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Edirorial

Caros leitores,

atual diretoria da SBAC vem cumprindo o que se propds a fazer.

Realizou de 22 a 26 de maio o maior e melhor Congresso dos

liltimos anos.
Com participagdo recorde de publico, pois saltamos de 3937 congressistas
em 2004 para 6035 em 2005 na cidade de Goidnia-GO. Com abertura
solene, prestigiada por inimeras autoridades politicas, programagcdo
cientifica de altissimo quilate, professores nacionais e internacionais dos
mais renomados, atingindo assim novos objetivos. Programacdo social de
elevado nivel, sorteio de 03 carros 0 Km marca Peugeot-2006.

Prezado socio mesmo assim o nimero de participantes de ndo socios foi
maior que os de socios. Venha participar da SBAC que é sua, nos congressos
vocé tem descontos vantajosos aproveite esta condi¢do.

No campo institucional a SBAC tem lutado junto com as outras entidades do
setor por melhores remuneracées aos servigos prestados pelos laboratorios,
mas esta é uma luta dificil.

O Ministério da Saiide ndo quer reconhecer as dificuldades do nosso setor,
apos muitos anos de luta quando achamos que tinhamos conseguido um
aumento, qual foi a nossa surpresa, de ultima hora cancelaram o referido
aumento. Nosso representante para esse fim é o Vice-presidente da SBAC Dr.
Irineu Keiserman Grinberg que tem lutado, mas s6 a SBAC e entidades afins
ndo irdo conseguir;, Devemos nos mobilizar na esfera politica, pois se ndo
cobrarmos, isso o dinheiro que seria para nosso aumento continuard indo
para financiar campanhas e talvez para aprovar medidas do interesse
exclusivo do governo e nds, parece que ndo somos do interesse do governo.
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Desenvolvimento e Utilizacao de Conservante Quimico
em Amostras de Urina para Analises Microbiologicas
(Urocultura) e Rotina (E.A.S.)*

Development and Evaluation of a Chemical Preservative for Microbiological and Routine
Urinalysis of Urine Samples.

Carlos Henrique Pesséa de Menezes e Silva'; Alessandro Pereira Lins’; Davi Rodrigues de Souza’;
Caroline Sathler Oliveira da Cruz’ & Giselle Cristina Bergamaschi’

~

/RESUMO - O trato urinario é um sitio comum de infeccdo em pacientes hospitalizados e também em pacientes da comunidade. A uri-
na coletada para analise é geralmente contaminada com microbiota uretral, da pele, da genitélia ou pela flora fecal, apesar dos es-
forcos para se obter um jato intermediério adequado. E recomendada a cultura imediata da amostra ou a refrigeracao da mesma. Nos
casos tanto de pacientes que trazem suas amostras de urina de casa e também naqueles hospitalizados, uma rédpida inoculacao da
amostra e até mesmo a sua refrigeracao em geral é dificil. Isso também se aplica quando se avalia amostras de urina de criancas pe-
quenas, nas quais dispositivos externos sao necessdarios para se obter o espécime clinico (como sacos coletores). Por estas limitacoes,
avaliamos um sistema conservante para amostras de urina em um estudo com 75 amostras clinicas. Este sistema utiliza dcido bérico
estéril (em concentracgao final de 15 g/L) em conjunto com um copolimero inerte de L-cisteina como agente conservante desenvolvi-
do em nosso laboratério. Trata-se de um sistema mais facil de se utilizar e mais eficaz que a refrigeracao para a manutencao das con-
tagens microbianas e dos parametros quimicos e microscépicos. Este sistema se apresentou como bacteriostatico e fungistatico para
quase todos os patégenos urinarios comuns, eliminando de forma acentuada os resultados falso-positivos obtidos a partir de amostras
nao preservadas quando estas nao sao cultivadas apoés 2 horas. Nao houve evidéncia de que o sistema apresentasse toxicidade para
os patégenos urindrios encontrados comumente em infeccdes urindrias. O sistema também foi eficaz na preservacao de glicose, bilir-
rubina, cilindros, leucécitos e hemacias. Em resumo, o sistema avaliado é uma alternativa eficaz e conveniente a refrigeracao das
amostras e é particularmente 1til naqueles casos onde a refrigeracao ou o cultivo imediato da amostra nao possam ser realizados.
\PALAVRAS-CHAVE - Conservante Quimico; Urocultura; Urindlise. /
/SUMMARY - The urinary tract is a common site of infection in the hospitalized, institutionalized, and ambulatory patient population.
Voided urine if often contaminated with urethral, skin, genital, or fecal flora despite efforts to obtain clean-catch, midstream speci-
mens. Immediate culture or refrigeration of urine is recommended. In the evaluation of patients at their homes or in long-term care
facilities, rapid plating or refrigeration may not be practical. This is also true when evaluating small children in whom external collec-
tion devices are required to obtain a specimen. Because of these limitations, we evaluated a urine preservative and transport system
in a study of 75 clinical specimens. It utilizes sterile boric acid (15 g/L final concentration) with an innert L-cysteine co-polymer as a
preservative developed in our lab. The system was easy to use and was more effective than refrigeration in maintaining microbial
counts, chemical and microscopic parameters. It was bacteriostatic or fungistatic for very nearly all the common urinary pathogens
largely eliminating the false positive results obtained with unpreserved specimens when delay before culture was more than 2 hours.
There was no evidence that the system is toxic to the urinary pathogens encountered in naturally infected urine. It also preserves glu-
cose, billirubin, casts, leukocytes and erythrocytes in urine and thereby marginally improved the diagnosis of pyuria. In summary, the
system is a reliable and convenient alternative to refrigeration and it is particularly useful in those settings where prompt refrigerati-
on or plating of urine cannot be assured.

KEYWORDS - Chemical Preservative; Urine Culture; Urinalysis.
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INTRODUCAO sintomadtica), levando ao comprometimento renal.
As infeccdes urindrias agudas podem ser divididas em du-
s infecgdes do trato urinario (ITU) constituem entidade as grandes categorias anatomicas: a infeccao das vias uri-
clinica multifatorial de grande incidéncia em todo o narias baixas (uretrites, cistites) e a infecgao das vias urina-
mundo e estdo entre as infeccées mais frequentemente en- rias altas (pielonefrites agudas). A septicemia nestes diver-
contradas na pratica médica. Pode ser considerada a se- sos pontos pode ser produzida de forma conjunta ou sepa-
gunda infeccdo mais comum, levando em conta o estado rada e ser assintomadtica ou resultar em sindromes clinicas
. . . ~ 2 27,37,41,47

gripal como a mais frequente®***?, As infec¢des do trato que pqderao se esteqder o o '
urindrio se destacam nao s6 pela sua frequéncia como tam- | EXiste infeccao das vias urindrias quando sao isolados mi-
bém pela possibilidade de causarem complicacoes graves, crorganismos patogénicos da urina, uretra ou rins. Na mai-
. SN . . . ~ . . 3 i 3 5 3 ta

como insuficiéncia renal e septicemia. [TUs sao diagnosti- oria dos casos, o crescimento de mais de 10° microrganis
cadas sem dificuldades nos pacientes sintomdticos? 271, mos por mL em uma amostra de urina corretamente cole-
Em outras situacdes sua progressao pode ser insidiosa (as- | tada (com correta assepsia dos genitais externos e coleta

do jato intermedidrio), indica a existéncia de infeccgao, ain-
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da que em algumas circunstancias a infeccao urindria au-
téntica possa nao apresentar bacteritria significativa e ser
isolado um menor nimero de bactérias (10°* a 10* por mL),
enquanto que quando hé crescimento de nimero inferior a
10°UFC/mL, pode se tratar de bacteritria nao significativa,
com alta possibilidade de essas bactérias serem apenas
contaminantes. Nas amostras de urina obtidas por puncao
suprapuibica ou por cateterismo, contagens de colénias de
10% a 10* por mL indicam, geralmente, a existéncia de in-
feccao. Quando em cultura crescem 10° microrganismos ou
mais por mL de urina diz-se que hd colonizacao significa-
tiva e alta probabilidade de se tratar de uma verdadeira in-
feccao urindria®! 1921473,

Membros da familia Enterobacteriaceae sao os agentes eti-
olégicos mais comuns das ITU%?#%*, OQutros agentes menos
frequentes incluem cocos Gram-positivos, bactérias anae-
rébias, Chlamydia, Mycoplasma, micobactérias, leveduras,
protozodrios e virus***. Sem que seja realizada uma cultu-
ra de urina quantitativa, é praticamente impossivel associ-
ar o(s) nicrorgamsmo(s) isolado(s) em cultura com infeccao
urindria®>'®". Muitas vezes, a origem destes na urina normal
€ a uretra, através da qual passa a urina normalmente es-
téril®*2,

Para uma interpretacdao semioldgica correta do exame su-
mario de urina e de exames especificos como a urocultura,
é indispensavel que se tenha uma amostra verdadeiramen-
te representativa e que os métodos laboratoriais sejam cri-
teriosamente aplicados®'**. A coleta de urina deve obede-
cer a uma série de preceitos bésicos, a fim de obtermos uma
amostra que reflita as alteracodes fisico-quimicas e microbi-
olégicas que nos propomos analisar. O jato médio da pri-
meira mic¢ao matinal fornece uma amostra de urina relati-
vamente volumosa, bem conservada e que ficou retida na
bexiga durante a noite. Sabendo-se que o tipo de dieta de-
termina o volume urinario e interfere, de modo direto, em
seus constituintes, o laboratério deve ter mais atencdo no
que tange a alimentagao do paciente**%%, Os elementos fi-
sicos da urina (cor, densidade e pH) em muito dependem da
ingestao de alimentos. Uma dieta predominantemente pro-
téica proporciona uma urina acida e permite melhor conser-
vacao dos elementos figurados na sedimentoscopia*?'**. A
alcalinizacao da urina, as vezes resultante de uma dieta ve-
getariana, ocasiona destruicdo das hemadcias, dissolucao
dos cilindros e precipitacao de fosfatos e uratos, o que difi-
culta o exame microscépico do sedimento'***’.

O fato de a amostra de urina ser de facil e rdpida obtencao,
muitas vezes, induz a certo descuido no tratamento da
amostra ap6s a coleta. Ocorrem altera¢des na composicao
da urina néo sé "in vivo" mas também “in vitro", havendo,
portanto, necessidade de técnicas corretas no manuseio da
amostra apos a sua coleta®"**. Mesmo o paciente tendo
recebido o frasco esterilizado para a coleta de urina e as ins-
trugoes anexas de como efetud-la, sdo inimeras as amostras
que chegam contaminadas ao laboratério®*®. Muitas das ve-
zes as urinas sdo coletadas em recipientes impréprios (uri-
nois, por exemplo) e s6 em seguida transferidas para o fras-
co esterilizado. Ou acontece que, coletadas corretamente
no frasco esterilizado, seguidos todos os imperativos de as-
sepsia, conservadas em temperatura ambiente, sao levadas
ao laboratério somente vérias horas mais tarde**. Verifica-
se, assim, nestas condigdes, contaminacao bacteriana gros-
seira, alcalinizacdo da urina, lise das hemacias e leucécitos
e dissolucao dos cilindros. Além disso, em muitos locais as
amostras de urina sao coletadas em recipientes de vidro ou
plastico usados e apenas superficialmente lavados e/ou de-
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sinfetados. Para evitar este tipo de problema, os laboratéri-
os devem fornecer ao paciente frascos limpos, secos e este-
rilizados adequadamente e a urina deve ser entregue ao la-
boratério imediatamente, devendo ser analisada dentro de
1 a 2 horas, no maximo***%*, As amostras que ndo puderem
seguir este critério devem ser refrigeradas ou receber con-
servantes quimicos apropriados.

O método de conservacao mais usado para amostras de
urina é a refrigeracao, capaz de evitar a decomposicao da
urina pelo periodo de uma noite*¥*. A refrigeracao da
amostra pode provocar, entretanto, aumento da densidade
bem como a precipitacao de fosfatos e uratos amorfos, que
podem prejudicar a andlise microscépica do sedimento**'.
Quando a amostra necessitar ser transportada a grandes
distancias e nao for possivel refrigerd-la, deve-se acrescen-
tar conservantes quimicos'****, O agente ideal deve con-
servar os elementos figurados do sedimento, ao mesmo
tempo em que néo interfere nos testes bioquimicos. Portan-
to, é importante escolher um conservante que se ajuste as
necessidades da andlise solicitada.

