

As culturas tipo Dexter foram estabelecidas de acor-
do com a metodologia descrita por Coutinho.” Resumi-
damente, 1,5-2x107 células nucleadas de medula 6ssea
foram inoculadas em 10ml de IMDM 340mOsm/kg su-
plementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal, 10% (v/v)
soro de cavalo (ambos previamente testados em ensai-
os clonogénicos***” e 5x10'M hidrocortisona (Sigma).
Os frascos foram incubados as temperaturas de 33 e
37°C, em atmosfera imida e circulacao continua de 5%
de CO,,.

D. Manutencao das culturas (alimentacao)

Apo6s 10 dias do inicio das culturas e em intervalos
semanais regulares, o desenvolvimento da camada es-
tromal aderente foi observado examinando-se os fras-
cos de cultura sob contraste de fase em microscopia de
luz invertida. Em seguida, metade do volume do so-
brenadante desses frascos foi removido e substituido
por igual volume de meio de cultura suplementado re-
centemente preparado. Com o volume retirado dos fras-
cos avaliou-se: (a) o numero de células nucleadas/fras-
co presentes usando-se um hemocitémetro; (b) o nu-
mero de progenitores de linhagem mista (GEMM-
CFC), eritrdides (BFU-E e CFU-E) e granulomonociti-
cos (GM-CFC) por frasco, usando-se ensaios clonogé-
nicos previamente descritos,***” e (c) a composigao ci-
tomorfoldgica por meio de citocentrifugados.

E. Porcentagem de area recoberta pela camada estro-
mal (CE)

A percentagem de area do frasco recoberta pela ca-
mada estromal foi avaliada antes da remoc¢do enzima-
tica da fracao estromal. Para tanto, removeu-se todo o
sobrenadante dos frascos e, apds adicdo de 5ml de
IMDM, vérias areas da superficie de crescimento fo-
ram examinadas sob microscopia de luz invertida. De
forma subjetiva, estimou-se a percentagem recoberta
pela camada estromal (confluéncia), expressando-a
como fracdo da area total do frasco.

F. Tratamento enziméatico da camada estromal

Com a finalidade de se investigar o conteudo celu-
lar estromal quantitativa e qualitativamente, os frascos
de cultura foram tratados com solucao enzimatica apos
a terceira, sétima e décima semanas de cultura. Pri-
meiro, removeu-se todo o sobrenadante do frasco e la-
vou-se a camada aderente com IMDM. Para se obter a
suspensao das células aderentes, adicionou-se cerca
de 2ml/frasco de solucao a 0,05% de tripsina (Bacto Tryp-
sin - Difco Laboratories) e incubou-se a 37°C por 10
minutos. Essa populacao de células aderentes foi, en-
tdo, quantificada usando-se um hemocitémetro e testa-
da quanto ao seu conteudo de progenitores, de forma
similar a fracdo sobrenadante descrita acima.

G. Identificacao de células adiposas na camada estromal
Onde pertinente, o sobrenadante dos frascos de
cultura foi removido e a camada estromal fixada por 10
minutos com solucdo de formalina tamponada (pH 7,4).
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Apb6s remocao do fixador e lavagem com solucao a 3%
de isopropanol, a camada estromal foi corada com so-
lucdo a 0,5% de Oil Red O em propilenoglicol por 20
minutos e a presenca de células adiposas observadas
com auxilio de um microscépio invertido.?®

H. Ensaios para progenitores hematopoéticos

O numero dos diferentes progenitores hematopoé-
ticos presentes nas fracoes aderente (camada estromal)
e no sobrenadante foi avaliado seguindo as metodolo-
gias descritas para GM-CFC?® e para progenitores eri-
troides.*’

1. Identificagao das col6nias e exame citomorfolégico
das células hematopoéticas

Apos o periodo de incubacao, as colonias que se de-
senvolveram nos ensaios clonogénicos puderam ser iden-
tificadas pelas suas caracteristicas morfoldgicas, de ta-
manho e coloragdo. Para melhor identificacdo do contet-
do celular dessas coldnias, citocentrifugados de colénias
isoladas foram preparados, corados com May-Griinwald-
Giemsa e examinados sob microscopia comum, utilizan-
do-se objetivas de imersao. Semelhante procedimento
foirealizado com células do sobrenadante.

J. Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como a média * 1
erro padrao da média (EPM) de, pelo menos, quatro
experimentos mantidos sob condicoes similares.

RESULTADOS E DISCUS SAO

O padrao “ouro" para a definicao de uma célula pri-
mordial hematopoética é sua habilidade de restabele-
cer hematopoese, repovoando a medula 6ssea de um
animal letalmente irradiado e manté-la em atividade
até o final da vida natural deste animal transplanta-
do.%° S&o, entao,
atributos de uma
célula primor-
dial hematopoé-
tica a auto-reno-
vacao, ou seja, a
capacidade de
manter seu re-
duzido, mas con-
tinuo, numero e
a sua capacida-
de de gerar to-
das as células de
origens linféide
e mieldide, ma-

b R:} ~ p i 1 2
FIG. 1 - Fotomicrografia da camada aderente e do so-
brenadante do frasco de cultura tipo Dexter do Experi-
mento 1, iniciado com células de medula 6ssea, apds duas
semanas de incubacéo. (A) Aglomerados celulares flutu-
antes hemoglobinizados. (B) Células de aspecto fusi-
formes aderidas a base do frasco (contraste de fase, 64x).

s

duras e funcionantes presentes na circulacao sangtii-
nea (recentemente revisto em?’).

A propriedade maior do sistema de cultura de célu-
las de medula 6ssea tipo Dexter e que o diferencia de
todos os outros sistemas até agora descritos é a sua
habilidade de manter, in vitro, uma populacgédo de célu-
las primordiais hematopoiéticas que, por um lado, se
auto-renova, enquanto, por outro lado, prolifera, ge-
rando populacodes celulares mieldide ou linféide quan-
do apropriadamente estimuladas.'* Entretanto, dentro
deste sistema, hematopoese sé ocorre se houver o de-
senvolvimento de uma camada de células aderentes a
base do frasco de cultura que reproduza os efeitos mo-
leculares reguladores observados in vivo.'**

1. Formacao in vitro da camada estromal

Com o objetivo de observar-se o estabelecimento de
hematopoese in vitro usando o sistema de cultura tipo
Dexter, monitorou-se, semanalmente, com o auxilio de
um microscopio invertido com contraste de fase, o de-
senvolvimento de uma camada aderente (estromal) a
base de frascos de cultura iniciadas com uma suspen-
sao de células nucleadas de medula 6ssea.

Nas duas primeiras semanas do experimento, obser-
vou-se um numero muito reduzido de células aderidas
a base dos frascos, enquanto numerosos aglomerados
celulares puderam ser identificados no sobrenadante.
Esses arranjos celulares moviam-se facilmente com um
simples e delicado movimento do frasco. Alguns desses
grumos eram constituidos de eritrécitos, identificados
pela coloracao avermelhada caracteristica de células he-
moglobinizadas (Fig. 1 - A). Das células aderidas, algu-
mas apresentavam morfologia fusiforme, assemelhan-
do-se a fibroblastos (Fig. 1 — B e Fig. 2 - A), enquanto
outras se apresentavam arredondadas e achatadas. Ao
final da terceira semana do experimento, os agregados
eritrocitdrios flutuantes haviam praticamente desapare-
cido, enquanto que o numero de células aderentes a
base do frasco aumentava. Dentre essas, um pequeno
numero das células fusiformes passou a acumular vesi-
culas que se assemelhavam a gordura (Fig. 2 - B). Es-
sas células reagiram positivamente a coloracdo com Red
Oil O, revelando seu contetdo de natureza lipidica (Fig.
3), semelhante a relatos da literatura.'® %

A presenca de células adiposas nas culturas tipo
Dexter estao associadas a uma maior sobrevida do sis-
tema, tendo sido citadas como um indicador positivo
com relacado ao sucesso da cultura na manutencao de
células plrimordialis.9 Por outro lado, as diferentes célu-
las que estao presentes na camada estromal que se
desenvolve progressivamente nesse sistema de cultu-
ra assemelham-se, morfologica e funcionalmente, as

FIG. 2 - Fotomicrografia da camada aderente do Experi-
mento 1 apds a 42 semana de cultura, destacando as
células fusiformes semelhantes a fibroblastos (A) e aque-
las secretoras de gotas lipidicas (B) (100x).
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FIG. 3 - Fotomicrografia da camada aderente de Experi-
mento 1 apresentada na Figura 3, destacando as células
adiposas com reacao positiva (vermelha) para componen-
tes lipidicos apés coloragdo com Oil Red 0 (100x).

FIG. 4 - Fotomicrografia da camada aderente do Experi-
mento 1 apds a quarta semana de cultura, demonstrando
varios focos de atividade hematopoética, alguns circun-
dados por flexas (32x).
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TABELA |
Dados clinicos e laboratoriais dos individuos doadores
de medula 6ssea para transplante incluidos neste estudo

TABELA Il
Diferencial das células recuperadas do sobrenadante
das culturas de células de medula 6ssea tipo Dexter

. VG (% - i . .
Experimento is::zé Hb (g/d1) o 0(, /I; Leucdcitos dseemrlﬂ'a BI?,SI,%“_SM*' M'ﬁllgla"' Bgsetg+ Eos Linf Mono + | Eritr.
1 AL 139 398 109 Inicio 3x08 | 27x2 | 42=28 | 717 17+3| 4=08 | 12%
2 F27 155 453 10,0
3 /44 135 200 63 4 1+1 5+05 8+2 2+04| 317 81+2 0%
, ; : Cada valor representa a média = 1 EPM de 4 experimentos, onde um minimo de 100 células
4 F/30 146 48 63 foram contadas para cada ponto. Pr6-M: pro-mielocitos; Mielo: mielécitos; Meta:
5 M/9 134 391 6.1 metamieldcitos; Bast: neutrdfilos bastonetes; Seg: neutrdfilos segmentados; Eos: eosinofilos;
/ ) 1 ) Linf: linfécitos; Mono: mondcitos; Mac: macréfagos; Eritr: eritroblastos.
6 /21 142 427 7.7
7 M/29 166 486 52 L . TABELA IV »
Variacdo do numero de progenitores hematopoéticos
8 M/A12 14,6 36,5 46 detectados no sobrenadante e na camada aderente,
9 F/33 138 M9 82 de acordo com o tempo de cultivo,
m 23 22 %4 57 das culturas de células de medula 6ssea tipo Dexter
1 F14 13,3 4017 715 Semana Nimero de progenitores/frasco de cultura
m /35 15’2 43’7 613 de Sobrenadante (S) gfnl-a I?[? Camada Estromal (CE)
m - 11’6 3610 6’0 cultura | GM-CFC BFU-E CFU-E S/CE | GM-CFC | BFU-E | CFU-E
' . - inicio (18501764 | 6768167 11552 | - - - -
) 77 130 380 88 inicio 18501764 | 67681875 | 5601155
15 M/34 149 435 6,6 3 163 = 41 8§+2 0 22:1 | 713+x24 0 0
16 F39 139 416 20 7 5221 0 0 1:122 |632+282| 188 | 11+5
/
17 F/48 135 392 108
18 FA19 135 38,0 94 10 271+12 0 0 1:16 | 43+19 - -
[Hb] hemoglobina; [VG] hematdcrito; [M] masculino; [F] feminino. Cada valor representa o niimero de colbnias = 1 EPM de 5 a 18 experimentos.
TABELA 11 L 1084 . 10
Ndmero total de células recuperadas da El g .
camada aderente (estroma) g 3 1077 35 '
das culturas tipo Dexter, apos g9 ‘g g .
tratamento enzimatico com tripsina B 1064 R
Semana Nimero de células aderentes/ 2 é 1054 é% 102
de cultura frasco de cultura 5 g gé
£ 10%] 5 4o1]
3 1,79 +0,54x10° 3 @
103 . ; : ) 1000 2 4 6 8 10
6 [¢) 2 6 8 10
! 1,75 £ 0,62x10 Semana de cultura i Semana de cultura
5 FIG. 5 - Nimero total de células/frasco recuperadas do FIG. 6 - Namero de GM-CFC/frasco recuperados do
10 1,28 £0,57x10 sobrenadante apos ali ao semanal das culturas de sobrenadante apés manutencao semanal das culturas de
células de medula 6ssea tipo Dexter. Cada ponto repre- células de medula 6ssea tipo Dexter. Cada ponto repre-
Cada valor representa a média + 1 EPM de 5 a 11 experimen- senta a média = 1 EPM de 5-8 experimentos mantidos senta a média = 1 EPM de 5 a 8 experimentos mantidos
tos mantidos sob condi¢ées similares. sob condicoes similares. sob condigoes similares.

encontradas no microambiente medular de mamiferos
adultos, particularmente as células endoteliais, os fi-
broblastos, adipocitos e macréfagos.** Além disso, sabe-
se que este conjunto celular detém a habilidade de sus-
tentar, in vitro e por algumas semanas, a sobrevivén-
cia, a proliferacdo e a diferenciacdo de células primor-
diais hematopoéticas.'