Dentre os diversos conservantes apropriados para amostras
de urina (refrigeracao, timol, formalina, cloroférmio, tolue-
no, acido bdrico, fluoreto de sédio, fenol), o acido bérico
apresenta maiores vantagens sobre os demais pois conser-
va bem as proteinas e os elementos figurados, nao interfe-
rindo nas andlises de rotina, exceto a do pH, apesar de que
em grandes concentracoes pode provocar precipitacao de
cristais®****. O 4cido bérico mantém o pH em tomo de 6,0
e age como um bacteriostdtico (ndo bactericida), podendo
ser usado para o transporte de amostras de urina destina-
das a cultura, apesar da sua interferéncia nas dosagens de
medicamentos e hormoénios**2,

OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi determinar a eficiéncia
de um sistema para preservacao de amostras de urina
desenvolvido em nosso laboratério (dcido bérico estéril a
1,5% p/v associado a um copolimero inerte de L-cisteina
estéril) como agente conservante tanto da contagem bacte-
riana e fungica como dos elementos figurados e substan-
cias quimicas em amostras de urina destinadas a realizacao
de exame sumadrio de rotina (E.A.S.) e urocultura.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas, aleatoriamente, 75 amostras de urina de
pacientes diferentes, enviadas ao setor de Microbiologia
do Laboratério Marcos Daniel (Vitéria/ES) para realizacao
de E.A.S. (elementos anormais e sedimentoscopia) e uro-
cultura. Os espécimes clinicos eram provenientes de cri-
ancas e adultos com sintomas clinicos de infeccao do trato
urindrio e mulheres gravidas para triagem de bacteritria
assintomatica. As amostras de urina foram coletadas em
frascos plédsticos descartaveis, estéreis, confeccionados em
polipropileno, adquiridos comercialmente e transportadas
ao laboratério da forma habitual. Todas as amostras anali-
sadas possuiam um volume minimo de 70mL e todas eram
provenientes de jato intermedidrio. Quando da chegada ao
setor de Microbiologia, cada amostra foi imediatamente
cadastrada e retirou-se assepticamente, no interior de uma
capela de fluxo laminar vertical, metade de seu contetdo,
transferindo-o para outro frasco de coleta idéntico conten-
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do em seu interior o conservante quimico estéril acido b6-
rico + copolimero de L-cisteina (concentracao final de 1,5%
de acido bérico ativo). Neste momento, a aliquota do fras-
co original, sem conservante (denominado Frasco-1) foi se-
meada em placa de Petri contendo dgar BROLACIN® (Azul
de Bromotimol-Lactose-Cistina, Merck KGa, Darmstadt,
Alemanha) com o auxilio de alca bacteriolégica plastica
descartavel, estéril, com loop de 1pL e incubada em estufa
bacteriolégica regulada a 35°C durante 24 horas, em aero-
biose, segundo as técnicas microbioldgicas de rotina. Esta
foi denominada “cultura de referéncia-A". Deste mesmo
Frasco-1 foi retirada aliquota para realizacdo da pesquisa
de elementos anormais e sedimentoscopia (E.A.S.), utili-
zando-se para tanto fita reativa COMBUR10 TEST® UX
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha), sendo
este denominado "E.A.S. de referéncia-A". O mesmo pro-
cedimento de cultura e realizacao de E.A.S. foi feito para a
aliquota do Frasco-2 (com conservante quimico), sendo es-
tes ensaios denominados “cultura de referéncia-B" e
“E.A.S. de referéncia-B", respectivamente. Apoés, os fras-
cos |l e 2 foram deixados a temperatura ambiente (25 + 2°C)
durante 3 horas. Transcorrido este tempo, as amostras de
ambos os frascos foram semeadas em placas de Petri con-
tendo dgar BROLACINP® e incubadas conforme descrito an-
teriormente. Estas culturas foram denominadas Cultura-2 e
Cultura-3, respectivamente. Novos E.A.S. foram realizados
neste momento nas amostras de ambos os frascos (denomi-
nados E.A.S.-2 e E.A.S.-3, respectivamente). Posteriormen-
te, as amostras dos Frascos-1 foram refrigeradas (4-8°C)
durante 24 horas e as amostras dos Frascos-2 foram deixa-
das a temperatura ambiente durante 24 horas. Apo6s 24 ho-
ras, todo o procedimento anteriormente citado foi refeito
com as amostras dos Fracos-1 e 2 (E.A.S. e urocultura) e os
dados foram registrados em protocolo préprio para posteri-
or comparacao dos resultados. Estas culturas e E.A.S. fo-
ram denominados Cultura-4 e Cultura-5, E.A.S.-4 e ELA.S.-
5, respectivamente.

O conservante quimico foi elaborado pelo préprio labora-
tério (patente requerida) e a adicao do copolimero de L-cis-
teina teve como finalidade dar maior estabilidade quimica
ao acido bérico e permitir uma melhor dissolugao do mes-
mo quando em contato com a amostra de urina. Testes fo-
ram exaustivamente realizados com o copolimero para se
verificar sua toxicidade ou possivel fonte de nutrientes.
Utilizou-se caldo BRAIN-HEART INFUSION (Infusdao de
Cérebro e Coracao, B.H.L, Becton-Dickinson, Maryland,
EUA) inoculado com diluic¢oes seriadas de diversos micror-
ganismos com contagens conhecidas®'#*. Os microrga-
nismos utilizados foram: Escherichia coli ATCC 25922,
Candida albicans ATCC 10231, Klebsiella pneumoniae
ATCC 23357, Proteus mirabilis ATCC 25933, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, com indculos pa-
dronizados de 10° microrganismos/mL de caldo apés incu-
bacao em aerobiose durante 24 horas a 35°C. Apés a incu-
bacao desta quantidade conhecida de cada microrganismo
em caldo B.H.I. contendo 3% de copolimero de L-cisteina
em estufa bacteriolégica regulada a 35°C durante 24 horas
e subsequente plaqueamento de aliquota deste caldo em
placas de dgar sangue (feito somente com hemacias de car-
neiro), nao foram observadas diferencas nas contagens de
quaisquer dos microrganismos utilizados. Portanto, o copo-
limero de L-cisteina ndo possui acao téxica ou é fonte de
nutrientes para os microrganismos testados, sendo consi-
derado ttil para uso no presente estudo.
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Para propésito de andlise e comparacao de dados, as uro-
culturas que obtiveram crescimento monomicrobiano com
contagem de colonias maior que (>) 10° UFC/mL foram
consideradas positivas. Os isolados destas culturas foram
identificados bioquimicamente segundo rotinas padroniza-
das pelo laboratério. Culturas com crescimento menor que
(<) 10° UFC/mL foram consideradas negativas. Os isolados
destas culturas foram identificados e reportados somente
com base em suas caracteristicas coloniais e morfo-tintori-
ais apo6s coloracao de Gram (ex: cocos Gram-positivos, bas-
tonetes Gram-negativos, etc). Culturas negativas também
incluiram aquelas onde houve crescimento de microrganis-
mos considerados “contaminantes” (microbiota acompa-
nhante com contagem de colénias <10* UFC/mL de cada
microrganismo com relacao as culturas de referéncia).

As contagens de coldnias foram reportadas como > 10°, 10*
a 10°% 10% a 10*UFC/mL ou auséncia de crescimento micro-
biano. A interpretacdo das reagdes quimicas nas tiras rea-
tivas foi realizada segundo as recomendacées do fabrican-
te e a andlise microscépica do sedimento foi realizada apés
centrifugacao de 10mL da amostra a 2.000 rpm durante 5
minutos.

RESULTADOS

Os resultados obtidos nas anéalises microbiolégicas sao re-
portados nas Tabelas 1 e 2. Vinte e seis (34,67 %) urocultu-
ras foram positivas, isto é, onde houve crescimento >10°
UFC/mL. Destas, 20 (76,92%) representaram cultivos pu-
ros, monomicrobianos e em 2 (7,69%) houve o isolamento
de 2 microrganismos diferentes, com contagens de coléni-
as entre 10*e 10° UFC/mL cada. Nao houve crescimento
polimicrobiano apresentando mais de 3 microrganismos
com contagem >10° UFC/mL. Escherichia coli foi a bactéria
mais comumente isolada nas culturas consideradas positi-
vas (38,46 %).

Culturas sem conservantes apés 3 horas em temperatura
ambiente, apds refrigeracdo, com conservante quimico
ap6s 3 horas em temperatura ambiente e apds 24 horas
também em temperatura ambiente obtiveram crescimento
de microrganismos considerados contaminantes em
18,67%, 16%, 2,67% e 2,67%, respectivamente. Um total
de 19 (25,33%) “culturas de referéncia-A" e 30 (4%) “cul-
turas de referéncia-B" foram negativas (<10° UFC/mL ou
auséncia de crescimento microbiano).

Tabela |
Comparacao das uroculturas apés refrigeracao
versus conservacao quimica com os resultados
das culturas de referéncia.

"CULTURA DE REFERENCIA-A" Cultura-2 Cultura-4

Positiva (>10° UFC/mL)'
107a 10° UFC/mL
10°a 10" UFC/mL

Negativa (<10° UFC/mL)

"Contaminada"”

26 (34,67%) 29 (38,67%)
19 (25.33%) 21 (28%) 21 (28%)
7(9.33%) 2 (2.67%) T(1,33%)
19 (25.33%) 9 (12%) 10 (13.33%)
4(533%) 14 (18.67%) 12 (16%)

31 (41,33%)

"CULTURA DE REFERENCIA-B" Cultura-3 Cultura-5

Positiva (>10° UFC/mL)'
107a 10° UFC/mL

26 (34.67%) 26 (34,67%) 26 (34,67)
10 (13.33%) 9 (12%) 9 (12%)

1072 10° UFC/mL 3 (10.67%) 9 (12%) 9 (12%)
Negativa (<10° UFC/mL) 30 (40%) 30 (40%) 30 (40%)
"C inada"”__ 2 (2.67%) 2 (2.67%) 2 (2.67%)
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Tabela Il
Identificacdo dos microrganismos isolados das 26
uroculturas positivas.

Microrganismos N° de culturas (%)
Escherichia coli 10 (38,46%)
Klebsiella spp. ' 3 (11,54%)
Enterobacter spp. 2 (7,69%)
Proteus spp. ° 2 (7,69%)

Providencia stuartii 1 (3,85%)

Enterococos 3 (11,54%)

Pseudomonas aeruginosa 2 (7,69%)

Candida albicans 1(3,85%)

Staphylococcus saprophyticus 1 (3,85%)

Streptococcus agalactiae 1 (3.85%)

Unclui as espécies pneumoniae (2) e oxytoca (1);
2 Inclui as espécies aerogenes (1) e cloacae (1),

3 Inclui as espécies mirabilis (1) e vulgaris (1);
41Inclui as espécies faecalis (2) e faecium (1).

FIGURA 1: (aumento de 1.000x). Cilindro hematico na amostra
2256 sem conservante apos 24 horas sob refrigeracao. Ha
deformacao na estrutura do cilindro em funcao da lise e
crenacao das hemacias.

FIGURA 2: (aumento de 1.000x). Cilindro hematico integro na
amostra 2256 com conservante quimico apés 24 horas em
temperatura ambiente. Ha conservacao da estrutura do cilindro.
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FIGURA 3: (aumento de 1.000x). Cilindro hialino integro na
amostra 2410 com conservante quimico apdés 24 horas em
temperatura ambiente. Ha conservacao da estrutura do cilindro.

FIGURA 4: (aumento de 400x, coloracao de Sternheimer-Malbin).
Cilindro granuloso na amostra 2902 com conservante quimico
apo6s 24 horas em temperatura ambiente. Ha conservacao da
estrutura do cilindro.

FIGURA 5: (aumento de 400x, coloracao de Sternheimer-Malbin).
Cristais de uratos amorfos na amostra 2217 sem conservante
apos 24 horas sob refrigeracao. Ha precipitacao grosseira de
cristais devido a refrigeracao da amostra.
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FIGURA 6: (aumento de 1.000x). Hemacias integras e crenadas
apos 24 horas sob refrigeracdao sem conservante quimico na
amostra 2244.

FIGURA 7: (aumento de 1.000x). Hemacias e leucécito integros
na presenca de conservante quimico apés 24 horas em
temperatura ambiente na amostra 2244.

FIGURA 8: (aumento de 400x, coloracao de Sternheimer-Malbin).
Presenca de numerosas células leveduriformes com formacao
de pseudo-hifas em amostra com conservante quimico apés 24
horas em temperatura ambiente. Ha preservacao da estrutura
celular e viabilidade para crescimento em cultura.
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FIGURA 9: (aumento de 400x, coloracao de Sternheimer-Malbin).
Presenca de Trichomonas vaginalis integro em amostra com
conservante quimico apos 24 horas em temperatura ambiente.
Ha preservacao da estrutura celular e motilidade.

=
L=

FIGURA 10A: Amostra 2224 (amostra apos 3 horas em temperatura
ambiente). Placa da esquerda: urocultura negativa (3.000 UFC/mL)
semeada de frasco com conservante quimico. Placa da direita:
urocultura negativa (?) com contagem entre 10.000 a 15.000 UFC/mL
semeada de frasco sem conservante quimico.