Durante as duas semanas subsequentes e pratica-
mente até o final do periodo experimental, o numero
de células secretoras de lipidios se tornou evidente em
varias areas da camada estromal, enquanto que pe-
quenos aglomerados contendo células arredondadas
pequenas, semelhantes a cachos de uvas, tornaram-se
mais evidentes na base do frasco de cultura. Diferente
das outras populacoes celulares, esses aglomerados
eram fase positivos (Fig. 3) e assemelhavam-se morfo-
logicamente as ilhas de atividade hematopoética des-
critas por outros autores.”!” Durante este periodo, ob-
servou-se também que mais de 85% da area de base
dos frascos de cultura estavam recobertos pela camada
estromal. Em contraste, as culturas incubadas a 37°C
falharam em alcangar confluéncia semelhante e foram
abandonadas.

O ntumero de células nucleadas presentes na fracao
aderente, obtido apds tripsinizacdo das culturas nas ter-
ceira, 72 e 102 semanas, permaneceu em numeros relati-
vamente constantes, como demonstrado na Tab. II.
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2. Proliferacédo e diferenciacdo de células hemato-
poéticas em LTBMC

Todas as suspensoes celulares obtidas, seja as do
sobrenadante durante a alimentacao semanal das cul-
turas ou obtidas das camadas aderentes apos tripsini-
zacao, foram quantitativamente avaliadas em hemoci-
tometro e, posteriormente, ensaiadas para investiga-
cdo do seu contetido em progenitores hematopoéticos.

Em contraste com a populacao aderente, a qual
manteve-se relativamente estavel, observou-se um de-
clinio acentuado do numero de células recuperadas do
sobrenadante durante as 5 primeiras semanas de cul-
tura (Fig. 5). O ntimero total de células nesta fracdo
diminuiu de 1,65x10’ (média de células no indculo ini-
cial) para um valor médio de 1,59+0,42x10° células/
frasco apos a 52 semana. Este valor permaneceu, en-
tao, relativamente constante e o numero médio de cé-
lulas presentes no sobrenadante na 10® semana do ex-
perimento foi de 1,73+0,78x10°células/frasco.

Por outro lado, evidente proliferacao celular com
geracao de progenitores de GM-CFC no sistema pro-
posto estava ocorrendo, demonstrado pelos platds no
numero de células (Fig. 5) e de coldnias (Fig. 6) recu-
perados do sobrenadante entre as quinta e décima se-
manas experimentais. O declinio no nimero desses
progenitores durante a fase de estabelecimento das
culturas (inicio até a 4® semana) estd provavelmente
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relacionado, primeiramente, a morte natural de células
maduras do inéculo inicial e, em segundo, ao periodo
de formacdo da camada estromal, onde células, prova-
velmente estromais, presentes no in6culo original, pas-
saram a fazer parte da camada aderente.

A composigao celular do sobrenadante dessas cul-
turas observada em citocentrifugados esta demonstra-
da na Tab. III. A mudanca mais acentuada observada
refere-se ao aumento relativo do nimero de mondcitos
e macroéfagos a partir da 4° semana de cultura. Na 82
semana, mais de 90% das células presentes no sobre-
nadante eram mononucleares, particularmente macroé-
fagos. Simultaneamente, observou-se um declinio na
proporcao de granuldcitos imaturos (mielécitos e meta-
mielécitos) e maduros (bastonetes e segmentados), as-
sim como de eosinofilos e linfocitos. Eritroblastos dei-
xaram de compor esta fracdo celular ja na segunda se-
mana, enquanto eosindfilos e linfécitos desapareceram
desta mesma fracdo apos a 6@ semana. Esses resulta-
dos sao similares aos previamente publicados.

Células precursoras que possuem a capacidade de
proliferar em ensaios clonogénicos, resultando na for-
macao de colonias hematopoéticas tipicas, foram de-
tectadas em ambas as fracoes aderente e sobrenadante
durante toda a duracdo do experimento, porém o nu-
mero e o tipo de coldnias variaram conforme a semana
de cultura. Como demonstrado na Tab. IV, progenito-
res eritréides (BFU-E e CFU-E) foram detectados no
estroma até a 7% semana, mas desapareceram do sobre-
nadante apds a terceira semana experimental. Ja a pre-
senca de progenitores mieléides como GM-CFC foi
continua e sua producéo seguiu um padrao similar ao
apresentado pelas células do sobrenadante (Fig. 5),
decaindo até a 5* semana e, depois, mantendo-se em
niveis estaveis (Fig. 6) até o final do experimento. Pro-
genitores mais primitivos de linhagem mieléide mista
(GEMM-CFC) também foram detectados em nosso sis-
tema, mas somente no sobrenadante e até a 22 semana
de cultura (de 208 = 58 colonias/frasco no inéculo para
3 *+ 1 coldnias/frasco na 22 semana). Nossos resultados
quanto a presenca de progenitores eritréoides e GM-
CFC no sobrenadante e na camada estromal asseme-
lham-se aos relatados pela literatura.®®!7:182124.293134 pop
outro lado, nossos dados contrastam quanto a presen-
ca de GEMM-CEFC somente no sobrenadante, onde
esses progenitores mais primitivos foram descritos na
camada aderente.®"

CONCLUSAO

Neste trabalho, usou-se o sistema de cultura ideali-
zado por Dexter para investigar a atividade hematopo-
ética in vitro de células de medula 6ssea obtidas de
individuos sadios.

Duas fases distintas puderam ser observadas nes-
sas culturas.

A primeira delas, entre o inicio e as 5 semanas se-
guintes, mostrou varias mudancas simultdneas, com
marcado declinio no numero de células e de progeni-
tores presentes no sobrenadante. Como jé citado ante-
riormente, esses resultados provavelmente estao rela-
cionados:

(a) ao processo de alimentacdo semanal, onde me-
tade do volume do frasco (e, consequentemente, meta-
de do numero de células) foi substituido por meio de
cultura novo;
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(b) a aderéncia das células a base do frasco, com a
finalidade de desenvolver o estroma e

(c) @ morte natural de células maduras presentes na
suspensao inicial.

Na segunda fase, entre a 5% semana e o fim do ex-
perimento, observou-se extensiva proliferacao celular
in vitro, evidenciada pela constancia relativa no nu-
mero de células e progenitores presentes no sobrena-
dante (platd), apesar da retirada semanal de metade
do volume do sobrenadante.

Como o numero de células da camada estromal
manteve-se relativamente constante (Tab. II), assim
como, a producao de progenitores, as mudancas quan-
titativas semanalmente observadas foram provavelmen-
te decorrentes da liberacao para o sobrenadante, nao
s6 de células maduras, mas também de progenitores
produzidos pelas células primordiais presentes na ca-
mada estromal e é mais provavel que representem pro-
liferacao de fato, do que um simples desprendimento
das células estromais.

Nossos resultados corroboram o conceito de que os
progenitores eritréides e, particularmente, os GM-CFC
que se desenvolveram neste sistema durante a fase
estavel das culturas (5* & 10® semanas) ndo sao repre-
sentantes numéricos de uma populacéao inicial em de-
clinio, mas sim descendentes de células hematopoéti-
cas primitivas presentes no indculo que, apés se insta-
laram no estroma formado nas primeiras semanas, ad-
quiriram a competéncia proliferativa caracteristica das
células primordiais hematopoéticas observadas in vivo,
decorrentes de sua interacdo com um estroma compe-
tente.

Desta forma, o sistema aqui descrito mostrou-se com
habilidade de sustentar, por pelo menos 10 semanas,
uma populacédo de células primordiais hematopoiéti-
cas.

Por outro lado, a auséncia de progenitores multipo-
tentes como GEMM-CFC na camada aderente sugere
que ajustes as condicdes aqui descritas devem ser fei-
tos com o objetivo de proporcionar um ambiente estro-
mal mais adequado para que as células primitivas ai
alojadas desempenhem seu pleno potencial.

Com isso, esta tecnologia pode contribuir de forma
significativa na investigacdo dos mecanismos fisiopa-
tologicos responsdaveis pelos disturbios observados nas
doencas que acometem o sistema hematopoiético ou a
ele relacionados, assim como no estudo de moléculas
que podem ser testadas como alternativas para o trata-
mento desses males.
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Epidemiologia das infeccoes bacterianas e
fungicas diagnosticada através de hemocultivos,

no Hospital Universitario de Santa Maria - HUSM, RS’

Bacterial and fungi infections epidemiology diagnosed by blood culture
in Hospital Universitario de Santa Maria - HUSM, RS, Brazil

Bettina H. Meneghetti*, Adenilde Salla®, Nara Lucia Dal Forno?, Loiva T. Oliveiral, Roselene Righit & Sydney Hartz Alves?

RESUMO - O presente estudo descreve a etiologia dos episodios infecciosos da corrente sanguinea, diagnosticados
através de hemoculturas, observados no &mbito do Hospital Universitario de Santa Maria entre 1999 e 2001. Dos
2027 hemocultivos positivos, 53,9% foram devidos a cocos gram positivos; 17% devido a bacilos gram negativos
ndo-fermentadores; 16,64% devido a bacilos gram negativos fermentadores e 4,88% por leveduras do género
Candida. O estudo da suscetibilidade dos isolados detectou que 37,1% de Staphylococcus aureus eram oxacilina
resistentes e, entre Staphylococcus epidermidis, esta resisténcia atingiu 65% dos isolados. Os autores comparam
seus resultados com estudos semelhantes desenvolvidos em outros centros brasileiros e no e xterior

PALAVRAS-CHAVE - Epidemiologia; hemoculturas; candidemias.

SUMMARY - This study describes the etiology of the blood infections observed in Hospital Universitario de Santa
Maria from 1999 to 2001. During the 36-month study period, a total of 2.027 were positive blood cultures. Overall
53.9% were due to gram-positive cocci; 17% due to nonfermentative gram-negative bacilli; 16.64% due to fermenta-
tive gram-negative bacilli and 4.88% due to Candida sp. The antibacterial susceptibility of the isolates detected that
37.1% of Staphylococcus aureus were as oxacillin-resistant and this resistance was either observed in 65% of Staphy-
lococcus epidermidis. The authors compare their results with others Brazilian and strangers studies.

KEYWORDS -Epidemiology; blood culture; candidemia.
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INTRODUCAO

s episédios infecciosos na corrente sangiiinea, tais
0 como: bacteremias ou fungemias, sao geralmente
graves e trazem o potencial risco de 6bito. Em varios
estudos europeus, as taxas de mortalidade atribuidas
as bacteremias variam de 10-50%. Dados do National
Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) referentes
a uma década, também evidenciam o substancial au-
mento das bacteremias*®. As comunidades médico-ci-
entificas de todos os continentes mostram-se interes-
sadas nas alteracées epidemioldgicas ocorridas nos ul-
timos 15 anos®’, evidenciando-se substitui¢ao ou in-
clusdo de novos patégenos.

Recentes estudos focalizando as infeccoes presen-
tes na corrente sangiiinea tém identificado Pseudomo-
nas aeruginosa, Candida sp. e bacteremias polimicro-
bianas como importantes fatores de risco de 6bito. Ou-
tros estudos, nessa mesma linha, ainda sugerem que a
ocorréncia de pneumonia, enquanto origem da bacte-
remia nosocomial, também prediz mortalidade. Varios
estudos tém examinado o perfil dos patégenos mais
implicados em mortalidade?’, sobressaindo-se que
53,92% das bacteremias sao causadas por Staphylococ-
cus sp. coagulase negativos, 25% causadas por bacilos
Gram-negativos, 30% causadas por enterococos e, em
torno de 30% sao causadas por Candida sp.

Concomitante as alteracdes nos aspectos epidemio-
légicos dos agentes infectantes também se vislumbra
um quadro preocupante, onde, a resisténcia bacteria-
na parece se configurar num evento sempre presente e
desafiador®®.

As constantes alteracdes na incidéncia dos agentes
infecciosos no meio hospitalar e a rapida emergéncia e
disseminacdo de bactérias resistentes aos principais
antibacterianos enfatizam a necessidade e importancia
das acdes e/ou programas de monitoramento do perfil
de resisténcia no Ambito hospitalar®’,

Os dados obtidos nas acoes ou programas objetiva-
dos a vigilancia epidemiolégica podem prover infor-
macoes muito valiosas para o entendimento da disse-
minacao da resisténcia bacteriana e, ainda, se consti-
tuir no ponto de partida para a aplicacao de medidas
visando o controle.