FIGURA 10B: Amostra 2224 (amostra ap6s 24 horas em temperatura
ambiente). Urocultura negativa (<10.000 UFC/mL) semeada de
frasco com conservante quimico.

FIGURA 10C: Amostra 2224 (amostra apés 24 horas sob
refrigeracdao). Contagem de col6nias gerando interpretacao
duvidosa quanto a positividade da urocultura, semeada de frasco
sem conservante quimico. Ha multiplicagao bacteriana mesmo com
a amostra sob refrigeracao durante 24 horas.
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DISCUSSAO

A urina é um excelente meio de cultura para muitos mi-
crorganismos, especialmente bactérias. Os contaminantes
que inicialmente estejam presentes em baixas contagens
numa amostra nao preservada (10*> a 10* UFC/mL) podem
se multiplicar na urina, elevando suas contagens para >10°
com extrema facilidade, especialmente em se tratando de
bactérias de crescimento rdpido como as enterobactéri-
as'*#*4 O tempo minimo requerido para os contaminantes
alcancarem concentracoes tais que possam simular uma in-
feccao urindria verdadeira (>10° UFC/mL na maioria dos
casos) é variavel e depende da taxa de crescimento do mi-
crorganismo, o grau inicial de contaminacao da amostra e
da temperatura ambiente. A maioria dos estudos indica 2 a
3 horas como tempo méaximo para que uma amostra de uri-
na nao preservada seja cultivada objetivando recuperacao
quantitativa)?#°1%4042 - As recomendacoes atuais concen-
tram-se no estabelecimento de 1 a 2 horas ou que a amos-
tra seja refrigerada por no maximo 2 horas como sendo o
tempo padrao para tal procedimento®'®*?'#3 Entretanto, na
grande maioria dos laboratérios clinicos isso € praticamen-
te impossivel de ser sequido em todas as amostras de urina
recebidas para analise.

Os problemas relacionados a conservacao das amostras de
urina podem ser considerados pouco importantes se levar-
mos em conta as alteracoes que ocorrem quando a urina
ndo é conservada. As amostras mantidas a temperatura
ambiente por mais de 2 horas, sem conservantes, podem
apresentar alteracoes como: aumento do pH decorrente da
degradacao da uréia e sua conversao em amonia por bac-
térias produtoras de urease, diminuicao da glicose em de-
corréncia de glicdlise e de sua utilizacdo pelas bactérias,
diminuicdo das cetonas em decorréncia de volatilizacao,
diminuicdo da bilirrubina por exposicao a luz, diminuicao
do urobilinogénio por sua oxidacdo e conversao em urobi-
lina, aumento do nitrito em decorréncia da reducao do ni-
trato pelas bactérias, aumento da turvacdo causada por
proliferacao bacteriana e possivel precipitacao de material
amorfo, desintegracao das hemacias e dos cilindros, parti-
cularmente na urina alcalina diluida, alteracdes na cor de-
vido a oxidacgédo ou a reducao de metabélitos e formacao de
cristais em amostras nao conservadas ou conservadas em
geladeira, mascarando outros componentes de maior signi-
ficado clinico?*922203157,

Pela adicédo de acido bérico ao copolimero de L-cisteina foi
possivel obter-se uma rapida dissolucao do conservante na
urina, sem a necessidade de homogeneizacao prolonga-
da'*. Neste estudo ficou comprovada a eficiéncia do copo-
limero de L-cisteina como agente aglutinante do acido bo6-
rico sem que aquele demonstrasse acao téxica e/ou fosse
fonte de nutrientes para os microrganismos encontrados
nas amostras de urina, o que provocaria falsos resultados
negativos e positivos, respectivamente, invalidando a sua
utilizacao como agente conservante.

Obteve-se claramente efeito bacteriostdtico e fungistatico
melhor do que a refrigeracao, além da conservacao de va-
rias caracteristicas importantes do sedimento urindrio e dos
elementos quimicos pesquisados no exame sumadrio de uri-
na. Trabalhos anteriores demonstraram toxicidade do uso
de &cido bérico entre 1,8 e 2,0 p/v sozinho ou em asso-
ciacdo com formato de sédio e glicerol em E.coli, Pseudo-
monas e Proteus ap6s 24 horas**®. Além disso, os sistemas
baseados nesta composicao nao sao apropriados para a re-
alizacdo do exame sumario de urina (E.A.S.) pela obtencao
de resultados discrepantes principalmente com relacao aos
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elementos quimicos pesquisados (resultados falso-positivos
de hemoglobina e bilirrubina, resultados falso-negativos
de glicose e cetonas)*** e quanto a sedimentoscopia (dis-
solucéao de cilindros e cristais, crenacao precoce de heméa-
cias e lise de leucécitos)*’*'. Outros trabalhos enfatizam a
diminuicao da viabilidade de Enterococcus e Pseudomonas
em amostras refrigeradas por mais de 12 horas, tomando-
as portanto impréprias para cultivos de repeticao nos casos
de contra-prova quando da presenca destes microrganis-
mos***4° No presente estudo as alteracoes fisicas e quimi-
cas encontradas foram importantes para a concordancia
com dados de literatura.

A terminologia usada para descrever a coloracao da urina
normal pode diferir ligeiramente de um laboratério para
outro. As descri¢coes mais comuns sao amarelo-claro, ama-
relo, amarelo-escuro e ambar. A urina amarelo-escura ou
ambar nem sempre significa concentracao anormal, mas
pode ser causada pela presenca anormal do pigmento bi-
lirrubina. Se este estiver presente, serd detectado durante
a andlise quimica, porém deve-se suspeitar de sua pre-
senca se aparecer uma espuma amarela quando a amostra
é agitada**®. A conversao de grande quantidade de urobi-
linogénio excretado como urobilina também produzira co-
loracao amarelo-alaranjada, mas neste caso, a agitacao nao
provocara o aparecimento de espuma amarela. Um achado
laboratorial também muito frequente é a coloracdo amara-
lo-alaranjada causada pela administracao de derivados de
piridina como adjuvante para o tratamento de infeccgoes
urindrias. Esse pigmento espesso e alaranjado nao sé mo-
difica a cor natural da amostra de urina como também in-
terfere nas andlises quimicas baseadas em reagdes croma-
ticas. Se a urina for dcida e as hemdcias permanecerem por
muitas horas neste pH, a coloracao final poderd ser mar-
rom-escura em virtude da conversao da hemoglobina em
metahemoglobina'*.

O aspecto ou aparéncia de uma amostra de urina é um ter-
mo geral que se refere a transparéncia da mesma. Os ter-
mos comumente usados para descrever o aspecto sdo: lim-
pida, ligeiramente turva e turva. A urina normal, recein-
eliminada. geralmente é transparente, porém aparece cer-
ta opacidade causada pela precipitacao de fosfatos amorfos
e carbonatos na forma de névoa branca**. A urina acida
normal também pode mostrar-se opaca devido a precipi-
tacdo de uratos amorfos, cristais de oxalato de cdlcio ou de
acido trico. A opacidade da urina acida muitas vezes lem-
bra p6 de tijolo, devido ao acimulo de pigmento réseo de
uroeritrina na superficie dos cristais. Esta substancia é um
constituinte normal da urina*®*. A presenca de células epi-
teliais de descamacao e de muco, principalmente na urina
de mulheres, também pode ser normal apesar da opacida-
de. Além dos cristais amorfos, os outros constituintes que
mais comumente causam turvacao da urina sao: leucécitos,
hemacias, células epiteliais e microrganismos**. Outras
substancias que podem provocar turvacdo na urina séo: li-
pidios, sémen, muco, linfa, cristais, matéria fecal e conta-
minacao externa (cremes, talco, etc). No presente estudo,
quando comparamos os itens “cor” e “aspecto” da amostra
de urina observamos que houve boa concordancia entre a
manutencao destes dois caracteres fisicos nas amostras em
presenca do conservante quimico em temperatura ambien-
te ap6s 3 e 24 horas, ao contrario do que ocorreu com as
amostras em temperatura ambiente sem conservante qui-
mico ap6s 3 horas e nestas mesmas apo6s 24 horas mantidas
sob refrigeracao’”**. A lise de hemadcias e o surgimento de
pigmentos de bilirrubina alteraram sobremaneira a cor das
amostras sem convervante quimico e a precipitacao de
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cristais nas amostras refrigeradas também foi marcante pa-
ra gerar resultados discrepantes no caso da necessidade de
reandlise destas apds 24 horas.

A densidade urindria é uma medida da densidade das
substancias quimicas dissolvidas na amostra. Por ser uma
medida da densidade da amostra, € influenciada nao sé
pelo ntiimero de particulas nela presentes, mas também pe-
lo tamanho dessas particulas”*. A densidade da urina de-
pende também da quantidade de agua excretada e da
quantidade inversa entre o volume de urina e sua densida-
de. Havendo, por exemplo, uma ingestao hidrica excessi-
va, obtem-se maior volume urindrio e, consequemememe,
diminuicdo da densidade. A densidade da urina normal va-
ria entre 1,015 e 1,025 podendo, entretanto, apresentar va-
riagoes fisiolégicas acentuadas na dependéncia da maior
ou menor ingestao de liquidos. Nas restricdes drésticas de
liquidos ou nas perdas exageradas, os valores podem osci-
lar entre 1,030 e 1,040. Valores acima desses niveis podem
ser ocasionados pela presenca de produtos metabélicos de
certas drogas ou de grande quantidade de glicose ou pro-
teinas na urina. No presente estudo observamos que hou-
ve em quase todas as amostras com conservante quimico
diferencas nos resultados da densidade em comparacao
com as amostras sem conservante quimico**'***, Uma vez
que na maioria dos casos houve um acréscimo de 0,005 a
0,010 com relacao aos parametros de “referéncia”, pode-se
inferir que isso deveu-se especialmente ao fato da adicao
de mais substancias além daquelas ja presentes na amos-
tra de urina*’.

Durante o processo metabélico normal o organismo huma-
no produz excesso de acidos. Essa sobrecarga acida é com-
pensada pelos rins através da excrecao urindria de acidos
e da reabsorcao de bicarbonato. Por esse motivo o pH da
urina é habitualmente acido (5,5 a 6,5), enquanto o pH
plasmatico e do liquido extracelular é um pouco alcalino
(7,36 a 7,44). O pH urindrio, entretanto, pode variar ampla-
mente de 4,5 a 8,4 mesmo na auséncia de alteragoes pato-
l6gicas. Em circunstancias habituais, o pH da urina é mo-
dificado sobretudo pelas caracteristicas dietéticas®***. Va-
riacoes climéticas podem também determinar oscilagoes fi-
siolégicas do pH urindrio. Consequentemente, nao existem
valores normais para o pH urinério e esse fator deve ser
considerado em conjunto com outras informac¢oes do paci-
ente, tais como o valor do equilibrio 4cido-bésico do san-
gue, funcao renal, presenca de infecgdes do trato urindrio,
ingestao de alimentos e tempo transcorrido depois da cole-
ta. A precipitacao de substancias quimicas inorganicas dis-
solvidas na urina produz cristais urindrios e cdlculos renais.
Alguns microrganismos também sao responsaveis pela
grande alcalinidade encontrada em amostras que ficaram
muito tempo sem conservantes. No presente estudo tam-
bém notou-se ligeira diminuicao no pH das amostras com
conservante quimico**'**. Mesmo sendo um acido fraco, o
dcido bérico determinou o abaixamento do pH na maioria
das amostras de urina em comparacao com aquelas sem a
presenca deste conservante, mas variando minimamente
estes valores, levando-nos a acreditar que este fato, isola-
damente, nao determinou variagoes significativas nos ou-
tros elementos pesquisados. Nas amostras sem conservan-
te quimico ap6s 3 horas em temperatura ambiente, quando
da presenca de bactérias com a capacidade de producgao
da enzima urease, houve elevacao significativa dos valores
de pH pela acao desta enzima "in vitro”, produzindo amo-
nia na urina estocada***'**. Nas amostras sem conservante
quimico mas refrigeradas por 24 horas observou-se manu-
tencao ou diminuicao dos valores de pH em comparacgao
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com os E.A.S. de referéncia, especialmente devido a preci-
pitacdo de cristais de uratos amorfos, gerando ions H+ li-
vres*¥?,

A andlise quimica da urina de rotina inclui provas para de-
terminacoes de pH, densidade, proteinas, glicose, cetonas,
nitrito, hemoglobina, entre outras, de acordo com o tipo de
tira reativa utilizada. Estes procedimentos podem ser me-
didos qualitativamente (resultados “positivos” ou “negati-
vos") ou semi-quantitativamente (+, ++, +++). Desde a in-
troducgdo das tiras reativas simples e multiplas, o exame
quimico da urina se converteu em um procedimento sensi-
vel e rdpido. Atualmente é possivel analisar varias provas
diferentes em poucos segundos"®*3>#445,

Em geral, um teste de nitrito positivo na urina é altamente
sugestivo de bacteritria, indicando uma contagem bacteri-
ana igual ou superior a 10° UFC/mL de amostra. Apesar
disso, nao se destina a substituir a urocultura como princi-
pal prova de diagnoéstico e controle das infec¢des urinarias,
mas sim a detectar os casos em que a necessidade de cul-
tura pode néo ser evidente®***#, O fundamento bioquimi-
co da prova é a capacidade que certas bactérias tém de re-
duzir o nitrato, constituinte normal da urina e converté-lo
em nitrito, que normalmente nao aparece na urina. A de-
teccgao é feita pela reacao de Griess, na qual o nitrito reage
em pH dcido com uma amina aromatica (acido para-arsa-
nilico ou sulfanilamida), formando um sal de diazonio que
em seguida reage com 3-hidroxi 1,2,3-tetraidrobenzil-(h)-
qumolina e produz coloracao résea. A prova de Griess é
excelente para detectar a presenca de enterobactérias po-
rém muito precdria para o rastreio de estafilococos e es-
treptococos. Obtém-se resultados falso-positivos quando a
prova de nitrito ndo é feita com amostras recém-coletadas,
pois a multiplicacao das bactérias contaminantes logo pro-
duzird quantidades mensuraveis de nitrito**>'”. Embora os
resultados falso-positivos sejam extremamente raros, fre-
quentes sao os resultados falso-negativos. Em determina-
dos casos, mesmo em presenca de bacteritrias significati-
vas e comprovadas por meio de cultura, os testes de nitrito
mostram-se negativos*'*"’. No presente estudo houve con-
cordancia de 100% dos resultados da prova de nitrito tanto
das amostras com conservante quimico deixadas em tem-
peratura ambiente por 3 horas quanto naquelas analisadas
apo6s 24 horas em comparacao com os E.A.S. de referéncia,
ao passo que houve uma concordancia de 76% e 73% nos
resultados dos E.A.S. de referéncia e as amostras de urina
sem conservante quimico deixadas em temperatura ambi-
ente e ap6s 24 horas de refrigeracao, respectivamente.
Essa dissonancia de resultados deve-se a fatores cornos: a)
a presenca de substancias inibidoras na urina poderia
interferir no processo metabdlico/enziméatico das bactérias
(como piridina, bilirrubina e azul de metileno); b) na reali-
dade nao existiria uma bacteridria verdadeira e o resulta-
do da urocultura representaria uma contaminacao do
espécime clinico; c¢) reducao do nitrito com sua conversao
em nitrogénio, que nao é detectavel pela prova de Griess
(isso pode ocorrer quando o numero de bactérias é alto,
especialmente contaminantes cujo crescimento nao foi
impedido especialmente nas amostras sem conservante
quimico em temperatura ambiente durante 3 horas).

A bilirrubina e o urobilinogénio sdao produtos inter-
medidrios da degradacao da hemoglobina. No figado, a
bilirrubina conjuga-se com o &cido glicurénico pela acao
da glicuronil-transferase, formando o diglicuronideo de
bilirrubina, que é hidrossoluvel. Geralmente essa bilirrubi-
na conjugada nao aparece na urina porque passa direta-
mente do figado para o ducto biliar e dai para o intestino.

143



Neste, é reduzida pelas bactérias intestinais e convertida
em urobilinogénio e, finalmente, excretada nas fezes na
forma de urobilina™**. A bilirrubina conjugada aparece
na urina quando o seu ciclo normal de degradacao é inter-
rompido pela obstrucao do ducto biliar ou quando a inte-
gridade do figado estd comprometida, permitindo o seu
extravasamento para a circulacao. A bilirrubina, em
condi¢des normais, ndo é encontrada na urina. A presenca
de bilirrubina na urina pode ser a primeira indicacao de
hepatopatia. Aproximadamente metade do urobilinogénio
é reabsorvido pelo intestino, caindo no sangue, circulando
e voltando para o aintestino através do dueto biliar. O uro-
bilinogénio aparece na urina porque, ao circular no sangue
a caminho do figado, pode passar pelos rins e ser filtrado
pelos glomérulos. Desta forma, normalmente se encontra
pequena quantidade de urobilinogénio na urina. Pode-se
observar grande quantidade de urobilinogénio na urina
nas hepatopatias e nos distirbios hemoliticos. No presente
estudo destaca-se a importancia da conservacao quimica
da amostra para a manutencdao dos niveis destes dois
importantes parametros, uma vez que a determinacao
destas substancias na urina estd sujeita a certas limi-
tacoes®*”. Certas drogas (sulfisoxasol e &cido para-
aminossalicilico) interferem nos testes gerando resultados
falso-positivos. A tetraciclina atua sobre a capacidade
redutora das bactérias diminuindo a transformacao da
bilirrubina em urobilinogénio ao nivel intestinal, podendo-
se encontrar, deste modo, resultados falso-negativos.
Também pode-se encontrar resultados falso-negativos
quando héd grande quantidade de nitrito na urina, o que
ocorreu em certas amostras sem conservante quimico deix-
adas em temperatura ambiente por 3 horas*®*,
Especificamente com relacdao a determinacao de bilirrubi-
na em amostras de urina, destaca-se que as amostras tém
que ser recentes. A bilirrubina é um composto instével,
rapidamente destruido quando exposto a luz. Nas urinas
envelhecidas (mesmo refrigeradas) ou expostas a luz inten-
sa, hd um processo de oxidacao do glicuronato de bilirrubi-
na (forma conjugada) gerando, respectivamente, bilirrubi-
na livre (nao conjugada) e biliverdina, que nao reagem nos
métodos colorimétricos habituais. Este fato pode ser a
resposta para os resultados falso-negativos que ocorreram
em 3,33% das amostras sem conservante quimico e refrig-
eradas por 24 horas em comparacao com os resultados dos
E.A.S. de referéncia, o que nao ocorreu em nenhuma
amostra adicionada do conservante quimico.

A hemoglobina pode estar presente na urina em forma de
hemadcias integras (gerando hematuria) ou de hemoglobi-
na, que é um produto da destruicao das hemacias (geran-
do hemoglobintria). O achado de hemattria ou de hemo-
globintria sempre é considerado de grande importancia
clinica. A hemoglobintria pode ocorrer como resultado da
lise das hemacias no trato urindrio ou pode ser causada por
hemdlise intravascular com subsequente filtracdo de
hemoglobinas através dos glomérulos***. A lise das hema-
cias na urina geralmente apresenta uma mistura de
hematuria e hernoglobintria, ao passo que nao serao
encontradas hemadcias nos casos de hemolise intravascu-
lar****. No presente estudo houve concordancia de 100%
dos resultados das provas de hemoglobina e aquelas onde
informa-se a presenca de hemadcias na tira reativa utiliza-
da, tanto nas amostras com conservante quimico deixadas
em temperatura ambiente por 3 horas quanto naquelas
analisadas ap6s 24 horas em comparacao com os E.A.S. de
referéncia, ao passo que houve uma concordancia de 91%
e 81% nos resultados dos E.A.S. de referéncia e as
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amostras de urina sem conservante quimico deixadas em
temperatura ambiente e apdés 24 horas de refrigeracao,
respectivamente. Nas urinas envelhecidas, refrigeradas ou
nao, pode ocorrer que as hemadcias sejam hemolisadas e
deixem a hemoglobina livre no liquido, simulando ver-
dadeira hemoglobinuria. Quando a densidade é elevada,
capaz de provocar a crenacao das células e pH urinério
inferior a 5, podera haver inibicao da hemélise na tira reati-
va, obtendo-se assim resultados falso-negativos.

Os processos metabélicos de producao de corpos ceténicos
desenvolvem-se no figado. Nele, os dcidos graxos sdo con-
vertidos em corpos cetonicos, os quais circulam no sangue
e sao utilizados pela maioria dos tecidos periféricos como
fonte de energia. O termo "cetona" engloba 3 produtos
intermedidrios do metabolismo das gorduras: acetona,
dcido acetoacético e dacido beta-hidroxibutirico® %,
Normalmente, nao aparecem quantidades mensurdveis de
cetonas na urina, pois toda a gordura metabolizada é com-
pletamente degradada e convertida em CO2 e agua.
Contudo, quando o uso de carboidratos como principal
fonte de energia fica comprometido e os estoques de gor-
duras do organismo precisam ser metabolizados para
suprimento de energia, pode-se detectar cetonas na
urina'**. No presente estudo houve concordancia de 100%
dos resultados da prova de cetonas tanto das amostras com
conservante quimico nas amostras deixadas em temperatu-
ra ambiente por 3 horas quanto naquelas analisadas apés
24 horas em comparacao com os E.A.S. de referéncia, ao
passo que houve uma concordancia de 93% e 85% nos
resultados dos E.A.S. de referéncia e as amostras de urina
sem conservante quimico deixadas em temperatura ambi-
ente e ap6s 24 horas de refrigeracao, respectivamente. Em
amostras mal conservadas observam-se valores falsamente
baixos, devido a volatilizacdo da acetona e a degradacao
do acido acetoacético por bactérias.

Em circunstancias normais, quase toda a glicose filtrada
pelos glomérulos é reabsorvida no tiubulo contorcido prox-
imal; por isso, a urina contém quantidades minimas de gli-
cose. Se os niveis sanguineos de glicose se elevam demais,
como ocorre no diabetes meilitus, os tibulos deixam de
transporta-la e ela aparece na urina’**. No presente estu-
do houve concordancia de 100% dos resultados da prova
de glicose tanto das amostras com conservante quimico
deixadas em temperatura ambiente por 3 horas quanto
naquelas analisadas ap6s 24 horas em comparagcao com os
E.A.S. de referéncia, ao passo que houve uma concordan-
cia de 94% nos resultados dos E.A.S. de referéncia e as
amostras de urina sem conservante quimico deixadas em
temperatura ambiente e apds 24 horas de refrigeracao.
Geralmente ocorrem falsas reagdes positivas se os recipi-
entes foram contaminados por per6xidos ou por deter-
gentes oxidantes fortes. As reacoes falso-negativas sao
devido, principalmente, a degradacao progressiva da gli-
cose pelas bactérias na amostra de urina nao conservada.
Densidade superior a 1,020 combinada com pH elevado
também pode reduzir a sensibilidade do teste quando as
concentracoes de glicose sao baixas, podendo ocorrer
naquelas amostras deixadas em temperatura ambiente
sem conservante por mais de 2 horas'*"*.

Diferentes tipos de proteinas podem ser encontradas na
urina. As mais comuns sao a albumina e as globulinas séri-
cas. A conceituacao clinica da proteintria liga-se, habitual-
mente, a presenca de sero-albumina e sero-globulina.
Essas sao as proteinas oriundas do plasma sanguineo e que
constituem as proteinas urindrias propriamente ditas. A
urina normal contém quantidade muito pequena de protei-
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nas. A presenca de proteintria muitas vezes é indicativa de
doencas renais incipientes®**#72, No presente estudo houve
concordancia de 100% dos resultados da prova de protei-
nas tanto das amostras com conservante quimico deixadas
em temperatura ambiente por 3 horas quanto naquelas
analisadas apds 24 horas em comparacao com os E.A.S. de
referéncia, ao passo que houve uma concordancia de 93%
e 73% nos resultados dos E.A.S. de referéncia e as
amostras de urina sem conservante quimico deixadas em
temperatura ambiente e apés 24 horas de refrigeracao,
respectivamente. A principal fonte de erro no uso de tiras
reativas ocorre quando a urina é deixada muito tempo sem
conservantes, ocorrendo alcalinizacao da mesma, anulan-
do o sistema de tamponamento, produzindo elevacao do
pH e uma mudanca na cor que nao tem relacao com a con-
centracao de proteinas. A contaminacao do frasco de cole-
ta com compostos quaterndrios de amoénio (detergentes)
também pode provocar reacoes falso-positivas*!*3,