Com o avanco das ciéncias médicas, procedimentos
e tratamentos mais sofisticados, transplantes e a maior
sobrevida ao cancer, surgiu o paciente imunocompro-
metido, freqliientemente atingido por episddios de can-
didiases. As candidemias representam, hoje, um qua-
dro importante no contexto hospitalar, com falhas tera-
péuticas freqiientes e exacerbadas pela possibilidade
da emergéncia de resisténcia aos antifingicos poliéni-
cos e azoélicos. As taxas de candidemias tém aumenta-
do drasticamente.”®
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Considerando-se que o Hospital Universitario de
Santa Maria (HUSM) representa uma importante refe-
réncia médico-cientifica na regido central do Rio Gran-
de do Sul, o presente estudo relata a epidemiologia
das bacteremias e fungemias diagnosticadas no setor
de Microbiologia do Laboratério de Anélises Clinicas,
deste hospital.

MATERIAL E METODOS
Hemocultivos

Os hemocultivos foram realizados em frascos de
hemocultura do sistema automatizado Bactec (Bexton
Dickinson), utilizando-se técnica padrao para colhei-
ta/transporte do material biolégico. A deteccéao ultra-
sensivel da produgao de CO,, baseada na fluorescén-
cia, permite deteccdo bacteriana em até 5 dias e até
14 dias para deteccédo fungica. Os frascos de hemo-
cultivo continham uma resina cationica e absorvente
de polimeros que promove aumento de positividade
em até 33%.

Identificagdo bacteriana®'®"!

Utilizou-se o sistema automatizado AutoScan Dade,
o qual é fundamentado no estudo do metabolismo bac-
teriano frente a diversos substratos. Foram também
incluidas provas adicionais, como catalase, clumping
factor, coagulase, suscetibilidade a novobiocina, he-
molise, suscetibilidade a optoquina, oxidase etc. Para
identificagdo das leveduras do género Candida em-
pregou-se as técnicas classicas utilizadas em micolo-
gia médica.

Testes de suscetibilidade aos antibacterianos

Foram realizados através de dois métodos: o siste-
ma automatizado AutoScan Dade que fornece as con-
centracdes inibitérias minimas (CIM) e a técnica de
difusdo em agar padronizada por Kirby-Bauer adequa-
da ao documento M100-S11 do NCCLS, 2001.

RESULTADOS

Entre janeiro de 1999 e dezembro de 2001, o setor
de Microbiologia do HUSM processou 12.282 hemo-
cultivos, dos quais 10.255 (83,49%) resultaram sem cres-
cimento e 2.027 (16,5%) resultaram em crescimento
microbiano (Tab. I).

Os hemocultivos positivos evidenciaram cocos Gram-
positivos (53,92%), bacilos Gram-negativos ndo fermen-
tadores (17,06%), bacilos Gram-negativos fermentado-
res (16,64%) e ainda, 4,88% resultaram em crescimento
de fungos leveduriformes (Tab. II).

TABELA 11
Grupos mais freqlientes
em hemoculturas positivas no HUSM (1999-2001)

Grupo M* %
Cocos Gram-positivos 1.093 53,92
Bacilos Gram-negativos fermentadores 337 16,62
Bacilos Gram-negativos nao fermentadores 346 17,06
Fungos leveduriformes 99 4,88
TABELA 11l
Cocos Gram-positivos isolados em hemocultivos
Géneros/Espécies %
Staphylococcus epidermidis 36,31
Staphylococcus aureus 32,27
Staphylococcus homnis 10,03
Total género Staphylococcus 78,61
Gen.Streptococcus 4,64
Gen. Enterococcus 2,42
Gen. Micrococcus 1,63
TABELA IV

Bacilos Gram-negativos fermentadores e nao-fermentadores
mais isolados em hemocultivos

Géneros/Espécies %
Klebsiella penumoniae 29,08
E. coli 28,18

E. cloacae 8,01
Pseudomonas sp. 18,2
Pseudomonas aeruginosa 15,89
Acinetobacter Iwoffii 14,45
Acinetobacter baumanii 12,13
TABELAV

Percentuais de resisténcia de S. aureus, S. epidermidis,
E. coli e P. aeruginosa aos principais antimicrobianos
utilizados no HUSM

N % Espécies
S. aureus S. epidermidis
Oxacilina 37,77 65,00
Cefalotina 34,40 62,60
Ciprofloxacina 27,00 65,50
Imipenen 32,50 43,00
Teicoplamina 0,60 0,38
E. coli
Ampicilina 56,60
Aztreonan 9,34
Amicacina 4,46
Imipenen 3,21

Pseudomonas aeruginosa

Gentamicina 29,74
Ceftriaxona 56,20
) ) TABELA | ) ) ) Ceftazidima 32,13
Hemocultivos realizados pelo setor de Microbiologia do HUSM -
entre janeiro de 1999-2001 Imipenen 32,23
Positivas Negativas Total/Ano Piperaciclina 20,00
i T = " = Ampicilina + sulbactan 56,50
1999 779 18,99 3.322 81,00 4.101
2000 675 16,15 3.503 83,84 4178 No grupo dos cocos Gram-positivos observou-se
2001 73 14.31 3.430 85,68 4.003 que Oi géneros 1dent1f1cad(3)s foram Staphy]ococgus
— (45,24%), Streptococcus (4,64%), Enterococcus (2,42%),
o 2.027 16,50 10255 8349 12282 Micrococcus (1,63%). A Tab. III indica as espécies de
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Staphylococcus, destacando-se os maiores percentuais
para Staphylococcus epidermidis (36,31%), Staphylo-
coccus aureus (32,27%) e Staphylococcus hominis
(10,03%); espécies pouco comuns foram também obser-
vadas.

Entre os bacilos Gram-negativos fermentadores (En-
terobactérias) as espécies mais prevalentes foram Kie-
bsiella pneumoniae (29,08%), E. coli (28,18%), Entero-
bacter cloacae (8,01%) (Tab. IV).

Em relacao aos bacilos Gram-negativos nao fermen-
tadores Pseudomonas sp. (18,2%), Pseudomonas ae-
ruginosa (15,89%), Acinetobacter Iwoffii (14,45%) e
Acinetobacter baumanii (12,13%) foram os mais preva-
lentes.

Os perfis de sensibilidade/resisténcia podem ser
assim resumidos:

Distribuicao topografica

Com relacéao a distribuicao topografica, a maior pre-
valéncia de hemocultivos ocorreu na Unidade de Tra-
tamento Intensivo de Recém-Nascidos (UTI/RN) com
15,58%, seguida da Unidade de Pediatria (11,24%),
Unidade de Clinicas Médicas (11%), Unidade de He-
mato-Oncologia (9,66%) e Centro de Tratamento Inten-
sivo Pediatrico (9,57%).

Staphylococcus aureus evidenciaram os seguintes
percentuais de resisténcia aos antibacterianos: oxacili-
na (37,17%), cefalotina (34,4%), ciprofloxacina (27%),
imipenen (32,5%), teicoplamina (0,6%) e nenhum iso-
lado evidenciou resisténcia a vancomicina.

Staphylococcus epidermidis apresentou percentu-
ais de resisténcia como segue: oxacilina (65%), cefalo-
tina (62,6%), imipenen (65,5%), ciprofloxacina (43%),
teicoplamina (0,38%) e, igualmente sem resisténcia a
vancomicina.

Nos 95 hemocultivos de onde se isolou E. coli, o
perfil de suscetibilidade evidenciou resisténcia a am-
picilina (56,6%), aztreonan (9,34%), amicacina (4,46%)
e imipenen (3,21%).

As espécies do género Enterococcus estiveram pre-
sentes em 49 hemocultivos, todas sensiveis a vancomi-
cina, mas com taxas de resisténcia como: ampicilina
(23,65%), tetraciclina (43,89%) e imipenen (23,2%).

O género Pseudomonas foi responsavel por 34,09%
dos hemocultivos positivos evidenciando perfil de re-
sisténcia a gentamicina (29,74%), ceftriaxona (56,2%),
ceftazidima (32,13%), imipenen (32,23%), piperacicli-
na (20%) e 56,5% a associacdo ampicilina + sulbactan.

O género Acinetobacter foi isolado em 139 hemo-
cultivos (36,6% dos bacilos Gram-negativos ndo fermen-
tadores), evidenciando resisténcia a cefotaxima (31%),
imipenen (14,5%), ceftazidima (26,3%), gentamicina
(29,75%), piperacilina (23,10%) e 19,53% de resistén-
cia a associacdo ampicilina + sulbactan.

Entre 2.027 hemocultivos positivos 99 (4,88%) fo-
ram devidos a espécies de Candida.

DISCUSSAO

Os dados epidemiolégicos brasileiros séao, via de
regra, fragmentdrios, devido a auséncia de uma agén-
cia governamental de saude operante e continua. Nes-
se contexto, os resultados apresentados neste estudo
tém sua discussao prejudicada, em se tratando do ce-
nario brasileiro de infectologia.
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O percentual de hemocultivos positivos no HUSM
(16,5%) foi superior ao observado por Albuquerque et
al.’ (11,7%), referente ao Hospital 9 de Julho e Mater-
nidade Santa Marina (SP).

Os isolamentos de cocos Gram-positivos, bacilos
Gram-negativos fermentadores e ndo fermentadores,
bem como Candida sp, sao similares aos observados
em estudos multicéntricos realizados nos Estados Uni-
dos® e parcialmente concordantes com os de Edmond
et al.’ e Sader et al.'?, pois no HUSM, o género Entero-
coccus representou apenas 2,42% e em relacdo ao S.
aureus, o HUSM tem maior nimero de isolamentos.

Em relacao aos bacilos Gram-negativos, nossos acha-
dos sdo similares aos relatados por Basile Filho et al.?
e, parcialmente, diferentes aos relatados por Albuquer-
que et al.!

No ambito da resisténcia bacteriana destacamos a
resisténcia de S. aureus a oxacilina (MRSA) em 37,1%,
0 que coloca o HUSM no mesmo contexto de outros
hospitais brasileiros, cuja prevaléncia de MRSA oscila
entre 30-41%"2 Por outro lado S. epidermidis (MRSE)
tém sido mais freqlientes (65%) em nosso meio do que
outros autores revelam (42 a 56%)'2. Em outro aspecto
sublinhamos também a absoluta auséncia de Entero-
coccus spp resistentes a vancomicina em nosso meio,
enquanto Edmond et al.’ j4 revelam percentuais ele-
vados para este fen6meno.

Os percentuais de resisténcia observados entre E.
coli, Pseudomonas sp. e Acinetobacter sao concordan-
tes com os apresentados por autores %2

Os percentuais de candidemias observados no
HUSM sao similares aos registrados por Basile Filho
et al.® (5%) e por Sidrim et al.' que registraram per-
centuais de 3% nas candidemias. Entre as espécies,
observou-se 63,3% de casos de C. albicans, 31,3% de
C. parapsilosis, 2% de C. tropicalis e 2% causados por
C. lusitaniae.
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Avaliacao da sensibilidade e especificidade
da metodologia de enzimaimunoensaio

com microparticulas para a dosagem de ferritinas

Sensibility and specificity evaluation of microparticle enzyme immunoassay method
for ferritin measurement

S. Lunedo?, R. Pontarolo* & M.E.M. Rocha?

RESUMO - A ferritina € a principal proteina envolvida no armazenamento de ferro, sendo encontrada no meio
intracelular e também como um constituinte normal do plasma, fluidos corporais e das hemadcias circulantes.
Ferritinas derivadas de diferentes tecidos apresentam distintas propriedades como: estrutura priméria, teor de
fosfato no nucleo mineral, mobilidade eletroforética e proporcédo relativa de subunidades H e L, determinando
diferencas estruturais, imunolégicas, em ponto isoelétrico e capacidade oxidativa. Estudos demonstram a rela-
cao direta entre a concentracao de ferritina no soro e os estoques de ferro nos tecidos. Os sistemas comerciais
disponiveis para a dosagem de ferritina plasmatica nos laboratorios clinicos, estdo baseados em ensaios imuno-
enzimaticos utilizando anticorpos antiferritina especificos ligados a enzimas.. Neste trabalho avaliamos se a
metodologia de enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA), do sistema ASXYM - Abbott Laboratories,
quantifica adequadamente ferritinas em funcdo do tecido de origem (bago, figado e coracao), e se alguns medi-
camentos, especialmente de uso prolongado, podem influenciar na metodologia. Os resultados das dosagens de
ferritinas teciduais indicaram especificidade e sensibilidade para ferritina de bago (93 a 100%), porém nao
quantificando adequadamente as ferritinas de figado (10%) e coragdo (0%). No estudo de possivel interferéncia
causada por medicamentos (nitrofurantoina, metronidazol, paracetamol, aciclovir e ciprofloxacina), observou-
se que em concentracdes especificas de fdirmaco e proteina ocorre interferéncia significativa da ciprofloxacina
na metodologia e, como conseqiiéncia, nos resultados.

PALAVRAS-CHAVE - Dosagem de ferritina; enzimaimunoensaio com microparticulas; sensibilidade; especificidade.