Os resultados encontrados na qualificacao e quantificacao
dos elementos celulares e outros na sedimentoscopia tam-
bém foram importantes para a comparacao com dados de
literatura. Como as hemacias ndo podem entrar no filtrado
dos néfrons integros, achados de mais de 1 hemacia oca-
sional é considerado anormal. A existéncia de hemacias na
urina tem relacao com lesdes na membrana glomerular ou
nos vasos do sistema urogenita®. As hemacias que
chegam a urina, seja através de filtracao glomerular ou do
epitélio tabular, sofrem os efeitos desfavordveis da osmo-
laridade e do pH urinario™®*. No presente estudo houve
concordancia de 99% dos resultados da andlise de hema-
cias integras no sedimento urinario tanto das amostras com
conservante quimico nas amostras deixadas em temperatu-
ra ambiente por 3 horas quanto naquelas analisadas apés
24 horas em comparacdo com os E.A.S. de referéncia, ao
passo que houve uma concordancia de 86% e 82% nos
resultados dos E.A.S. de referéncia e as amostras de urina
sem conservante quimico deixadas em temperatura ambi-
ente e ap6s 24 horas de refrigeracdo, respectivamente.
Amostras nao preservadas e aquelas conservadas sob
refrigeracao por mais de 15-20 horas podem apresentar
alteracoes morfolégicas marcantes nestas células, que se
apresentam microscopicamente sob as formas mais diver-
sas (crenadas, edemaciadas, formas "fantasmas"”, etc).
Geralmente sdao encontrados menos de 5 leucécitos por
campo em aumento de 40x na urina normal. O nimero ele-
vado de leucocitos indica a presenca de infeccao ou infla-
macao no sistema urogenital. Entre as causas frequentes
de pitria estao as infec¢oes bacterianas tais como pielone-
frite, cistite, prostatite e uretrite. Entretanto, o achado de
leucécitos polimorfonucleares na urina, em ntimero acima
do normal, pode nao significar sempre a existéncia de
processo infeccioso. Pitrias inflamatérias (assépticas) sao
observadas em alguns casos de litiase renal, no seguimen-
to terapéutico das cistites e das pielonefrites e no pés-oper-
atério das prostatectomias****#!. Leucoritiria nao deve ser
interpretado isoladamente, mas em conjuncao aos outros
achados do exame sumadrio de urina. A existéncia de, por
exemplo, pitria sem bacteritria, persistente, sobretudo
quando aliada as redug¢des de pH urinario e de densidade
urindria, levantam a suspeita de tuberculose renal®"’*°. No
presente estudo houve concordancia de 100% dos resulta-
dos da andlise de leucécitos no sedimento urinario tanto
das amostras com conservante quimico deixadas em tem-
peratura ambiente por 3 horas quanto naquelas analisadas
apo6s 24 horas em comparacao com os E.A.S. de referéncia,
ao passo que houve uma concordancia de 87% e 85% nos
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resultados dos E.A.S. de referéncia e as amostras de urina
sem conservante quimico deixadas em temperatura ambi-
ente e ap6s 24 horas de refrigeracao, respectivamente.
Fator importante para estes achados discrepantes é a lise
dos leucécitos em amostras nao conservadas ou sob refrig-
eracao em urinas alcalinas.

Na urina encontram-se 3 tipos de células epiteliais, que sao
classificadas de acordo com seu local de origem no sistema
urogenital. As mais frequentes e menos significativas sao
as células pavimentosas. Provém do revestimento da vagi-
na e das porcoes inferiores da uretra masculina e feminina,
podem ser encontradas em grande numero nas amostras
de urina de mulheres, colhidas sem usar a técnica do jato
intermedidrio e contaminacdo da urina passando pelos
grandes labios vaginais'®*®'. As células do epitélio de tran-
sicao originam-se do revestimento da pelve renal, da bex-
iga e da porcao superior da uretra. Raramente tém signifi-
cado clinico, a menos que sua quantidade seja grande e
sua forma anomala. As mais importantes sdo as dos tubu-
los renais porque, quando sua quantidade é grande, hé
indicio de necrose tubular. Sua presenca traduz a existén-
cia de doencas causadoras de lesao tabular, entre as quais
pielonefrite, reacdes téxicas, infecgdes virais, rejeicao de
transplante e efeitos secundérios da glomerulonefrite”!**3,
No presente estudo houve concordancia de 100% dos re-
sultados da andlise de células epiteliais no sedimento uri-
néario tanto das amostras com conservante quimico deixa-
das em temperatura ambiente por 3 horas quanto naquelas
analisadas ap6s 24 horas em comparacao com os E.A.S. de
referéncia, ao passo que houve uma concordancia de 94 %
e 84% nos resultados dos E.A.S. de referéncia e as amos-
tras de urina sem conservante quimico deixadas em tem-
peratura ambiente e ap6s 24 horas de refrigeracao, respec-
tivamente. O fato da diminuicdo das células epiteliais nas
amostras sem conservantes refrigeradas por 24 horas pode
ter sido provocada pela baixa temperatura e na precipi-
tacao de cristais levando a lise celular, uma vez que nestas
amostras em geral foram encontradas células "fantasmas",
as quais refletem exatamente esta situacao.

Os cilindros sao os Unicos elementos exclusivamente renais
encontrados no sedimento urinario. Formam-se principal-
mente no interior da luz do tibulo contorcido distal e do
ducto coletor. O principal componente dos cilindros é a gli-
coproteina de Tamm-Horsfall, excretada pelas células dos
tibulos renais'”**. Encontrada na urina normal e na anor-
mal, ndo é detectavel pelos métodos de tira reativa; portan-
to, ndo é responsavel pelo elevado nivel de proteinas uri-
nérias frequentemente relacionado com presenca de cilin-
dros**¥*4  No presente estudo houve concordancia de
100% dos resultados da anélise de cilindros no sedimento
urindrio tanto das amostras com conservante quimico dei-
xadas em temperatura ambiente por 3 horas quanto na-
quelas analisadas ap6s 24 horas em comparacao com 0s
E.A.S. de referéncia, ao passo que houve uma concordan-
cia de 93% e 86% nos resultados dos E.A.S. de referenda e
as amostras de urina sem conservante quimico deixadas
em temperatura ambiente e apds 24 horas de refrigeracao,
respectivamente. Este fato ratifica os dados de literatura
que consideram que as urinas deixadas em repouso, em
temperatura ambiente por mais de 2 a 3 horas podem to-
mar-se alcalinas e provocar a dissolucao de cilindros. A
grande presenca de cristais precipitados pela refrigeracao
também possui importancia na degradacao dos cilindros,
uma vez que a liberacao de ions H+ e o atrito fisico sao fa-
tores que podem levar a esta degeneracao®***#.

A urina contém cristais e depoésitos amorfos inorganicos,

145



que representam produtos finais metabdlicos (carbonatos,
uratos, amonia, etc.) ou produtos de excessos alimentares
(célcio, fosfato, &cidos aminados)*'*'®, Essas substancias se
precipitam e se combinam, formando os critais caracteristi-
cos que, quando em grande quantidade, interferem com o
exame microscopico do sedimento urindrio ou com sua
andlise quimica. A urina normal recém-eliminada pode
conter cristais formados nos tibulos ou, com menos fre-
quéncia, na bexiga®**?¥. A grande concentracao de solutos
geralmente é responsavel por essa precipitacao "in vivo"
encontrada, na maioria das vezes, na urina concentrada. A
cristaltria pode ser totalmente assintomaética ou associar-se
as formacoes de calculos do sistema urinario, originando
manifestacoes clinicas compativeis com alteracdes do flu-
xograma da urina. Cristais ou depoésitos amorfos no sedi-
mento urindrio podem existir em conjuncao com litiase re-
nal ou isoladamente'*<,

Os cristais observados com maior frequéncia em urinas aci-
das sao os cristais de cido trico e oxalato de cédlcio. Outros
sao os de sulfato de célcio, de cistina, de tirosina, de sulfa e
os uratos amorfos****4. A maioria dos cristais observados na
urina alcalina é formada por fosfatos, como o fosfato triplo,
o fosfato amorfo e o fosfato de cdlcio. Os cristias de fosfato
triplo encontram-se, em geral, associados as infeccoes uri-
narias por Proteus, pois estes tém a capacidade de transfor-
mar a uréia em amonia e CO: em curto espaco de tempo e
com grande acgao enzimdtica®'®'**'. No presente estudo hou-
ve concordancia de 88% dos resultados da analise de cris-
tais no sedimento urindrio de todas as amostras com conser-
vante quimico em comparacdo com o E.A.S. de referéncia-
A (provavelmente devido somente a precipitacao de uratos
amorfos pela diminuicao do pH), ao passo que houve uma
concordancia de 100% e 84% nos resultados dos E.A.S. de
referéncia e as amostras de urina sem conservante quimico
deixadas em temperatura ambiente e apds 24 horas de re-
frigeracao, respectivamente. Segundo dados de literatura, a
maior parte da formacao de cristais ocorre em amostras que
foram deixadas em temperatura ambiente ou que foram re-
frigeradas. Os cristais sao extremamente abundantes em
amostras refrigeradas e muitas vezes causam problemas
porque mascaram outros componentes de maior significado
clinico. No presente estudo, foram encontrados cristais de
cistina somente nos E.A.S. de referéncia e naqueles prove-
nientes de amostras com conservante quimico, ratificando
desta forma os dados de literatura que a cistina deve ser in-
vestigada na urina fresca, ja que os cristais sdo rapidamen-
te destruidos por bactérias. Nao houve deteccédo de cristais
de colesterol nas amostras com conservante quimico, ao
passo que 1,33% das amostras sem conservante quimico
ap6s 3 horas deixadas em temperatura ambiente e 5,33%
das amostras refrigeradas ap6s 24 horas apresentaram cris-
tais de colesterol no exame microscopico. Isso reforca a po-
sicdo da maioria dos dados de literatura de que é raro en-
contrar cristais de colesterol, a menos que as amostras te-
nham sido refrigeradas, fazendo com que os lipideos assu-
mam forma de goticulas de gordura. Cristais do antibiético
ampicilina também néao foram encontrados nas amostras de
urina com conservante quimico, sendo encontrados em
1,33% e 6,67% nas amostras sem conservante quimico re-
frigeradas por 24 horas, também ratificando os dados de li-
teratura de que os cristais de ampicilina aparecem como
agulhas que formam feixes apos a refrigeracao da urina.
Normalmente a urina nao contém bactérias e outros micror-
ganismos clinicamente importantes e detectaveis através
do exame de urina**'. Microrganismos de importancia em
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amostras clinicas de urina sao principalmente as bactérias,
as leveduras e parasitas como o Trichomonas vaginalis. Se
as amostras nao forem coletadas de forma asséptica, pode
ocorrer contaminacdo bacteriana sem significado clini-
co"*¥, No presente estudo houve concordancia de 100%
dos resultados da andlise de bactérias, dos resultados da
andlise de leveduras e dos resultados da anélise de T.vagi-
nalis no sedimento urindrio analisado microscopicamente,
nas amostras com conservante quimico deixadas em tempe-
ratura ambiente por 3 horas e naquelas analisadas ap6s 24
horas em comparacdo com os E.A.S. de referéncia, ao pas-
so que houve, em geral, baixa concordancia nos resultados
dos E.A.S. de referéncia e as amostras de urina sem conser-
vante quimico deixadas em temperatura ambiente por 3 ho-
ras (concordancia de 86% para a contagem de bactérias,
99% para a presenga/auséncia de leveduras e para a pre-
senca/auséncia de T.vaginalis) e apés 24 horas de refrige-
racdo (concordancia de 79% para a contagem de bactérias,
99% para a presenca/auséncia de leveduras e 95% para a
presenca/auséncia de T.vaginalis). As amostras que ficam a
temperatura ambiente por mais de 2 horas em geral tém
seu numero de bactérias aumentado, sendo que estas re-
presentam apenas a multiplicagao dos microrganismos con-
taminantes, ao passo que os verdadeiros patégenos, se ali
existirem e em ntmero consideravel para se tratar de uma
infeccdo urindria verdadeira, normalmente tém seu cresci-
mento inibido pela rdpida multiplicacdao dos contaminantes.
A refrigeracao favorece a inativacao dos flagelos de T.vagi-
nalis, fazendo com que estes parasitas percam sua motilida-
de caracteristica quando vistos ao microscépio, fato este
que também pdde ser observado em 75% das amostras sem
conservante quimico; entretanto, tal fato ndao ocorreu em
qualquer das amostras com conservante quimico. Amostras
de urina deixadas por mais de 2 horas em temperatura am-
biente podem se tornar alcalinas, favorecendo a lise das le-
veduras, impedindo seu crescimento na urocultura, prova-
velmente residindo ai a baixa concordancia entre os E.A.S.
de referéncia e aqueles de amostras sem conservante qui-
mico, com e sem refrigeracao, fato nao observado nas amos-
tras com conservante quimico.