SUMMARY - Ferritin is the main protein envolved in iron storage, and it is also found in plasma. There are specific
tissue ferritins, with different properties as primary structure, phosphate ratio at mineral core, electrophoretic mobil-
ity, variable proportion of H and L monomers, which lead to different structural, immunological, isoelectric point
and oxidation activity characteristics. Studies exhibited a direct relation between plasmatic ferritin concentration
and tissue storage. The ferritin measurement is based upon enzymatic immunoassays using specific antiferritin
antibodies linked to enzymes. This present work intended to ofthe microparticle enzyme immunoassay (MEIA) in
measuring ferritin concentration from different origins as spleen, liver and heart, as well as trying to check if some
drugs may affect the results. The ferritin tissue measurement data disclosed using this method indicate high speci-
ficity to spleen ferritin (93 to 100%), moderate to liver ferritin (10%) and absence to heart ferritin (0%). The study
showed no interference for drugs used in this work: nitrofurantoin, metronidazole, paracetamol and acyclovir but
sugests that in specific concentrations and incubation time, cyprofloxacin did affect the results.

KEYWORDS - Ferritin measurement; microparticle enzyme immunoassay; sensibility; specificity.
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INTRODUCAO

s ferritinas sdo as principais proteinas envolvidas
A no armazenamento de ferro, sendo encontradas
no meio intracelular nos tecidos, mas também trata-se
de um constituinte normal do plasma, fluidos corporais
e das hemadcias circulantes (Addison et al., 1972).

Ferritinas derivadas de diferentes tecidos de algu-
mas espécies apresentam distintas propriedades como:
estrutura primadria, teor de fosfato no ntcleo mineral,
mobilidade eletroforética e proporcéao relativa de subu-
nidades H e L, determinando assim diferencas estru-
turais, em ponto isoelétrico e capacidade oxidativa

(Munro & Linder, 1978; Treffry et al., 1987; Aisen &
Listowski, 1980).

Estudos demonstram a relacao direta entre a con-
centracao de ferritina no soro e os estoques de ferro
nos tecidos, sendo utilizado como um parametro auxi-
liar no diagnostico da deficiéncia de ferro. Niveis séri-
cos usualmente apresentam-se aumentados em pacien-
tes com doengas inflamatoérias, como por exemplo, na
artrite reumatéide, o que pode acarretar comprometi-
mento na avaliacdo dos niveis reais de ferro intracelu-
lar. Elevacdes também podem ser um indicador néo
especifico de patologias graves em curso, como carci-
noma hepatocelular, leucemias, doenca de Hodgkin's,
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cancer de cabeca e pescoco, bem como em doencas re-
nais, na AIDS e outras infecc¢oes e inflamacoes sistémi-
cas (Lee & Means, 1995).

Vérios agentes enddgenos e xenobidticos redutores
tém capacidade de liberar Fe?" da ferritina (Fe®") in
vitro (Monteiroet al., 1989; Funket al., 1985; Jones et
al., 1978), inclusive o Ala (Oteiza et al., 1995), sendo
alguns destes produtos utilizados como medicamen-
tos. Outros medicamentos sdo conhecidos por promo-
verem danos a proteinas, sendo alguns deles utiliza-
dos de forma continua como o aciclovir nos casos de
AIDS, paracetamol nos casos de dores reumaéticas cro-
nicas, ou mesmo a ciprofloxacina, além de uso comum
na terapia antimicrobiana, também é indicada atual-
mente na profilaxia e tratamento das infecgoes causa-
das pelo Bacillus anthracis, utilizado como arma biolé-
gica (Melo, 1999; CDC, 2001).

Os sistemas comerciais disponiveis para a dosa-
gem de ferritina plasmadtica nos laboratérios clinicos
estdo baseados em ensaios imunoenzimaticos, imuno-
quimioluminescentes, radioimunoenzimaticos e imuno-
absorventes, utilizando anticorpos antiferritina especi-
ficos.

Este trabalho tem por objetivos avaliar se a meto-
dologia de enzimaimunoensaio com microparticulas
do sistema ASXYM — Abbott Laboratories, apresenta
sensibilidade e especificidade adequadas para de-
tectar alteracdes plasmaticas de concentracoes de fe-
ritina, também decorrentes de lesdes teciduais, es-
pecialmente hepdaticas, que promovam extravasamen-
to de ferritina intracelular, considerando que as rea-
¢oes utilizando anticorpos monoclonais de bago ou
figado de animais ou humano, observadas nas eta-
pas de desenvolvimento dos testes, poderiam ser afe-
tadas por possivel variacdo na estrutura da apopro-
teina, em funcao da origem dos tecidos. E, ainda, se
alguns fdrmacos de uso comum em processos infec-
ciosos e inflamatérios (alguns deles utilizados para
pacientes onde se verifica aumento da concentracao
de ferritina) poderiam, em concentracdes terapéuti-
co-plasmatica, afetar os resultados obtidos com esta
metodologia.

MATERIAL E METODOS

Material

Ferritina de figado humano (Tipo IV - Sigma — Al-
drich, Inc. F6754).

Ferritina de baco humano (Tipo V - Sigma-Aldrich,
Inc. F6879).

Ferritina de coracdo humano (Tipo VII - Sigma-
Aldrich, Inc. F4131).

Reagentes
Reagentes que compoem o sistema para dosagem
de ferritina plasmética (AXSYM Abbott Laboratories).

Soro controle liofilizado BIO-RADnivel 2 lote 40092,
na concentracao de 187,0 (149-224) ng/ml de ferritina
plasmarica.

Farmacos

Metronidazol — grau de pureza 99,3% (Parke Da-
vis), paracetamol — grau de pureza 100% (Sigma Aldri-
ch), nitrofurantoina — grau de pureza 99,1% (Famita-
lia Carlo Erba), aciclovir — grau de pureza 99,0% (Par-
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ke Davis) e ciprofloxacina — grau de pureza 99,7% (Sig-
ma Aldrich).

Preparo das solugées de ferritinas

Foram preparadas solucoes de ferritinas, individuais
e em misturas, utilizando-se como diluente de amos-
tras o tampao Tris, fornecido pelo sistema comercial,
contendo agente surfactante, estabilizadores de protei-
nas e azida s6dica como conservante. As ferritinas in-
dividuais de figado, baco e coracdo foram preparadas
nas concentracoes de 20, 150, 400 e 600ng/ml, bem como
as solucodes contendo ferritinas de figado/baco, figado/
coracao e baco/coracdo, na proporcao de 1:1, também
preparadas em concentracoes finais de 20, 150, 400 e
600ng/ml. Utilizamos, ainda, solu¢oes contendo ferriti-
nas de bago/figado/coracdo na proporgcao de 1:1:1, nas
mesmas concentracoes anteriormente descritas.

Tratamento de soro controle contendo ferritina
com solugées de farmacos

O soro controle liofilizado, contendo ferritina plas-
matica na concentracdo de 187,0 (+37,0)ng/mL, foi re-
constituido em volume de dgua deionizada e homoge-
neizado conforme condig¢oes indicadas pelo protocolo
do fabricante. Em preparacoes contendo aliquotas de
1900ul do soro controle foram adicionados, separada-
mente, 100ul das solugdes dos fadrmacos. As solugdes
resultantes, com volume final de 2000ul, contém me-
tronidazol, paracetanol, acicloviy e nitrofurantoina em
concentracgoes de 50, 100, 200, 400 e 600umol/1. As so-
lucoes de ciprofloxacina resultaram em concentracoes
molares de 5, 10, 30, 50 e 100umol/1. Para a ciprofloxa-
cina foi preparada uma solucao adicional na concen-
tracao de 600umol/l, misturada em igual volume com o
soro controle na proporcao de 1:1, com volume final de
2000ul.

Dosagem imunoenzimaética de ferritinas

Utilizando a metodologia do sistema comercial
Axsym system — Abbott Laboratories, baseado em en-
saios imunoenzimaticos com microparticulas, foram rea-
lizadas dosagens de ferritina nas solucoes contendo
ferritinas individuais de baco, figado e coracdo, como
também nas solucdes contendo misturas das ferritinas.
As solucdes contendo ferritina plasmatica, tratadas com
fArmacos, assim como os soros contendo ferritina utili-
zados como controles e brancos, foram incubados até
72 horas em banho-maria 37°C. Destas preparacoes
foram retiradas aliquotas para dosagens de ferritina nas
solucgoes testes, controles e brancos apds incubacao de
1,4, 8,24,48, e 72 horas. Para a ciprofloxacina na con-
centracdo de 600umol/l foi retirada uma aliquota com
72 horas.

RESULTADOS

Dosagens de ferritinas teciduais

Os resultados com a dosagem de ferritinas indivi-
duais utilizando-se ferritinas humanas de coracao, fi-
gado e baco sao apresentados na Fig. 1. Para as mistu-
ras de ferritinas os resultados podem ser observados
nas Figuras 2 e 3.

Efeitos de farmacos sobre a ferritina plasmatica humana
Os resultados dos experimentos realizados com o
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Sistema: Os volumes de ferritinas teciduais correspondentes as concentragées indicadas
acima, diluidas em diluente de amostras do sistema comercial, foram submetidos as reagées
de enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA), descritos no item 4.6. Os resultados
foram ej(pressos como média + desvio padrédo de 5 experimentos independentes. (n=15e
p<0,05).
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Sistema: Os volumes das solugées de ferritina plasmatica (187,0+38,0ng/mL) contendo
ciprofloxacina nas concentragées de 5, 10, 30, 50 e 100 umol/L e tempos de incubagdo a 37°C,
indicados acima, foram submetidos as reagées de enzimaimunoensaio com microparticulas
(MEIA), descritos no item 4.6. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo
de 5 experimentos independentes (n=15 e p<0,05).

de ferritina pl atica

g

RBAC, vol. 36(3), 2004

(1:1)

Sistema: Os volumes das solugées de ferritina plasmatica (93,5 + 19,0ng/mL) contendo ciprofloxacina
na concentragao de 600umol/l e tempo de incubagéo a 37°C, durante 72h, indicados acima, foram
submetidos as reagées de enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA), descritos no item 4.6.
Os resultados foram expressos como média + desvio padrao de 5 experimentos independentes
(n=15ep<0,05).

objetivo de identificar possivel interferéncia da nitrofu-
rantoina, metronidazol, paracetamol e aciclovir, na me-
todologia de dosagem da ferritina plasmatica, ndo indi-
caram alteracoes estatisticamente significativas e ndo sao
apresentados. Os resultados dos experimentos com a
ciprofloxacina sdo apresentados nas Figuras 4 e 5.

DISCUSSAO

Andlise da especificidade e sensibilidade do meio
(Axsym — Abbott Laboratories) para dosagens de ferri-
tinas de 6rgéos diferentes.

Na primeira etapa do trabalho, quando se avaliou a
especificidade do método frente a ferritinas de baco,
figado e coracdo, os resultados indicaram que, entre as
ferritinas testadas, houve especificidade do método para
a ferritina de baco (Fig. 1). Os dados mostram percen-
tuais de quantificacdo para a ferritina de baco proxi-
mos de 100%, indicando a alta relacao entre a concen-
tracdo utilizada e a quantificada pelo método, mesmo
havendo um melhor desempenho para as concentra-
¢Oes intermediarias (150 e 400ng/ml) e caindo para 93%
e 96% quando utilizou-se concentracoes de 20ng/ml e
600ng/ml respectivamente. Os resultados para as do-
sagens de ferritina de figado, também representados
na Fig. 1, indicaram que o sistema quantificou de 10%
a 18% dos valores totais da concentracgao utilizada de
ferritina de figado. Estes resultados, de certa forma,
permitem questionamentos sobre a capacidade do sis-
tema em reconhecer adequadamente a ferritina plas-
matica. Se considerarmos que os componentes imu-
noquimicos da metodologia, como descrito anteriormen-
te, ndo reconheceram quantitativamente a ferritina deg
figado que apresenta similaridades com a ferritina d¢
baco, utilizada como padrao pela metodologia, fica a
duvida se reconheceria a ferritina plasmatica, que tam-
bém é sintetizada no figado e ainda contém um compo-
nente glicosilado, cujo aumento na concentracao, em
casos de hepatoma, ¢ atribuido ao aumento da sintese
de ferritina plasmatica. Estudos devem ser conduzidog
no sentido de esclarecer esta aparente discordancia,
apesar do sistema, que utiliza ferritina de bago como
referéncia, quantificar a ferritina plasméatica no soro
controle.

Para as dosagens de ferritina de coragdo, os resulta-
dos obtidos (Fig. 1) em comparagdo com as concentra-
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¢Oes utilizadas, foram préximos a zero (0%). Estes va-
lores indicam, provavelmente, que o anticorpo utiliza-
do pela metodologia nédo é capaz de reconhecer a ferri-
tina de coracao, nao ocorrendo a formacao do com ple-
x0 antigeno-anticorpo aderido as microparticulas e,
conseqiientemente, ndo permitindo a continuidade do
processo de quantificacao.

Os mesmos aspectos de reconhecimento de ferri-
tinas de coracao e figado foram observados nos re-
sultados das dosagens de ferritinas utilizando-se
misturas de duas ferritinas humanas de érgaos dife-
rentes. Pode-se observar na Fig. 2 que, na mistura
contendo ferritina de baco e ferritina de coracao, so-
mente a de bago é reconhecida, sendo quantificada
cerca de 50%, correspondendo ao total de ferritina
de baco adicionada a mistura. Nas misturas conten-
do ferritinas de baco e figado os percentuais de reco-
nhecimento aumentaram cerca de 10%, correspon-
dendo aos valores da ferritina de bago acrescidos de
parte dos valores de ferritina de figado, que é quan-
tificada em torno de 10%. Nas misturas de ferritinas
de figado e coracdo, somente em torno de 10% do
total de ferritinas adicionadas a mistura foram quan-
tificados, correspondendo provavelmente a ferritina
de figado. Estes resultados confirmam os resultados
obtidos para as ferritinas individuais, apresentados
anteriormente.

Nas solugoes contendo os trés tipos de ferritinas teci-
duais, conforme resultados apresentados na Fig. 3, ve-
rificou-se que o sistema quantificou apenas em torno de
30% do total adicionado, valor equivalente a quantida-
de de ferritina de baco presente na mistura, com peque-
nas variacdes devidas, provavelmente & ferritina de fi-
gado que é quantificada em 10%. A Fig. 3 mostra tam-
bém que as ferritinas ndo reconhecidas adequadamente
pelos anticorpos utilizados na metodologia nao causam
interferéncia na dosagem do constituinte que é quanti-
ficado pelo sistema (ferritina de baco), confirmando a
especificidade do sistema.

Analise dos efeitos de farmacos sobre
a dosagem de ferritina plasmatica humana

No presente estudo nao foram observados resulta-
dos com variacoes significativas que sugiram a interfe-
réncia na metodologia da nitrofurantoina, metronida-
zol, paracetamol ou aciclovir, utilizando-se as concen-
tracdes de 50 a 600 umol/1 e tempos de incubacao nas
diferentes concentracoes. As alteracoes observadas ain-
da encontram-se dentro dos coeficientes de variacao
da metodologia apresentados pelo fabricante (até
6,59%), bem como do desvio padrdo aceitdvel para
a concentracdo de ferritina no soro controle
(187,0+38,0ng/ml). As concentragoes dos farmacos fo-
ram utilizadas dentro dos pardmetros terapéuticos, ob-
servando diferencas e extremos possiveis nos niveis
de concentracao terapéutica plasmatica que permitis-
sem avaliar esta variante. No experimento utilizando-
se a ciprofloxacina nas concentracoes entre 5 e
100 umol/1, também néo foram observadas diferencas es-
tatisticamente significativas (Fig. 4). Com o objetivo de
verificar se alteracdes na relacdo farmaco / proteina
poderiam acarretar interferéncias significativas na me-
todologia, utilizou-se a ciprofloxacina a 600pumol/1, equi-
valendo a uma concentracdao plasmatica de 231,6g/ml,
e uma concentracao de ferritina de 93,5+19,0ng/ml,
observou-se uma diminuicao nos resultados de cerca
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de 10%, conforme indicado na Fig. 5, sendo estatistica-
mente significativo (p < 0,05).

CONCLUSAO

Considerando os dados obtidos nos experimentos
relatados e discutidos anteriormente, e as informacoes
do levantamento bibliografico, pode-se apresentar as
seguintes conclusoes:

a) A metodologia para a dosagem de ferritina plas-
matica, utilizando enzimaimunoensaio com micropar-
ticulas e anticorpos monoclonais, quando testada fren-
te a ferritinas de coracéo, figado e bago, apresentou
especificidade e sensibilidade para ferritina de baco,
nao quantificando adequadamente as outras duas fer-
ritinas testadas;

b) Considerando a especificidade dos anticorpos
monoclonais e os dados que se obteve nas dosagens
de ferritina de figado com a metodologia em estudo
(quantificando apenas 10% da concentracdo), elevacoes
na concentracao de ferritinas no plasma, decorrentes
de lesdo hepatica com extravasamento de ferritina in-
tracelular, ndao pode ser mensurada satisfatoriamente
pelo método;

c) No estudo de possiveis interferéncias na meto-
dologia causadas por farmacos (nitrofurantoina, me-
tronidazol, paracetamol, aciclovir e ciprofloxacina) em
concentracdes proximas a terapéutica, nao foram ob-
servados resultados com variacoes significativas que
sugiram a interferéncia na metodologia em determi-
nadas concentracoes, relacao farmaco/ ferritina e tem-
pos de incubacao em ensaios in vitro. Utilizando ci-
profloxacina na concentracao de 600umol/l, observou-
se uma variacao nos resultados cerca de 10% menores
em relacao ao controle, sendo estatisticamente signi-
ficativa (p<0,05), para uma relacdo fArmaco/proteina
de 3,2mol/g, indicando uma possivel interferéncia
desta relacdo nos resultados obtidos e sugerindo a pos-
sibilidade deste medicamento poder afetar a estrutu-
ra desta proteina nas condicbes estudadas.
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Quantificacao da ploidia de DNA em neoplasias
intra-epiteliais e invasivas do epitélio escamoso
do colo uterino, utilizando sistema de analise
computadorizado de imagens -
estudo de casos em Recife - PE’

DNA ploidy quantification in cervical intraepitelial neoplasia and squamous cell carcinoma
by computer image analyse in cases of Recife - PE
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RESUMO - No Brasil, o cancer de colo uterino é a segunda neoplasia maligna feminina mais freqiiente nas regioes
Norte, Nordeste e Centro-Oeste, sendo uma das maiores incidéncias verificada no Recife. Os padrdes aneuplédides
de DNA sao considerados um fator geralmente associado a malignidade sendo encontrados em diferentes graus de
displasias. Os carcinomas da cérvix uterina geralmente exibem células nas quais o conteido de DNA esta desviado
significativamente do normal. Com o objetivo de determinar e quantificar possiveis variacbes do contetido do DNA
nuclear, estudamos 32 neoplasias do epitélio escamoso do colo uterino, sendo 26 de carcinoma in situ e 6 de
carcinoma invasivo. Os cortes histolégicos foram submetidos a reacdo histoquimica de Feulgen, para marcacao
dos nucleos. O contetido de DNA de linfécitos foi estabelecido como padrdo normal, dipléide, para comparacao
com o conteiudo de DNA das células neoplasicas e construcdo dos histogramas de ploidia de DNA entre essas
células. Dos 32 casos avaliados, tanto as lesdes intra-epiteliais como as invasivas, exibiram um padrao aneupléide
de DNA. A presenca da aneuploidia de DNA nas lesbes intra-epiteliais sugere uma provavel evolucdo dessas lesoes
para o carater invasivo da doenca.

PALAVRAS-CHAVE - Neoplasias uterinas, ploidia de DNA, citometria.

SUMMARY - Uterine cervical cancer is the second most frequent female malignant neoplasia in Brazil, and it is more
frequent in the North, Northwest and Center regions of the country, and one of the highest incidence noticed in the
Recife city. DNA aneuploid pattern is generally related to malignancy, and are also present in different grades of
displasia. Cervical cancer usually contains cells in which the DNA content are significantly deviated from the normal.
The aim of this study was to determine possible DNA content variations among 32 cases of squamous cell neoplasia of
uterine cervix (26 cases “in situ” carcinoma and 6 cases invasive squamous cell carcinoma). The histological sections
were submitted to the Feulgen histochemical reaction for nuclear dye. Lymphocytes were used as internal control
related to the normal DNA content, diploid, for comparison with the DNA content of the neoplastic cells by means of
histograms interpretation. Among the 32 cases, both, intraepitelial and invasive lesions, showed the abnormal DNA
content pattern known as aneuploidy. This pattern among the intraepitelial lesions suggests future progress of this
lesions to malignant disease.

KEYWORDS - Cervival neoplasia, DNA content, cytometry.
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INTRODUGCAO

de displasias leves. A ploidia das lesdes tem se mostra-
do como um fator estatisticamente preditivo no compor-
tamento biologico das lesdes™.

o Brasil, o cancer do colo de utero figura como a
N segunda neoplasia maligna feminina mais freqtien-
te, principalmente nas regioes Norte, Nordeste e Cen-
tro-Oeste, s6 sendo superado pelos casos de cancer de
mama que prevalecem nas regides Sul e Sudeste, além
de ser a segunda causa de morte, por cancer na mulher.
Uma das maiores incidéncias de carcinomas do colo ute-
rino verifica-se justamente no Recife'?

Segundo Fu’, Bibbd?, De May®, padrées aneupldi-
des de DNA (quantidade anormal de DNA, ou seja #2C
e seus multiplos) sdo considerados um fator geralmente
associado a malignidade, sendo também encontrados
em diferentes graus de displasias, incluindo os casos

Os dados indicam, geralmente, um prognoéstico ruim
nos tumores aneupléides que sdo relacionados a menor
sobrevida e tempo de recorréncia®. No entanto, os resul-
tados da andlise do DNA nédo devem ser usados como
unica base para decisdes clinicas, devendo ser associa-
dos a pardmetros clinicos e laboratoriais®***.

De acordo com McDermott et al.’, na cervix uterina,
a presenca de aneuploidia é estimada em 75 a 100% dos
casos de NIC em pacientes com lesdes de alto grau. Se
a aneuploidia fosse identificada préxima as lesdes de
alto grau poderia ser potencialmente valiosa na avalia-
cdo global de esfregacos cervicais de pacientes com diag-
nésticos citologicos dificeis.

Recebido em 30/12/2003
Aprovado em 27/4/2004
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O perfil da ploidia do DNA pode ser um indicador
util no prognoéstico das neoplasias intra-e(pitehais cer-
vicais. De acordo com Hansellaar et al.,'’ lesbes com
padrdes aneupldides do DNA tém sido relatadas com
altas taxas de persisténcia ou recorréncia em relacao
as lesoes com diploidia (2C) ou poliploidia (4C, 8C).

Segundo Leeuwen et al.,” aneuploidia ¢ um mar-
cador de malignidade e em lesdes neoplésicas intra-
epiteliais cervicais, aquelas que apresentam padréao
aneuploide provavelmente persistem ou progridem a
malignidade enquanto as lesdes dipléides ou poliploi-
des regridem. Alguns autores sugerem que a citome-
tria do DNA consiste em uma eficaz ferramenta para
o diagndstico de casos equivocos, quando a meta é
diferenciar alteracdes de reacdes inflamatodrias de neo-
plasias®.

Este estudo teve como objetivo, quantificar por meio
da andlise de imagem computadorizada, a ploidia de
DNA em células neoplésicas de lesdes intra-epiteliais
e invasivas do colo uterino no Recife.

MATERIAL E METODOS

Para este estudo foram utilizados 32 casos de neo-
plasias de colo uterino, in situ e invasivo, seleciona-
dos do Arquivo do Centro Integrado de Anatomia Pa-
tolédgica (CIAP), do Hospital Universitdrio Oswaldo
Cruz (HUOC), da Universidade de Pernambuco (UPE),
em Recife. O material foi obtido a partir de bidpsias
cirurgicas e fragmentos de biépsias dirigidas e selecio-
nadas aleatoriamente, previamente emblocados em pa-
rafina, a partir dos quais foram feitos cortes de 5um de
espessura.

Foram feitos dois cortes de cada bloco parafinizado,
sendo um submetido a rotina de coloracéao pelo H.E. e
outro a reacao histoquimica de Feulgen®, de acordo com
os procedimentos constantes no protocolo do kit, gen-
tilmente cedido pela Merck.

As determinacoOes quantitativas do DNA foram rea-
lizadas para cada amostra em 100 nucleos de células
neoplésicas e 100 nicleos de linfocitos (como controle)
escolhidos ao acaso por toda a extensdo da lamina, As
determinacées quantitativas do DNA foram feitas utili-
zando-se um sistema de Andlise de Imagem Microsco-
pica, Image Lab 2000 Plus (Softium Informdtica).

RESULTADOS

A mediana da densidade o6tica dos linfocitos foi es-
tabelecida como correspondente a 2C (dipléide), com
valores entre 1.84 a 2.07C e dai, distribuidos os inter-
valos para construcdo dos histogramas de distribuicao
do DNA.

O contetido do DNA foi quantificado em prepara-
¢des histologicas de 32 neoplasias de colo uterino, sen-
do 26 casos de NIC III e 6 de carcinoma invasivo. To-
dos apresentaram padrao aneupldide de DNA com va-
lores acima de 2.07C, (Fig. 1). Dentre os aneuploides,
13 dos NIC III apresentaram um pico tetrapldéide, bem
como em 3 dos 6 casos de carcinomas invasivos, com
valores entre 2.3 a 2.53C.
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FIG. 1 - Histogramas dos canais de ploidia de DNA em linfécitos (branco), em les6es
intra-epiteliais (cinza) e em les6es invasivas (preto).
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DISCUSSAO

Fu et al.,® Dudzinski et al.,” e Hansellar et al.’’, em
um estudo retrospectivo em neoplasias intra-epiteliais
cervicais, demonstraram que em 85% de todas as lesoes
que regrediram espontaneamente eram dipléides, 95%
das lesOes que persistiram ou progrediram para formas
mais severas da neoplasia, eram aneupléides e 100%
das lesdes que progrediram para o cancer invasivo eram
aneuploides. A associacdao da progressdo das lesdes e a
malignidade pode implicar em um progndéstico ruim para
as lesdes pré-malignas com aneuploidia.