CONCLUSAO

O sistema de conservacao quimica para amostras de urina
desenvolvido em nosso laboratério evidenciou ser um sis-
tema mais facil de se utilizar e mais eficaz que a refrige-
racao para a manutencao das contagens microbianas e dos
parametros quimicos e microscépicos, além de extrema-
mente mais econdmico que os similares que existem no
mercado (que possuem em sua composicao acido bérico +
formato de sodio). O sistema conservante proposto neste
estudo se apresentou como bacteriostdtico e fungistatico
para quase todos os patégenos urinarios comuns, eliminan-
do de forma acentuada os resultados falso-positivos obtidos
a partir de amostras ndo preservadas quando estas nao sao
cultivadas ap6s 2 horas. Nao houve evidéncia de que o sis-
tema apresentasse toxicidade para os patégenos urindrios
encontrados comumente em infeccoes urinérias. O sistema
também foi eficaz na preservacao de glicose, bilirrubina,
cilindros, leucocitos e hemacias. Em resumo, o sistema ava-
liado é uma alternativa eficaz e conveniente a refrigeracao
das amostras e é particularmente util naqueles casos onde
a refrigeracgao ou o cultivo imediato da amostra nao possam
ser realizados.
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Antimicrobianos de 61 cepas de Staphyloccocus
aureus lIsoladas de 141 Pacientes Ambulatoriais

DIABETIC FOOT: Epidemiologia of the Resistance Isolated aureus the 61 Antimicrobialses of
cepas of Staphyloccocus of 141 Ambulatoriais Patients
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RESUMO - Foram atendidos no Centro Integrado de Diabetes e Hipertensao do Estado do Ceard, 141 pacientes diabéticos apresen-
tando tulceras infectadas no periodo de 01/03/2001 a 30/11/2002 e submetidos a um estudo microbiol6gico no Laboratério de
Microbiologia do Departamento de Medicina Legal da Universidade Federal do Cearda. Staphyloccocus aureus foi isolado de (43, 2%)
dos pacientes. Das cepas de Staphyloccocus aureus 07 (11,5%) apresentaram resisténcia a oxacilina (cepas ORSA). Todos os pacientes
infectados por cepas ORSA relataram internacao e/ou uso de antimicrobianos nos meses anteriores a coleta. Por ser o Diabetes
Mellitus tipo 2 uma doenca endémica e o pé diabético sua complicacao mais freqiiente faz-se necessario que se crie nos centros de
diabetes uma rotina para identificacao dos agentes etiologicos causadores destas infecgoes.

PALAVRAS-CHAVE- Pé diabético. Microbiologia

- </

SUMMARY - 141 diabetic patients with infected ulcers admitted at Centro Integrado de Diabetes e Hipertensdo do Estado do Ceard,
from 01/03/2001 to 30/11/2002, were submitted to Microbiologic study performed at Laboratério de microbiologia do Departamento
de Medicina Legal da Universidade Federal do Ceard. Staphylococcus aureus was found in 43,2% of the patients. Among the strains
of Staphylococcus aureus isolated, 7 (11,5%) showed resistance to oxacilin (ORSA strains). All the patients infected with ORSA strains
reported, hospital admittance and/ or antimicrobial use.

Because of the endemic behavior of diabetes mellitus and the high frequency of infected feet ulcers , it is necessary the establishment

of routines in order to diagnose their etiologic agent.
KEYWORDS - Diabets, feet ulcer, Staphylococcus aureus.

-
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INTRODUCAO

taphylococcus aureus é o mais importante patégeno re-

lacionado com infecc¢oes hospitalares, sendo considera-
do como o principal causador de infeccoes adquiridas na
comunidade. Estes estao presentes na microbiota residen-
te de 10 a 20% da populacao, tendo como sitios de coloni-
zacao mais comuns as fossas nasais, axila e perineo[8].
Infecgdes comunitdrias causadas por Staphylococcus au-
reus sao bastante comuns. Pacientes com Diabetes Melli-
tus, doenca dermatoldgica crénica, e usudrios de drogas in-
travenosas, compoem o grupo de risco para infeccoes co-
munitdrias causadas por estes agentes.[8] Sdo também os
estafilococos bactérias resistentes a antibiéticos isoladas
tanto no hospital como nas comunidades.[18]
Dada a importancia dos antibiéticos e a situacao atual de
multiresisténcia que ameaca sua utilizacdo e todos os seus
beneficios; faz-se notar a necessidade de se estudar a re-
sisténcia .No Brasil, poucos trabalhos sobre epidemiologia
da resisténcia a antimicrobianos em bactérias isoladas de
ulceras infectadas em pacientes diabéticos com infeccao
comunitaria tém sido realizados. Como o diagnéstico bac-
teriolégico raramente é realizado, o que se observa na pra-
tica clinica é que os pacientes sdo tratados com diversos
antimicrobianos, aumentando assim os custos do tratamen-
to e o tempo de internacao.
A prevaléncia de diabetes no Brasil, na populacao urbana
de 30 a 69 anos é de 7,6% e, em Fortaleza é de 6,5%. [10]

Entre as complicacoes cronicas do Diabetes Mellitus os
problemas com os pés representam uma das mais impor-
tantes. A ulceracao nos pés causa consideravel morbidade
entre os diabéticos e a amputacdo dos pés ou pernas é a
conseqliéncia mais temida. A ulceracdo em pé diabético é
a causa mais comum de amputag¢des ndo traumaéticas de
membros inferiores em paises industrializados.[2] A ulce-
racao ocorre em 15% dos diabéticos e é responsavel por 6
a 20% das hospitalizacoes. Nos hospitais universitarios
brasileiros, 51% dos pacientes internados nas enfermarias
dos servicos de endocrinologia sao por lesdes graves nos
pés.[14] No Rio de Janeiro no periodo 1990-1996, a inci-
déncia de amputacdo relacionadas ao diabetes foi de
180/100.000, representando um risco de amputacao 100
vezes maior que em nao diabéticos.[16] Em Fortaleza, no
periodo de 1994/96, 63% das amputacdes registradas,
ocorreram em diabéticos.[3]

OBJETIVOS

Tracar o perfil de isolamento de cepas de Staphylococcus
aureus isoladas de tlceras infectadas em pacientes diabé-
ticos ambulatoriais, bem como, determinar sua sensibilida-
de a diferentes agentes antimicrobianos.

MATERIAL E METODOS

e Amostras Bacterianas
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No periodo compreendido entre marco de 2001 a novem-
bro de 2002, espécimes clinicos provenientes de pacientes
do Ambulatério de Pé Diabético, no Centro Integrado de
Diabetes e Hipertensao (CIDH), em Fortaleza-Ce, foram
enviados ao Laboratério de Microbiologia do Departamen-
to de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal
do Ceara.

eColeta e Transporte

As lesoes foram submetidas a limpeza com solucao de clo-
reto de s6dio (soro fisioldgico), esta administrada em forma
de jatos diretamente sobre a lesao e posterior limpeza com
tampao de gaze estéril, preparando assim, o sitio para o de-
bridamento quando necessario. Para o debridamento foi
utilizado uma lamina de bisturi descartavel e estéril com
intuito de retirar todo o tecido necrosado (quando presen-
te) ou tecido morto que envolvia a lesdao. Apds esta etapa,
submeteu-se a lesao a uma nova lavagem com solucao de
cloreto de sédio estéril (soro fisioloégico), possibilitando as-
sim, a coleta do espécime, presente na base da lesdo para
posterior anélise microbiolégica.

Apos os procedimentos citados acima, o espécime clinico
foi coletado com auxilio de um "swab", estéril e descarta-
vel. Este foi saturado com o material coletado e, imediata-
mente apos a coleta, foi acondicionado em meio para trans-
porte Stuart. O tempo decorrido entre a coleta e semeadu-
ra nao excedeu a duas horas.

e[solamento e Identificacao de Cepas de S. aureus

O processamento dos espécimes clinicos foi realizado na
sequiéncia descrita abaixo, utilizando-se procedimentos e
meio de cultura recomendados por Koneman et al. (1997) e
Murray et al (1999):[9,11]

1.Esfregaco do espécime clinico em lamina corado pelo
método de Gram Kopeloff-Beerman;

2.Semeadura do espécime clinico em placas de petri con-
tendo o meio agar sangue (BHI Agar, OXOID suplementa-
do com 5% de sangue desfibrinado de carneiro) e meio de
cultura liquido BHI (Brain Heart Infusion broth, DIFCO);
3.Incubacao de placas e caldos inoculados em atmosfera
convencional a 35°C por 24 /48h;

4.Andlise do crescimento bacteriano , esfregaco de colonia
suspeita em lamina e posterior coloracao pelo método de
Gram Kopeloff-Beerman;

5.Realizacdo das seguintes provas bioquimicas: teste da
catalase, teste da coagulase (em lamina e em tubo), tole-
rancia a 7,5% de sal e fermentacdao do manitol .

e Antibiograma

Para cada espécime clinico identificado, foi realizado um
antibiograma baseado na técnica de difusao em agar como
recomendado pelo manual NCCLS.[12] Foram testados os
seguintes antimicrobianos: penicilina, cefalotina, oxacilina,
amoxicilina + acido clavulanico, eritromicina, clindamici-
na, sulfametoxazol + trimetoprim, vancomicina, cloranfeni-
col, ciprofloxacina, gentamicina, rifampicina e tetraciclina
(OXOID).

Para verificar uma possivel resisténcia de uma cepa isola-
da de Staphylococcus aureus frente a oxacilina, o NCCLS
(2000) recomenda a triagem pelo método de difusdao em
agar e o teste confirmatorio por diluicdo em &gar. Na técni-
ca de difusdo em agar deve ser utilizado disco de oxacilina
de 1Ig e a incubacédo da placa deve ser de 24hs (e nao de
16 a 18hs) se o resultado da leitura apresentar um halo de
inibicdo indicando resisténcia, o teste confirmatério deve
ser realizado.

Meétodo de deteccao e confirmacao de cepas resistentes a
oxacilina

Utilizar o 4gar Miieller Hinton com Nacl a 4% mais 6Ig/ml
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de oxacilina. Preparar o in6culo pelo método direto, ajusta-
do na escala 0,5 Mc Farland (PROBAC). Introduzir um
Swab estéril no indéculo, retirar o excesso contra a parede
do tubo e semear com movimento circular em uma peque-
na drea da placa (aproximadamente 2,5cm). Deixar secar,
incubar 24 horas na estufa a 35°C. A presenca de cresci-
mento nesse meio indica a presenca de gene mec A e por-
tanto, resisténcia a oxacilina.[12]

RESULTADOS

Neste trabalho, 141 pacientes diagnosticados como diabé-
ticos e que apresentavam ulceras infectadas nos pés foram
estudados. Destes, 77 pertenciam ao sexo masculino e 64
ao sexo feminino sendo a faixa etdria compreendida entre
50 a 70 anos a mais freqiiente (61%). As lesoes apresenta-
das foram classificadas quanto ao tipo de grau apresenta-
do. Foi observado que 66,7% dos pacientes apresentavam
lesoes superficiais ou profundas sem comprometimento 6s-
seo e sem abscesso. 35,5% dos pacientes relataram uso de
antimicrobianos no dia da coleta ou no periodo de até 30
dias que antecederam a coleta.

Dos cocos gram positivos isolados neste estudo a espécie
de maior freqiiéncia de isolamento foi o Staphylococcus
aureus com 61 cepas (20,4%) do total.

Analisando o seu perfil de resisténcia frente a diferentes
agentes antimicrobianos, constatamos que 53 cepas foram
resistentes as penicilinas (86,9%), 28 cepas resistentes as
tetraciclinas (45,9%), 26 cepas resistentes a eritromicina
(42,6%), 13 cepas resistentes a rifampicina (21,3%), 12 ce-
pas resistentes ao cloranfenicol (19,7%), 10 cepas resisten-
tes ao sulfametoxazol + trimetoprim (16,4%), 7 cepas resis-
tentes a oxacilina (11,5%), 6 cepas resistentes a cefalotina
(9,8%), 5 cepas resistentes a amoxacilina + 4c. clavulanico
(8,2%) e nenhuma das 61 cepas isoladas apresentou resis-
téncia a vancomicina (0,0%) (Gréfico 1 e 2)
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GRAFICO 1: Percentual de resisténcia a antimicrobianos de 61
Cepas de Staphylococcus aureus.
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GRAFICO 2: Percentual de resisténcia a antimicrobianos de 61
Cepas de Staphylococcus aureus.
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DISCUSSAO

O pé diabético constitui uma complicacao multifacetada do
Diabetes Mellitus. Nos pacientes ambulatoriais o Staphylo-
cocccus aureus € a bactéria mais freqiientemente isolada
das tulceras infectadas. Neste estudo em 43,3% dos paci-
entes foram isolados S. aureus e cepas resistentes a oxaci-
lina em 11,5% dos casos. Ao analisarmos estes pacientes,
constatamos que todos haviam passado por internacoes
uma ou mais vezes nos ultimos 6 meses e alguns estavam
fazendo uso de antimicrobianos no momento da coleta do
exame.