Na cérvix uterina, a presenca da aneuploidia em
lesbes intra-epiteliais estd bem correlacionada com o
grau dessas lesdes, estando presente em 75 a 100%
das pacientes com lesdes de alto grau™.

Bibbo et al.,? avaliaram o perfil da ploidia do DNA
como indicador prognéstico em 211 pacientes com bidp-
sias de lesoes intra-epiteliais. Concluindo que nas le-
sdes com um padrao polipléide, o retorno ao normal é
mais freqiiente que naquelas com padrdo aneuploide.
Dos 211 casos, cerca de 38% tinham DNA polipléide e
62% eram aneupldides, mas em todos os casos que re-
grediram, 86% eram poliploides e apenas 14% eram
aneupléides. Dos 130 casos classificados como aneu-
ploides, 95% permaneceram estaticos ou progrediram
e apenas 5% regrediram.

Como conclusao, constatamos que a freqiiéncia da
aneuploidia foi de 100% nas lesdes avaliadas, portan-
to, a comparacao entre a ploidia em carcinomas in situ
(NIC III) e invasivos, ndo apresentou diferenga, o que
sugere que a aneuploidia é um indicativo de progres-
sdo para malignidade nas NIC III, j& que estas apre-
sentaram o mesmo padrao de ploidia de DNA verifica-
do nas lesdes invasivas.
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Conceitos atuais na ativacao do sistema
complemento e suas propriedades biologicas

Recent concepts in the activation of complement system and biological properties
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RESUMO - O sistema complemento é formado por aproximadamente 35 proteinas e glicoproteinas distribuidas no
plasma, outros liquidos bioldgicos e superficies celulares. Essas proteinas atuam em uma reacdo seqiiencial em
cascata e representam um dos principais mediadores da defesa inata do hospedeiro e da inflamacdo. A ativacao do
sistema complemento tanto pode ser benéfica para o hospedeiro, como na resisténcia a microrganismos invasores,
como pode ser deletéria em uma variedade de doencas imunopatologicamente mediadas. O complemento pode ser
ativado por qualquer das trés vias, a via classica, dependente de anticorpo, a via alternativa ou a, recém-descrita,
via das lectinas (MBL). As conseqiiéncias biologicas da ativacao do complemento sdo principalmente a defesa
contra infeccdes piogénicas, a interacdo entre imunidade inata e adaptativa e a remocdo de complexos-imunes e
produtos da injuria tecidual. O complemento reconhece, opsoniza ou lisa particulas, incluindo bactérias, leveduras
e outros microrganismos, restos celulares e células alteradas do hospedeiro. Ha também evidéncias de que o
complemento contribui significativamente na regulacédo da resposta imune. O principal objetivo da presente revi-
sdo é fornecer uma visdo atual da ativacao e das propriedades bioldgicas desse sistema, enfatizando sua importan-
cia na resposta imune inata e na homeostasia do hospedeiro.

PALAVRAS-CHAVE - Sistema complemento; via classica; via alternativa; via das lectinas.

SUMMARY - The complement system is formed of about 35 proteins and glycoproteins distributed in blood plasm, other
body fluids and on cell surfaces. These proteins acting within a cascade-like reaction sequence, representing a major
mediator of host innate immune defence and inflammation. Activation of the complement system can either be bene-
ficial to the host, as in resistance to invading microorganisms, or it can be detrimental in a variety of immunophatolog-
ically mediated diseases. Complement can be activated by any of the three pathways, either the antibody-dependent
classical pathway, the alternative pathway, or the recently discovered MBL (mannan binding lectin) pathway. The
biological consequences of complement activation are mainly the defense against pyogenic bacterial infection, bridg-
ing between innate and adaptative immunity and the clearence of immune complexes and the products of inflamma-
tory injury. The complement recognizes, opsonizes or lyses particulate materials, including bacteria, yeasts and other
microorganisms, host cell debris and altered host cells. There is also increasing evidence that complement significant-
ly contributes to the regulation of the immune response. The major aim of the present review is to provide a recent vision
about the activation and biological properties of this system, emphasizing its importance in the innate immune
defence and internal homeostasis of the host.

KEYWORDS - Complement system; classical pathway; alternative pathway; mannan binding lectin pathway.
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INTRODUGCAO

Uma vez ativado, através das vias classica, alterna-
tiva e das lectinas, o complemento pode induzir a va-
rias atividades biolégicas decorrentes da interacdo de

sistema complemento é considerado uma das prin-
seus produtos de ativacao com receptores celulares es-

cipais vias efetoras da resposta imune e inflamatoé-

ria, sendo formado por aproximadamente 35 proteinas
plasmaticas e associadas a membrana celular que, uma
vez ativadas, modulam reacoes humorais e celulares.
Os hepatdécitos sdo a principal fonte das proteinas do
complemento do sangue, enquanto macroéfagos e fibro-
blastos sdo os responsaveis pela sintese local em sitios
teciduais (Prodinger et al., 1999; Walport, 2001a).

A ativacdo enziméatica seqiiencial dos componentes
do complemento gera uma cascata bioldgica similar aos
sistemas de coagulacao, da fibrindélise e das quininas,
0 que permite uma resposta amplificada frente aos di-
ferentes estimulos (Porcel; Vergani, 1993). Essa ativa-
cdo é fundamental na manutencdo da homeostase do
hospedeiro, contribuindo tanto no combate a microrga-
nismos, quanto na solubilizacdo e remocéao de comple-
x0s imunes circulantes (Sim, 1992; Volanakis, 1998).

pecificos ou pela insercado de complexos protéicos a
membrana celular. Essas atividades sao de grande im-
portancia no processo inflamatério, mediando a quimio-
taxia e ativacdo de fagdcitos, com estimulo da sintese
de prostaglandinas, liberacao de enzimas lisossomais
eradicais de oxigénio (Porcel; Vergani, 1993; Kirschfink,
1997). O complexo de ataque a membrana, C5b-9, for-
mado como o produto final de ativacdo da cascata, pro-
voca, pela sua insercdo na membrana da célula alvo,
lise irreversivel da mesma e em concentracoes subliti-
cas induz a liberacdo de mediadores inflamatérios. Além
disso, existem evidéncias de que os peptideos C3a, C5a
e C3d possuem atividades imunoregulatorias (Porcel;
Vergani, 1993; Volanakis, 1998).

A via classica faz parte da resposta imune especifi-
ca do hospedeiro e a sua ativacao depende da produ-
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cdo prévia de anticorpos e da formacao de complexos
antigenos-anticorpos. A via alternativa e a via das lec-
tinas participam da resposta inata, sendo que a sua
ativacdao depende de componentes especificos presen-
tes na superficie dos microrganismos.

Os componentes da via cléssica e do complexo de
ataque a membrana sdo numerados de C1 a C9, sendo
que C1, C4, C2 e C3 sdo componentes da via cléssica.
A via alternativa compreende o fator D, o fator B (BF),
o fator P (properdina) e o componente C3. As proteinas
da via das lectinas sdao designadas pelas abreviaturas
MBL (lectina ligante de manose) e MASP-1, MASP-2
(MBL-serina proteases associadas). Os componentes
C5, C6, C7, C8 e C9 constituem o complexo terminal
de ataque a membrana (MAC) (Figura 1). Os fragmen-
tos peptidicos gerados por ativacao e clivagem proteo-
litica sdo designados por letras minudsculas como, por
exemplo, C4a e C4b, resultantes da ativacao de C4.
Em todos os casos, exceto para C2a e C2b, o fragmento
menor tem sempre a letra “a"”. O fragmento maior “b"
permanece ligado a um complexo necessario para o
proximo passo da ativagdo. Componentes inativos sdo
indicados pela letra "i". As proteinas de membrana do
sistema complemento sdo designadas de diferentes for-
mas: tanto pela fungao que exercem, como por exem-
plo, fator de decaimento da aceleracdao (DAF); ou usando
sistemas de grupos de diferenciagdo (exemplo: CD 59);
ou ainda simplesmente numerados consecutivamente,
como os cinco receptores do complemento, de CR1 a
CRS5 (Bing; Alper, 1995; James, 1997; Walport, 2001a).

Os receptores do complemento encontram-se bem ca-
racterizados e estdao divididos em diferentes categorias
funcionais, de acordo com seus ligantes especificos.
Destacam-se os receptores para os fragmentos de C3; os
receptores para os fragmentos soluveis C3a, C4a e C5a
(C3a-R, C4a-R, C5a-R); o receptor para o fator H (fH-R)
e ainda os receptores para C1q (C1g-R). Os receptores
mais bem estudados sdo para os fragmentos de C3 (C3b,
iC3b, C3dg) que estdo covalentemente ligados as su-
perficies ativadoras. Esses constituem cinco tipos dife-
rentes de receptores, denominados de CR1 a CR5, com
diferencas de afinidade para cada ligante. A maioria
desses expressa-se, com diferencas de intensidade, em
mondcitos, macréfagos, neutrédfilos e eosindfilos, enquan-
to outros sdo encontrados apenas em eritrocitos (CR1),
linf6citos B (CR1, CR2), linfécitos T (CR1, CR3), células
NK (CR3, CR4) e células dendriticas de linfonodos (CR2).
Tais receptores estao diretamente envolvidos nos pro-
cessos de opsonizacao e fagocitose, bem como na neu-
tralizacdo de virus e na eliminacdo de complexos imu-
nes circulantes (Ross, 1992).

Um sistema com o potencial pré-inflamatério e lesi-
vo, como o sistema complemento, requer mecanismos
de controle seguros. Aproximadamente metade das
proteinas desse sistema atuam no controle das etapas
criticas de ativacao, em especial naquelas envolvidas
com a geracao de C3b, visando evitar a destruicao de
tecidos autdlogos. As proteinas regulatorias associadas
as membranas expressam-se em uma grande varieda-
de de tecidos (Sim, 1992; Prodinger et al.; 1999).

Ativacédo do sistema complemento

[ 1 - Via classica |
A via classica foi a primeira a ser descrita e represen-
ta um potente mecanismo efetor da imunidade humoral.
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O componente C1 é fundamental na ativacao da via
classica e consiste em uma proteina multimérica com-
posta de uma molécula de C1lq ligada nao covalente-
mente a duas moléculas de Cl1r e duas de Cls, estabi-
lizadas na presencga de ions célcio (Roitt, Brostoff,
Malle, 1996).

Fisiologicamente, a ativacdo da via classica tem ini-
cio com a ligacdo da molécula Clq a complexos imu-
nes contendo IgG ou IgM, ou a agregados de IgG (in
vitro). As subclasses IgG, e IgG, sdo ativadores mais
eficientes que IgG, e IgG,. Além disso, outros ativado-
res de C1lq que independem das moléculas de imuno-
globulinas tém sido descritos, os quais compreendem
principalmente: lipopolissacarides bacterianos, algumas
espécies de micoplasma, virus como EBV e HIV, para-
sitas como Entamoeba, compostos polianiénicos e pro-
teina C reativa, entre outros (Prodinger et al., 1999).
Produtos de lesao tecidual, como membrana mitocon-
drial e outras membranas subcelulares, filamentos ci-
toplasmicos, polinucleotideos e componentes de mieli-
na também tém demonstrado acao ativadora sobre C1
(Sim, 1992).

A interacdo do anticorpo especifico com o antigeno
induz alteragoes conformacionais na regido Fc da mo-
lécula de imunoglobulina, que levam a sua ligacao a
molécula Clq. Pelo menos, duas moléculas de IgG ou
uma de IgM sao requeridas para desencadear a ativa-
cdo de Clq, atraves da ligacao de, no minimo, duas de
suas extremidades globulares as moléculas de imuno-
globulinas. A interacdao de Clq com a IgG ocorre via
dominio Cg2 e com IgM através do dominio Cu3 da
regido Fc, resultando em uma alteracdo conformacio-
nal da molécula de C1q e ativacao sequencial de Clre
Cls (James, 1997; Reid, 1998).

A molécula C1s, uma vez ativada, cliva e ativa tanto
o componente C4, em C4a e C4b, assim como C2, em
C2a e C2b, através de uma reacao dependente de mag-
nésio. Os fragmentos C4a e C2b sdo subprodutos do
processo de ativacdao. Enquanto C4a tem baixa ativida-
de quimiotdtica, C2b exibe atividade de cinina. Embo-
ra grande parte das moléculas de C4b reajam com a
H,O e se percam, aproximadamente 5% dessas ligam-
se, covalentemente, as superficies ativadoras na proxi-
midade do foco do complexo de ativacdo (anticorpo-
C1q). Apds C4b ligar-se ao alvo, tanto este pode agir
como uma opsonina, como pode ocorrer sua ligacao com
o fragmento C2a, gerando assim a enzima C4b2a, que
constitui a C3 convertase da via classica. Essa cliva a
molécula de C3, em C3a e C3b (Prodinger etal., 1999).

Dentre as proteinas do sistema complemento, o com-
ponente C3 é o que se encontra em maior concentragao
no soro (1 a 1,4mg/ml), sendo uma das proteinas mais
abundantes no plasma. Sua ativacao tem um papel cen-
tral e comum as trés vias da cascata do complemento
(Fig. 1). Embora algumas proteases, como a plasmina,
ou toxinas como o veneno de cobra, possam atuar
sobre C3, as C3 convertases da via classica e da via
alternativa sdo as Unicas enzimas fisiologicamente re-
levantes na ativacao de C3.

O peptideo C3a, resultante da clivagem de C3, é
uma potente anafilatoxina, que pode atuar a distancia
do sitio de ativacdo de C3. Por sua vez, a molécula
C3b, através da exposicdo de grupamentos internos tio-
ester, pode formar ligacdo covalente com o antigeno
(superficie ativadora) ou com receptores em superfi-
cies proximas (exemplo: eritrécito), assim como com mo-
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FIG. 1 - Vias de ativagdo do complemento.

léculas de H,O. Aproximadamente 10% do C3b nas-
cente liga-se ao ativador, o restante ao reagir com a
H, O, difunde-se no meio (Sim, 1992; Prodinger, 1999).
Além de C3b atuar como uma forte opsonina sobre
as particulas alvo, forma ainda o complexo C4b2a3b,
que ¢é a enzima C5 convertase. Essa vai atuar na ulti-
ma etapa de ativagdo da via cldssica, com a clivagem
de C5 em C5a e C5b (Fig. 1). Enquanto C5a represen-
ta uma das anafilatoxinas mais potentes, a ligacao de
C5b a C6 dé inicio a via efetora final da cascata do
complemento, até a formacdo do complexo de ataque a
membrana (MAC) (Sim, 1992; Bing; Alper, 1995).

[ 2 - Via alternativa |

A via alternativa representa uma das primeiras li-
nhas de defesa natural contra microrganismos. Uma
ativacdo eficiente e uma amplificacdo instantanea des-
sa via depende da disponibilidade de uma superficie
ativadora, tal como a parede celular bacteriana, de fun-
gos e leveduras, lipopolissacarides bacterianos, toxi-
nas, células infectadas por virus e eritrécitos de coelho
(Glovsky, 1994; James, 1997).

O fator B (BF) tem um papel central na ativacdo da
via alternativa. Esse consiste em uma serina protease
de cadeia simples, homologa a C2. Aligacao de BF ao
C3b envolve multiplos sitios da molécula, que servem
como subunidade catalitica das C3 e C5 convertases
da via alternativa (Volanakis, 1998).

A ativacgdo da via alternativa tem inicio com a liga-
cdo covalente de C3b a uma célula alvo. O questiona-
mento inicial era a geracao do primeiro C3b, conside-
rando ser uma via independente de anticorpo. Estudos
in vitro mostraram que a molécula nativa de C3, na
circulacao, sofre hidrélise espontanea e continua. Uma
ponte de tioester da molécula é susceptivel a constante
hidrolise, gerando a molécula C3i ou C3(H,0), que
tem conformacédo semelhante a C3b (C3b like) (Lach-
mann, 1992).

O C3(H,0), assim como o C3b gerado pela via clas-
sica, pode ligar-se ao BF, em uma reacao dependente
de magnésio, formando os respectivos complexos
C3(H,O)B e C3bB. Esses complexos sofrem a acdo do
fator D, que catalisa a hidroélise da ponte peptidica ar-
ginina-lisina, clivando BF em Ba e Bb. O fragmento Ba
éliberado na fase fluida, enquanto Bb, enzimaticamente
ativo, liga-se a C3(H,O) ou a C3b, formando tanto a C3
convertase da fase fluida, C3(H,O)Bb, como a de su-
perficie celular C3bBb. Esses complexos podem entao
clivar proteinas C3 adicionais, produzindo mais C3b
reativo, amplificando a reacdo e a geracao de novos
complexos de C3 convertase (C3bBb) na superficie ce-
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lular. Quando C3 é convertido em C3b, as pontes tio-
ester da molécula tornam-se instaveis e susceptiveis a
ataques nucleofilicos por elétrons de grupos -OH e -
NH2, formando rapidamente ligacdes covalentes com
proteinas e carboidratos nas superficies ativadoras.
(Abbas; Lichtman; Pober, 1997).

O complexo C3bBb, extremamente instavel, é esta-
bilizado pela properdina (fator P), podendo clivar no-
vas moléculas de C3 (Volanakis, 1998; Prodinger, 1999).
Se moléculas adicionais de C3b sao inseridas na C3
convertase (C3bBbPC3b)n, é gerada a C5 convertase
da via alternativa, que cliva C5 em Cb5a e C5b, de for-
ma semelhante a via classica. Nessa etapa, tanto a via
alternativa como a via classica convergem para a mes-
ma seqiiéncia terminal de eventos, levando a formacéo
do complexo de ataque a membrana (Fig. 1) (James,
1997).

O destino da molécula de C3b ligada a uma super-
ficie sera determinado pelo carater ativador ou ndo da
superficie e depende da afinidade relativa de C3 ao
fator H, regulador negativo, ou ao fator B, regulador
positivo da via alternativa. Nas superficies ndo ativa-
doras tais como as membranas das células do hospe-
deiro, a ligagao do fator H é promovida pela sua afini-
dade a residuos carregados negativamente como mo-
léculas de 4acido sidlico. Sua presenca na porcao de
carboidrato das glicoproteinas permite que C3b ligado
as células do hospedeiro ligue-se rapidamente ao fator
H, com subseqiiente clivagem pelo fator I. O fator H
também dissocia o complexo C3bBb que tenha se for-
mado nas superficies ndo ativadoras ou que estdo pre-
sentes na fase fluida (Prodinger et al., 1999).

| 3 - Via das lectinas |

A via das lectinas foi descrita recentemente e tem
como principal constituinte uma proteina plasmatica
ligante de manose (MBP), também conhecida como
lectina ligante de manose (MBL) (Ikeda et al., 1987;
Turner, 1996). Essa pertence a familia das colectinas e
possui uma estrutura muito similar a da molécula de
C1q, com cadeias polipeptidicas formando hélices tri-
plices de colageno, reunidas em um feixe colagenoso
com extremidades globulares, semelhante a um buqué
de tulipas (Sim, 1992).

A concentracao plasmética da MBL varia de 1ug/ml
a 20ug/ml e é determinada, geneticamente, elevando-
se durante a fase aguda da resposta. Sabe-se, atual-
mente, que tanto diferencas quantitativas como quali-
tativas nas variantes alélicas da MBL influenciam a
predisposicao as infeccoes e outras doencas (Super et
al., 1989).

A MBL, através da porcao globular terminal de cada
cadeia, reconhece, na superficie de diferentes micror-
ganismos, residuos especificos de carboidratos, como
N-acetilglucosamina ou manose. Essa reacdo é depen-
dente de célcio (Roitt; Brostoff; Male, 1996; Volanakis,
1998). Vérios patoégenos tém sido descritos como ligan-
tes da MBL, tais como Salmonella sp., Listeria sp.,
Neisseria sp., Candida albicans, Cryptococcus neofor-
mans, entre outros (Prodinger, 1999).

Aligagdo da MBL ao alvo leva a uma alteragdao con-
formacional da mesma, que provoca a ativacao de duas
serina-proteases, MASP-1 e MASP-2, homoélogas a
Clr e Cl1s. A MASP-2 ao ser ativada, tal como Cls,
também vai ativar C4 e C2, e levar a formacao da C3
convertase da via classica, de forma independente de
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anticorpo e de C1 (Fig. 1)
(Sim, 1992; Reid, 1998; Pro-

QUADRO |

proteinas regulatdrias solliveis e de membrana celular

Proteina

dinger, 1999). Por outro

Interagdo com Fungdo

Proteinas soliveis:

lado, a MASP-1 pode clivar

diretamente C3 (Walport, | inibidor de C1 (C1 INH)

Liga-se a C1r e C1s, dissociando-o0s de C1q e bloqueando sua par ticipagao

C1r, C1s v d
na via classica

2001a).
C4bp (proteina ligante de C4)

Cdb Acelera a dissociacao da C3 convertase da via classica (C4b2a)
Co-fator para o fator |, mediando a clivagem de C4b

| 4 - Via final efetora |
A ativacao do comple-

Fator H

Acelera a dissociacao da C3 convertase da via alternativa (C3bBb).
C3b Co-fator para fator |, mediando a clivagem de C3b
Compete com sitio de ligacao de fator B (BF)

mento na superficie da

. Fator | C4b, C3b Cliva e inativa C3b e C4b, usando o fator H, C4bp, MCP ou CR1 como co-fator
membrana F:el,lll,ar,’ 1ndepen- Carboxipeptidase N C3a, C4a, C5a | Remove o residuo arginina carboxi terminal e inativa as anafilatoxinas
dente da via 1;11q1a1, leva a Proteina S C5b-7 Liga-se ao complexo C5b-7 e previne a inser¢do do MAC na membrana
uma mesma via final efeto- | 750 C5b-0 | Modula a formagdo do MAC
Iq, coma formagao do com- Proteinas integrais de membrana:
pl?XO X C5b-9 ou MAC; O Proteina co-fatora de membrana (MCRCD 46) C3b, C4b Co-fator para o fator | - media a clivagem de C3b e C4b
pnmeno passo dessa Vla,e Fator de decaimento da aceleragao (DAF) C4b2b, C3bBb | Acelera a dissociacdo das C3 convertases da via classica e alternativa
a Chvagem de C5' atraves CD 59 C7,C8 Inibe a lise de células homélogas

das C5 convertases da via

Bloqueia a ligacdo de C9 a C8, prevenindo a formagao do MAC e lise

classica e alternativa, com
conseqiente formacao de
Cb5a e C5b (James, 1997; Prodinger, 1999).

Uma série de interacdes seqiienciais ndo enzimati-
cas entre C5b, C6, C7, C8 e C9 resulta na formacéao do
MAC. Amolécula C5b é estabilizada ao formar um com-
plexo hidrofilico com C6 (C5b6). A ligacdo de C7 a esse
complexo induz a uma transicao do mesmo ao estado
hidrofébico, que permite ao complexo C5b67 inserir-
se, firmemente, na camada bilipidica e ligar-se a molé-
cula de C8, que também se insere na membrana da
célula alvo (Fig. 1) (Delves; Roitt, 1992; Volanakis,
1998).

O complexo C5b-8 tem acao litica limitada, mas
atua como agente polimerizante de C9. A ligacao
subseqlente de até 12 ou 15 moléculas de C9, se-
guida da polimerizacdao dessas, forma uma estrutu-
ra tubular ndo homogénea (poli-C9), inserida na
superficie celular, a qual C5b-8 mantém-se ligado.
O potencial litico total do MAC depende de C9 pro-
duzir poros grandes suficiente para levar a lise da
célula nucleada (Abbas; Lichtman, Pober, 1997; Pro-
dinger, 1999).

Moléculas de perfurina também sofrem polimeriza-
cdo, formando canais transmembranicos, ao serem li-
beradas de granulos citoplasmaticos de linfécitos T ci-
totoxicos e de células natural killer (NK). Essas protei-
nas apresentam grande homologia estrutural e funcio-
nal com C9 (Delves; Roitt, 1992).

Embora os poros produzidos por C5b-9 (MAC) per-
mitam a passagem de ions potdssio e cdlcio para o
interior da célula, estes sdo pequenos demais para
permitir a saida de moléculas maiores como protei-
nas. Tal situacéo resulta no influxo de dgua para a
célula, levando a lise osmotica ou ainda a morte celu-
lar devido a um acumulo letal de altas concentracoes
de cdalcio (Delves; Roitt, 1992; Abbas; Lichtman; Po-
ber, 1997).

Quantidades nao letais do MAC parecem estimular
a producao de uma variedade de mediadores inflama-
térios, inclusive radicais de oxigénio, prostaglandinas,
leucotrienos e interleucinas. E, portanto, possivel que
a resposta celular especifica na auséncia de lise possa
ser uma importante funcao do MAC.

Possivelmente, o papel do MAC na defesa contra
microorganismos parece ser menor do que quando atua
patologicamente lesando células do hospedeiro (Ab-
bas; Lichtman; Pober, 1997).
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Nota: MAC= complexo de ataque a membrana | Fonte: Adaptado de Abbas, Lichtman e Pober (1997)

Controle da ativacao do sistema complemento

Como um mecanismo potencialmente autolesivo, a
ativacao do complemento tem que ser evitada ou, ao
menos, restringida sobre as células autdélogas. Sob con-
digoes fisioldgicas, a ativacao descontrolada € preve-
nida por um vasto arsenal de proteinas regulatoérias,
tanto na fase fluida (plasma) como nas superficies ce-
lulares, estando voltadas, principalmente, para os even-
tos centrais das trés vias, que levam a ativacdo de C3 e
a polimerizacdo de C9 (Kirschfink, 1997; Prodinger et
al., 1999). As principais proteinas e suas funcgoes en-
contram-se no Quadro L.