O Staphylococcus aureus resistente a oxacilina é um pro-
blema cronico presente em hospitais da América Latina.
Dados do programa Sentry revelam que 30% a 50% das
cepas de Staphylococcus aureus isoladas de hospitais apre-
sentam resisténcia a oxacilina. [5,15]

A primeira cepa de Staphylococcus aureus resistente a me-
ticilina (MRSA) foi isolada em 1960, logo apés a introducgao
da meticilina na terapéutica. Naquela data o nimero de
isolados MRSA na comunidade era em torno de 0,1%, mas
desde entao tem-se disseminado em todo o mundo. Estas
cepas sao mais frequentemente isoladas em hospitais. Es-
tudos recentes tém demonstrado que os niveis de resistén-
cia de estafilococos, enterococos e pseudomonas sao mais
elevados em microrganismos oriundos de pacientes nas
UTIs, menores em pacientes provenientes de outras alas do
hospital e menores ainda em pacientes ambulatoriais [1].
Até o final da década de 70 havia pouca evidéncia da dis-
seminacao de cepas MRSA na comunidade. Entretanto, a
partir da década de 80, véarios relatos de infeccao por
MRSA em pacientes que nao haviam sido internados nem
tido contato com pessoal que trabalha em hospital foram
publicados.Tem sido demonstrado que o estado de porta-
dor de MRSA persiste por anos em alguns pacientes, ga-
rantindo assim a disseminacao dessas cepas, uma vez que
estes pacientes voltam para a comunidade. Assim, pare-
cem existir evidéncias de disseminacdo de MRSA na co-
munidade e fora dos grupos de risco, onde constatamos
que mais estudos sao necessarios para determinar o estado
de disseminacao dessas cepas na comunidade.[7,18]

No Brasil, os estafilococos no meio hospitalar vem mos-
trando elevado indice de resisténcia a meticilina ( portan-
to, também a oxacilina e cefalosporinas) repetindo-se o ob-
servado em outros paises. Relatos de hospitais em diferen-
tes regioes brasileiras encontram 30% a 100% das cepas
de S. aureus resistentes a oxacilina. Esta situacao da resis-
téncia a oxacilina varia com a regiao e, mesmo, com o hos-
pital analisado, devendo ser avaliada localmente.[13,17]
Goldstein et al [4]., em trabalho publicado em 1996, cons-
tataram que 20% das cepas de Staphylococcus aureus iso-
ladas de tlceras de pé diabético em pacientes ambulatori-
ais, apresentavam resisténcia a oxacilina. [5] O autor cha-
ma a atencdo para a disseminacdo, naquele pais, de ce-
pas de S. aureus resistentes a oxacilina tanto no ambiente
hospitalar como na comunidade.

No presente estudo os resultados encontrados foram dife-
rentes dos obtidos por Goldstein et al. O ntimero de cepas
resistentes a oxacilina foi pequeno e todas foram adquiri-
das no ambiente hospitalar. Dada a cultura de auto-medi-
cacao talvez fosse esperado um achado diferente. Entre-
tanto os pacientes que sao atendidos nos centros de refe-
réncia em diabetes sdo de baixa renda e geralmente apre-
sentam lesOes iniciais de leve a moderada gravidade. O
uso de antimicrobianos nao é freqientemente relatado.
Nesse estudo dos 114 pacientes estudados apenas 35,5%
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relataram o uso de antimicrobianos no periodo da coleta ou
em até 30 dias antes da coleta. Sendo que a maioria destes
pacientes tinham histéria de internacdes anteriores.

Hart & Kartuki [6] (1998), em estudo sobre a resisténcia a
antimicrobianos em paises em desenvolvimento relatam
os altos percentuais de isolamentos resistentes a antimicro-
bianos nestes paises e alertam para a auséncia ou caréncia
de laboratérios de microbiologia nesses paises a fim de
que o tratamento seja baseado no isolamento do agente e
no tracado do seu perfil de sensibilidade a antimicrobia-
nos. Tratamentos empiricos dificultam a implantacdo de
estratégias de tratamento, visto que a resisténcia varia de
regiao para regiao, o que leva nesses paises a um trata-
mento inadequado dos pacientes, com conseqiiente au-
mento dos custos, morbidade e mortalidade.

Na auséncia de laboratério de microbiologia no centro es-
tudado a escolha do antimicrobiano no tratamento de paci-
entes diabéticos com tulceras infectadas é realizado de for-
ma empirica. A necessidade de um diagnostico etiolégico
para um tratamento e acompanhamento adequado desses
pacientes, fez-se notar visto também que a maioria depen-
de dos medicamentos fornecidos pelo centro para reali-
zacao do seu tratamento. Por este motivo, faz-se necessario
que cada centro ou regiao tenham seus préprios dados so-
bre os microorganismos prevalentes nesses processos in-
fecciosos para que uma terapia mais adequada possa ser
aplicada. Relatos de crescente resisténcia bacteriana a an-
timicrobianos tem contribuido para sedimentar a necessi-
dade de que estudos de sensibilidade a antimicrobianos
devam ser realizados localmente e com periodicidade.
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Efeito do Benzonidazol em Figados de Ratos
Perfundidos

Benzonidazol Effects in Perfunded Rat Liver

Aurea Regina Telles Pupulin; Andrey Paludetto; Sandra Vieira da Silva & Ana Maria K. Bracht

RESUMO - O benzonidazol é hoje a Gnica droga disponivel para o tratamento etioldgico da doenca de Chagas no Brasil, sendo utili-
zado sob estrita supervisdo médica, ja que é utilizado por longo tempo e provoca efeitos colaterais relativamente graves. Por outro la-
do, a droga ideal para o tratamento etiolégico da doenca de Chagas ainda nao existe. Este trabalho teve como objetivo verificar o efei-
to do benzonidazol em figados de rato perfundidos. Foi empregado o sistema de perfusao de figado isolado de rato, com um meio de
perfusao livre de hemoglobina, conforme originalmente concebido por Scholz & Buecher (1965) e descrito por Kelmer- Bracht et al.
(1984). Foram realizadas duas séries de experimentos: na primeira série, avaliou-se a neoglicogénese a partir de alanina em figados
de ratos em jejum e, na segunda, avaliou-se a glicogendlise e a glicélise em ratos alimentados. Observou-se uma discreta diminuicao
da concentragao de glicose e um leve aumento no consumo de oxigénio nos figados de ratos em jejum. Nos figados de ratos alimen-
tados observou-se um aumento na producao de lactato em cerca de 30%, redugao na producao de piruvato em torno de 70% e da li-
beracao de glicose em cerca de 16%. O consumo de oxigénio teve uma ativagao de 5%.0 benzonidazol causou um discreto efeito, di-
minuindo a producao de glicose pelo figado. A ativacao da respiracao e a alteracao da razao redox citoplasmatica (indicado pelo au-
mento da razao lactato/piruvato), podem ser decorrentes da metabolizacao do farmaco pelo sistema monooxigenase.

PALAVRAS CHAVE- Benzonidazol, Figado, Perfuséo.

/

SUMMARY - The benzonidazol is the only available drug in Brazil to the etiologic treatment of Chagas disease, it is used with strict
medical supervision, once it is to be used for long periods and cause serious collateral effect. On the other hand, the ideal drug to the
etiologic treatment to Chagas disease still does not exist. The aim of this work was to verify the benzonidazol effects in perfunded rat
liver . It was used the perfusion system of isolated rat liver, with a perfusion place without hemoglobines, as originally conceived by
Scholz and Buecher (1995) and described by Kelmer-Bracht et al. (1984).Two series of experiments had been carried through: in the
first one, the neoglucogenesis was evaluated from alanine in liver of not fed rats, and in the second one, the glucogenolisis and the
glicolisis in fed rats. A short reduction of the glucose concentration was observed and a light increase in the consumption of oxygen
in the liver ones of the not fed rats. In the liver of fed rats, an increase of lactate production in about 30%, a decrease of piruvate pro-
duction in about 70% and of the glucose release in about 16% were observed. The oxygen consumption had an activation of 5%.Ben-
zonidazol caused a discrete effect, decreasing the liver glucose production. The breath activation and the alteration of the cytoplas-
matic redox ratio ( indicated by the increase of the ratio lactate/piruvate), can be decurrent of the metabolization of the medicine by
the monooxigenasis.

KEYWORDS - benzonidazol, liver, perfusion
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INTRODUGAO da ndo existe. A experiéncia acumulada com tratamento es-
pecifico da forma aguda mostrou que a quimioterapia ge-

doenca de Chagas descrita em 1909 por Carlos Cha-

gas continua sendo um sério problema de satde publi-
ca. A Organizacao Pan-Americana de Saude estima que
entre 18 a 20 milhoes de pessoas estao infectadas no con-
tinente americano e 40 milhdes de pessoas estao sob risco
de adquirir a doenca (Morel, 2000; WHO, 2002; Vinhaes &
Schofield, 2003).
A doenca de Chagas humana apresenta uma fase aguda
que dura em média 2 meses, durante a qual o parasita é
encontrado com certa facilidade, seguida de uma fase cro6-
nica, na qual o parasitismo é escasso e que pode durar por
toda a vida do individuo.
O benzonidazol (Bz) e o Nifurtimox (Nfx) sdo as drogas
disponiveis para o tratamento especifico da doenca de
Chagas. Sao indicadas para o tratamento da fase aguda e
sob estrita supervisao médica e acompanhamento prolon-
gado para pacientes na forma indeterminada da fase croni-
ca da doenca.
A droga ideal para o tratamento da doenca de Chagas ain-

ralmente evita a letalidade e em certa porcentagem é capaz
de curar (Cancado, 1991). E de grande interesse, portanto,
se obter o maximo de informacodes sobre o modo e o meca-
nismo dos agentes quimioterdpicos utilizados. O benzoni-
dazol é um derivado nitroimidazélico (N-benzil-2-nitro-1-
imidazol acetamida) como mostra a estrutura abaixo:

I
|
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A acao tripanomicida do benzonidazol manifesta-se tanto
na fase aguda quanto na fase crénica da tripanossomiase
de Chagas. E possivel que seu efeito tripanomicida nao de-
penda da producao de radicais livres e nem da redugao do
grupo nitro.

O benzonidazol inibe a respiracao do Trypanosoma cruzi e
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nao leva a producao de radicais livres em concentracao ca-
pazes de inibir o crescimento do parasito (Do Campo &
Moreno, 1983). Por outro lado, o benzonidazol afeta a sin-
tese de proteinas e RNA em formas de cultura de Trypano-
soma cruzi (Polak & Richle,1978).

O benzonidazol é insolivel em dgua e ligeiramente solivel
em 4alcool. Apds administracdo por via oral, distribui-se pe-
los tecidos e atravessa a barreira hematoencefdlica. Sofre
metabolizacao hepatica e seus metabdlitos sao eliminados
principalmente na urina. Casos de insuficiéncia hepatica e
renal podem relativamente contra-indicar o uso do farmaco.
Durante o tratamento com benzonidazol (30 a 60 dias conse-
cutivos), podem surgir reacoes cutaneas e gastrintestinais.
Com doses excessivas podem ocorrer parestesias ou sinto-
mas de polineurites periféricas e febre. A ocorréncia desses
sintomas leva a suspensao do tratamento (Cancado, 2000).
A polineuropatia aparece até uma semana depois de termi-
nado um tratamento bem tolerado. Temos razao para acre-
ditar que este é um efeito cumulativo.

Ainda é possivel prever de sua estrutura quimica, pelo gru-
po nitro ligado ao imidazol, que o benzonidazol provoca
com freqiiéncia depressao da medula 6ssea; hd neutrope-
nia com hemadcias e plaquetas inalteradas. O aparecimen-
to da agranulocitose é imprevisivel, o que impde cautela no
uso do medicamento.

Apesar de apresentar varios efeitos colaterais graves, e o
tempo de tratamento relativamente prolongado, ainda hoje
pouco se conhece sobre o mecanismo de acao da droga, seus
efeitos sobre a célula hospedeira, inclusive toxicidade . Des-
te modo é de interesse o estudo sobre o efeito do benzonida-
zol em relacdo ao metabolismo hepatico de mamifero.

O método da perfuséo do figado isolado de ratos é uma téc-
nica na qual os vasos aferentes (veia porta e artéria hepa-
tica) e o vaso eferente (veia hepdtica) do érgao sao canula-
dos, de tal maneira que o experimentador pode controlar a
qualidade do liquido arterial e coletar, para posterior ané-
lise, o liquido venoso. Podem ser utilizadas bombas para
impulsionar o liquido de perfusdo através do érgao ou a
forca da gravidade. A microcirculacao e as relagoes inter-
celulares sao, em geral, pouco alteradas. Foram realizadas
duas séries de experimentos: na primeira série, avaliou-se
a neoglicogénese a partir de alanina em figados de ratos
em jejum; e na segunda, avaliou-se a glicogendlise e a gli-
c6lise em ratos alimentados.