Conseqliéncias biolégicas da ativagao do complemento

As atividades bioldgicas do complemento estdo en-
volvidas tanto com o aspecto de lise, decorrente da in-
sercdo do complexo C5b-9 a superficie celular, como
com a ligacao dos produtos de ativacao com receptores
especificos de membrana, expressos em diferentes ti-
pos de células.

| 1 - Lise de membranas celulares |

Alise de microrganismos, mediada pelo complemen-
to, € um importante mecanismo de defesa contra certos
tipos de infeccOes bacterianas e virais. Entretanto,
muitos desses microrganismos jé adquiriram formas de
resisténcia a morte pelo complemento, como algumas
bactérias gram positivas, fungos, protozodarios e hel-
mintos (Bing; Alper, 1995).

Ao contréario dos eritrécitos, muitas células, particu-
larmente as nucleadas, sao relativamente resistentes a
lise pelo complemento homélogo, sendo que a ativa-
cao na sua superficie é freqiientemente sublitica. O ata-
que sublitico do complemento, além de proteger a cé-
lula do hospedeiro da citélise, estimula a neosintese
de proteinas, o metabolismo de &cido araquidoénico e
também ativa os leucécitos polimorfonucleares. Além
de elevar transitoriamente o cdlcio intracelular e ativar
a proteina quinase C, tem o potencial de induzir ati-
vidade pré-coagulante e pro-inflamatéria. Logo, a pre-
senca do MAC na superficie de células do sistema imu-
nolégico vidveis sugere um papel modulatério na fisio-
logia da célula a qual se ligou. E possivel que a prin-
cipal funcéao bioldgica da cascata terminal do comple-
mento, como um importante braco efetor da defesa hu-
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moral do hospedeiro, va além daquela originalmente
descrita (Prodinger, 1999).

| 2 - Opsonizacao e fagocitose |

O favorecimento da fagocitose, através da opsoni-
zacao, possivelmente, representa uma das contribui-
cOes mais importantes do complemento na defesa do
hospedeiro, mediando a ligagdo e a ingestao de parti-
culas estranhas, incluindo virus, bactérias, células tu-
morais e complexos imunes soluveis (Bing; Alper, 1995).
O componente C3 representa a fonte da principal op-
sonina do complemento, através das moléculas de C3b
e iC3b ligadas, covalentemente, a superficie celular,
mais especificamente a receptores de fagocitos como
neutro6filos e mondcitos/macrofagos. C3b e C4b ligam-
se aoreceptor CR1 e iC3b ao receptor CR3. Essas inte-
racoes permitem a aderéncia de microrganismos aos
fagocitos do hospedeiro, levando a sua ingestao e con-
sequente destruicdo através das enzimas lisossomais
(Bing; Alper, 1995; James, 1997).

As moléculas C5a e C5a des Arg também tém um
papel critico na fagocitose ao atrairem e ativarem fagoé-
citos. As células fagociticas estimuladas por Cba ex-
pressam maior quantidade de CR3 e CR4 (moléculas
de adesdo), que ligam os neutrofilos ao endotélio vas-
cular, permitindo a aderéncia e migracao desses para o
sitio inflamatério (Ross, 1992; Prodinger, 1999).

O receptor para Clq (C1g-R), também conhecido
como receptor de colectinas, estd presente em monéci-
tos, macréfagos, células B, granuldcitos, células endo-
teliais, fibroblastos e plaquetas. Esse permite a intera-
¢do nao apenas com Clq, como com outros membros
da familia colectina, como a MBL. Desta forma, a pre-
senca de C1g-R em diferentes células favorece que estas
realizem o englobamento de bactérias opsonizadas com
MBL e de complexos imunes-C1q, regulando a fagoci-
tose, induzindo a producéao de radicais de oxigénio e
favorecendo a citotoxicidade celular (Ross, 1992; Pro-
dinger, 1999).

| 3 - Solubilizacdo e remocéao de complexos imunes |

Os complexos imunes (CI) sdo formados constante-
mente na circulacdo e a sua concentracao aumenta, sig-
nificativamente, diante da resposta a estimulos antigé-
nicos intensos. A deposicao desses complexos nas pa-
redes dos vasos, com consequente ativacao do comple-
mento, pode levar a reacoes inflamatorias altamente
lesivas para os tecidos proximos (Abbas, Lichtman, Po-
ber, 1997). As intera¢des multivalentes da regido Fab
das imunoglobulinas com o antigeno e as interacoes
nao covalentes das regides Fc de imunoglobulinas jus-
tapostas favorecem a formacao de CI grandes e insolu-
veis. O complemento, através da via classica, inibe a
formacéao de CI grandes durante os estagios iniciais da
reacao antigeno-anticorpo, mantendo-os pequenos e
soluveis. No entanto, quando se formam os complexos
maiores, a via alternativa, através dos componentes B,
P e C3, na presenca do fator I e H, degrada-os em
complexos menores e soluveis (Bing; Alper, 1995).

Os CI formados na circulacéo, ao ativarem o com-
plemento, ficam opsonizados por C3b e C4b. Os eritr6-
citos, que possuem o receptor CR1 especifico para es-
ses fragmentos, ligam-se aos complexos (interagdao CR1-
C3b/C4b), transportando-os até as células fagociticas
do figado e baco, onde os mesmos sdo eliminados, re-
tornando os eritrocitos a circulacdo (Ross, 1992). Essa
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interacdo entre eritrécitos e CI permitiu estabelecer o
papel do complemento na remocéao dos CI da circula-
cdo. Enquanto os eritrécitos possuem aproximadamen-
te 500 moléculas CR1/célula, os leucocitos tém um nu-
mero superior a 50.000 CR1/célula. No entanto, mais
de 85% do CR1 do sangue estd nos eritrécitos, devido
ao el)evado numero desses na circulacdo (Prodinger,
1999).

| 4 - Remocéao de células apoptdticas |
Outra propriedade bioldégica do complemento, rela-
cionada a interacdo com receptores celulares, é a re-
mocao de células apoptoéticas pelos macrofagos. A liga-
cdo de Clq, proteina C reativa e IgM as células que
tenham sofrido apoptose, leva a ativacdo do comple-
mento na superficie das mesmas, favorecendo a intera-
cdao com receptores do complemento presentes em ma-
crofagos, com subseqiiente captura e destruicao das
células. A eliminacdo de células mortas contribui com
a reducao da exposicado de auto-antigenos ao sistema
imunoldgico (Mevorach et al., 1998; Walport, 2001b).

| 5 - Interface entre a imunidade inata e adaptativa |

O complemento desempenha, também, um impor-
tante papel fisiolégico na interacao entre a imunidade
inata e adaptativa. A molécula C1q, ao ligar-se as mo-
léculas de anticorpos nos complexos imunes, ativando
a via classica, representa um dos elos dessa interacao.
A opsonizacao de microrganismos, mediada por com-
plemento, facilita a captura e apresentacao de antige-
nos pelas células apresentadoras, via receptor do com-
plemento. Ainda a ativacao de células B, modulada por
co-receptores, especialmente CR2, favorece a intera-
cdo dessa célula com antigenos e sua subseqtiiente ati-
vacéo (Prodinger, 1999; Walport, 2001b).

| 6 - Efeito pré-inflamatério |

As anafilatoxinas C3a, C4a e C5a sdao mediadores
humorais reconhecidos principalmente por suas fun-
coes pro-inflamatoérias e imunoreguladoras, que atuam,
efetivamente, na defesa do hospedeiro. Embora os efeitos
pré-inflamatoérios das anafilatoxinas sejam benéficos no
contexto das infecg¢oes ou injurias localizadas, hd um
numero de doencas néo infecciosas e sindromes, nas
quais as anafilatoxinas desempenham um papel dele-
tério (Ember; Jagels; Hugli, 1998).

Os efeitos biologicos das anafilatoxinas estao rela-
cionados a expressao dos receptores especificos (C3a-
R, C4a-R, C5a-R) em véarios tipos de células, princi-
palmente mastécitos, neutréfilos, mondcitos e eosinofi-
los. Ainda, a expressao de C5a-R é encontrada em ba-
sofilos, macréfagos, células endoteliais, células de
musculo liso, células epiteliais e astrocitos. (Abbas; Li-
chtman; Poder, 1997; Ross, 1992).

As anafilatoxinas C3a, C4a e Cba sdo pequenos
peptideos catidnicos, de estrutura muito similar, sendo
Cb5a a mais potente dessas, sequida de C3a e C4a (Bing;
Alper, 1995).

As anafilatoxinas, principalmente C3a e C5a, ao li-
garem-se aos receptores de mastocitos e basofilos, cau-
sam degranulacao e liberacao de mediadores vasoati-
vos, em especial histamina e leucotrienos. Esses indu-
zem aumento na permeabilidade vascular e contracao
da musculatura lisa. C5a tem ainda multiplos efeitos,
promovendo derrame vascular e exocitose, além de
estimular a expressdo de p-selectina nas células do
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endotélio vascular, favorecendo a adesao de fagocitos.
Cba tem intensa atividade quimiotética sobre neutréfi-
los; induz maior expressdo de proteinas de adeséo,
como CR3 e CR4, mediando o trafego desses nos teci-
dos; além de estimular a producao de radicais de oxi-
génio e prostaglandinas. C3a tem atividade similar,
porém menos intensa (Roitt; Brostoff; Malle, 1996;
Ember; Jagels; Hugli, 1998; Prodinger, 1999).

A atividade das anafilatoxinas, nestas reacoes, é
dependente da arginina-C-terminal. A molécula C5a
tem meia vida curta na circulacao devido a acao da
enzima plasmatica carboxipeptidase-N, que cliva a ar-
ginina-C-terminal da molécula de C5a, gerando Cba
des Arg, que é menos ativa que C5a. De forma similay,
tem-se a des Arg de C3a e C4a, com atividade bioldgi-
ca totalmente reduzida (Bing; Alper, 1995). Embora C5a
des Arg tenha afinidade de ligacao reduzida, compa-
rando-se com Cb5a, essa é o maior ligante de C5a-R in
vivo, devido a sua ligagdo com uma proteina sérica (co-
chemotaxina) que favorece a interacdo com Cb5a-R
(Ross, 1992).

O fragmento C2b, liberado pala clivagem de C2,
também participa do processo inflamatorio. Esse inte-
rage com a plasmina e apresenta atividade similar a
cinina, levando a contracao da musculatura lisa, au-
mento da permeabilidade vascular e dor (Bing; Alper,
1995; James, 1997).

Estudos experimentais mostram que os produtos
de ativacao de BF, os fragmentos Ba e Bb, também
apresentam acao pro-inflamatoéria. Hamuro, Hadding
e Bitter-Suermann (1978) demonstraram que a molé-
cula Ba, embora nao promova a contracao da muscu-
latura lisa e liberacdao de histamina por mastécitos,
tem a propriedade de estimular a migragao de poli-
morfonucleares de porquinhos da India. Por outro lado,
segundo Goétze, Bianco e Cohn (1979), o fragmento
Bb, além de fazer parte da C3 convertase da via alter-
nativa, induz alteracées na funcao de macrofagos, in
vitro, aumentando o espalhamento desses. Messias
etal. (1985) demonstraram um aumento significativo
de Ba em pacientes brasileiros com paracoccidioido-
micose em atividade, ressaltando a participacao des-
sas moléculas e da via alternativa na resposta imuno-
légica do hospedeiro ao fungo, bem como na evolucao
da infeccao.

CONSIDERAGOES FINAIS

Todos os aspectos recém colocados deixam eviden-
tes os avancos que foram atingidos nos ultimos anos
no conhecimento da estrutura e imunobiologia dos di-
versos componentes do sistema complemento. O en-
tendimento das interacbes moleculares entre as protei-
nas desse sistema com as estruturas de superficie dos
microrganismos potencialmente ativadores de qualquer
das trés vias do complemento ou com os componentes
celulares préprios do hospedeiro, possibilitaram gra-
dualmente o esclarecimento das principais proprieda-
des biolégicas do sistema complemento e sua impor-
tdncia no equilibrio do organismo do individuo.

Estudos clinicos tém destacado ainda os disturbios
genéticos do complemento em diferentes doencas hu-
manas, propiciando maior predisposicao a doencas au-
to-imunes e infeccbes, além das conseqiiéncias dele-
térias decorrentes de uma ativacao exarcebada. Estu-
dos promissores e recentes vislumbram a inibicao es-

188

pecifica da ativacao do complemento como uma pos-
sivel e nova estratégia terapéutica na inflamacéao (Kirs-
chfink et al., 1997).
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