No figado em perfusao, além das vias metabdlicas ja cita-
das acima, podem ser analisadas varias outras, como, por
exemplo: o consumo de oxigénio, a cetogénese, a captacao
de &cidos graxos, a frutélise, o metabolismo do glicerol, a
biotransformacao de drogas e assim por diante (Kelmer-
Bracht & Andrade, 1984).

MATERIAL E METODOS
Extracao e analise do benzonidazol
O método utilizado para isolar o benzonidazol do medica-
mento comercial RochaganR foi a extracao a frio utilizan-
do etanol.
Perfusao de figado isolado de rato
1. O sistema de perfusao
Neste trabalho, foi empregado o sistema de perfusao de fi-
gado isolado de rato, com um meio de perfusao livre de he-

moglobina, conforme originalmente concebido por Scholz &
Buecher (1965) e descrito por Kelmer- Bracht et al. (1984).
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2. Liquido de perfusao

O liquido de perfusdo padrdao é o tampdao Krebs/Henseleit-
bicarbonato (Krebs & Henseleit, 1932) com pH 7,4, quando
saturado com a mistura de oxigénio: di6xido de carbono
(95:5%). O liquido contém também albumina bovina 25
mg%. A composicao salina do tampéao € a seguinte: NaCl
115Mm; NaHCOs 25 Mm; KCl1 5,8 Mm; Na: SO4 1,2 Mm;
MgCl: 1,18 mM; NaH:PO: 1,2Mm e CaCl: 1,3 Mm.
Substratos, drogas e hormoénios podem ser dissolvidos no
liquido de perfusdo nas concentragoes desejadas. Na pri-
meira série de experimentos deste trabalho foram dissol-
vidos, L-alanina na concentracao de 2,5mM e o benzoni-
dazol 0,1mM.

3. Técnica de perfusao de figado isolado de rato

Para remocao cirirgica do figado, o rato é préviamente
anestesiado com Thionembutal . O abdémen é aberto, o te-
cido conjuntivo que cerca o figado é seccionado. O es6fago
é separado do estdbmago. A veia esplénica fechada e a veia
porta canulada sob fluxo. Isto leva ao completo dessangra-
mento do figado. Apés fechamento e seccionamento distal
da veia cava inferior, o térax é aberto, tendo-se cortado o di-
afragma e as costelas para exposicao completa do coracgao.
A veia hepética é canulada através da veia cava superior, e
o figado removido e colocado na camara do figado. O flu-
x0 através do orgdo é ajustado para valores que permitam
oxigenacao adequada (entre 4 e 5 ml por minuto, por gra-
ma de figado), o que pode ser avaliado a partir da concen-
tracao venosa de oxigénio (nunca inferior a 0,2 Mm).

O sistema de perfusao é formado por duas bombas peris-
talticas, um oxigenador de membrana e pela camara do fi-
gado. A este sistema estao ainda acoplados um microele-
trodo de platina com polarégrafo, um registrador potencio-
métrico, um banho-maria com bomba de circulacdo exter-
na do liquido, um cilindro contendo a mistura carbogénica
(O2: CO2/ 95:5) e uma bomba de infusao. As partes essen-
ciais deste sistema foram construidas nas oficinas da Uni-
versidade Estadual de Maringa(Kelmer-Bracht et al.,1984).
Na primeira série de experimentos utilizou-se rato em je-
jum, para avaliar-se a gluconeogenese. Iniciou-se o expe-
rimento perfundindo-se apenas o tampao de Krebs/Hense-
leit-bicarbonato, e foram coletadas aliquotas do perfusado
efluente a cada dois minutos. Ao final de 10 minutos, con-
tados a partir do momento em que o consumo de oxigénio
estiver estabilizado, perfundiu-se o tampao contendo L-
alanina até o tempo de 30 minutos do inicio do experimen-
to, quando, entao, iniciou-se a perfusao da solucao de Bz
(benzonidazol+tampao+alanina) por um periodo de 20 mi-
nutos, apds o qual, retornou-se para o tampao Krebs/Hen-
seleit-bicarbonato contendo alanina.

Na segunda série de experimentos, utilizou-se rato alimen-
tado, para avaliar-se a glicélise e glicogendlise. Nestes ex-
perimentos foi dissolvido no liquido de perfusao( tampao
Krebs/Henseleit bicarbonato) apenas o benzonidazol 0,1
mM, e seguiu-se os mesmos procedimentos descritos aci-
ma para coleta de amostras do perfusado.

4. Dosagens bioquimicas

A quantificacao de lactato, piruvato ou glucose foi feita por
métodos enzimdticos com medidas espectrofotométricas. A
dosagem de lactato foi feita pelo método de Gutmann &
Wahlefeld, 1974. A dosagem de piruvato segundo Czok &
Lamprecht, 1974 e a glucose foi dosada pelo método da
glucose-oxidase empregando-se kit de dosagem enzimaéti-
co-colorimétrico da CELM.
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5. Oxigénio

A concentracao de oxigénio no perfusado venoso foi medi-
da polarograficamente, através de um eletrodo de pra-
ta/cloreto. As variagdes na concentracao venosa do oxigé-
nio foram registradas e foram deduzidas da concentragao
arterial que foi mantida constante (860 IM) pelo oxigena-
dor. A velocidade de respiracao foi expressa em pmoles de
oxigénio consumidos por minuto, por grama de figado, e
foi calculada pela seguinte equacao:

Consumo de oxigénio=
Fluxo(concentracao arterial — concentracao venosa)
Peso do figado em (g)

Célculo do fluxo metabdlico

Os fluxos metabdlicos sao expressos em pmol por minuto
por grama de figado (pmol min g ). A férmula geral para
o célculo nas dosagens espectrofotométricas é:

Fluxo metabdlico = fator x absorbancia

O fator para dosagem enzimatica da glicose é :

Fator= fluxo (ml / min) x concentracdo do padrao
peso do figado (g) x absorbancia do padrao

Métodos numéricos
Os resultados dos experimentos de perfusao sdo a média
de pelo menos trés experimentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando figados de ratos mantidos em jejum, por pelo me-
nos 24 horas, sao perfundidos, estes 6rgaos mantém a capa-
cidade gluconeogénica, resultada da adaptacao nutricional
imposta aos animais (Ross et al., 1967). Assim, quando pre-
cursores gluconeogénicos sdao infundidos, a liberacao de
glucose pelo figado representa a atividade gluconeogénica,
visto que os niveis de glicogénio destes animais é baixo.
Nos experimentos realizados, foram utilizados figados de
ratos em jejum, por um periodo de 24h e como substrato
gluconeogénico a alanina 2,5 mM. Conforme mostra o gréa-
fico 1, no inicio do experimento (primeiros 10 minutos), a
producéao de glicose pelo figado foi praticamente nula pois
ainda nédo havia sido infundido substrato para a sua sinte-
se. O consumo de oxigénio permaneceu estdvel, pois o fi-
gado estava consumindo O2, porque estava oxidando ac.
graxos endégenos, produzindo NADH e FADH: que sao
equivalentes redutores, doadores de e” para o O: e produ-
zindo ATP na mitocondria. Apés este periodo inicial, foi
entao perfundida a alanina, a qual aumentou a concen-
tracao de glicose, pois o figado comeca a realizar a glico-
neogénese. Simultaneamente ocorreu a ativacao do consu-
mo de oxigénio, porque houve producao de ATP pelo figa-
do para fornecer energia a gliconeogénese.

Quando se comecou a perfundir o benzonidazol (30
minutos ap6s o inicio do experimento), junto com a alanina,
observou-se uma discreta diminuicao da concentracao de
glicose e um leve aumento no consumo de oxigénio e, logo
apos sua retirada os valores voltaram aos niveis normais,
como quando estava perfundindo somente a alanina.

Na segunda série de experimentos foram utilizados ratos
alimentados. Os figados possuiam uma fonte de energia
endégena, o glicogénio. Avaliou-se entdo a glicélise e a
glicogendlise através da liberacao de glicose, de lactato e
piruvato e o consumo de oxigénio.

A glicose é liberada pela fosforélise do glicogénio, as unida-
des de glicose dos ramos externos da molécula do glicogé-
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nio ganham entrada na via glicolitica através da acao se-
qiiencial de duas enzimas: a fosforilase do glicogénio e a fos-
foglicomutase. Lactato e piruvato sao liberados em sua mai-
or parte porque a velocidade de sua producao é superior &
capacidade das células de oxida-los na cadeia respiratoria.

Apébs 10 minutos do inicio do experimento, quando se co-
mecou a infundir o benzonidazol 0,1 mM, observou-se um
aumento na producao de lactato em cerca de 30% e houve
também reducao na producao de piruvato em torno de 70%
e da liberacao de glicose em cerca de 16%. No consumo de
oxigénio houve uma leve ativacdao da respiracao ( 5%).
Quando o Bz foi retirado apés passados 30 min do inicio do
experimento, os valores voltaram préximos aos niveis ba-
sais de quando néo havia infundido a droga ( gréfico 2).

O efeito do benzonidazol observado sobre a producao de
glicose e a respiracao, em animais alimentados e em je-
jum, pode ser proveniente da sua metabolizacao pelo siste-
ma monooxigenase, o qual emprega um tipo de heme-pro-
teina chamada citocromo P-450. O citocromo P-450 catali-
sa as reacoes de hidroxilacdo nas quais um substrato orga-
nico RH é hidroxilado para R-OH as custas de um atomo de
oxigénio do O2; o outro atomo de oxigénio é reduzido até
H20 pelos equivalentes redutores fornecidos pelo NADH
ou NADPH e, é esse fornecimento de equivalentes reduto-
res que pode estar alterando a producao de lactato e piru-
vato pelo figado, pois, na reacao de sintese desses compos-
tos, hé a utilizacdo de NAD+/NADH respectivamente. Em
resumo, o citocromo P-450 realiza, entre outras funcoes, a
hidroxilacao de compostos estranhos ao organismo, trans-
formando-os em substancias mais soliveis em agua, o que
permite sua eliminacdo na urina. Este fato seria compativel
com os valores de glucose e consumo de oxigénio, obser-
vados apos a retirada da droga do meio de perfusao, o que
permite ao figado retornar ao seu funcionamento anterior.

Efeito do benznidazol 0,1 mM sobre a gliconeogénese a
partir da alanina e o consumo de oxigénio
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Efeito do benznidazol sobre a produgéo de piruvato,
lactato, glicose e consumo de oxigénio em figado
de rato alimentado
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CONCLUSOES

O benzonidazol causou um discreto efeito, diminuindo a
producao de glicose pelo figado, como mostra os dados ob-
tidos. A ativacao da respiracao e a alteracao da razao redox
citoplasmética (indicado pelo aumento da razao lactato/pi-
ruvato), podem ser decorrentes da metabolizacao do far-
maco pelo sistema monooxigenase.
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Bases Moleculares da Resisténcia do Mycobacterium
Tuberculosis As Drogas Usadas no Tratamento da
Tuberculose* - Revisao

Molecular Bases of the Resistance Of Mycobacterium Tuberculosis to the Drugs Used in the
Treatment Against Tuberculosis

Francisco Afrénio Cunha' & Cristiane Cunha Frota’
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azida, pirazinamida, etambutol e a multiresisténcia a drogas.

-

RESUMO - Uma revisao sobre diferentes estratégias moleculares empregadas pelas cepas de Mycobacterium tuberculosis, as quais
conferem resisténcia as principais drogas utilizadas no tratamento da tuberculose. Sao analisadas as resisténcias a rifampicina, isoni-

PALAVRAS-CHAVE - Mycobacterium tuberculosis. Tuberculose multidroga-resistente. rpoB. katG. pncA. embB.
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butol and the multidrug-resistant tuberculosis.

UMMARY - A review on different molecular strategies used by strains of Mycobacterium tuberculosis, which confers resistance to
the main drugs used in the treatment of the tuberculosis. It is discussed the resistance to rifampicin, isoniazid, pyrazinamide, etham-

\KEYWORDS - Mycobacterium tuberculosis. Tuberculosis multidrug-resistant. rpoB. katG. pncA. embB. J
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INTRODUGAO

doenca tuberculose, cujo agente etiolégico é o Myco-

bacterium tuberculosis, € uma infeccao créonica que
tem afligido a humanidade hé cinco milénios. Esta doenca
permanece como um sério problema de saide publica no
mundo. A Organizacao Mundial de Saude estima que um
terco da populacao mundial esteja infectada com o bacilo
e cerca de 8 a 10 milhoées de casos novos acontecem a ca-
da ano, com dois milhoes de mortes®.
Nos ultimos anos o nimero de casos de tuberculose recru-
desceu em todo mundo, sendo uma das razoes o advento
da pandemia de AIDS e mais recentemente o aparecimen-
to de cepas de M. tuberculosis resistentes a drogas. O sur-
gimento de cepas resistentes é preocupante, pois existem
poucas drogas efetivas contra a tuberculose, o que tornaria
a doenca sem tratamento. Devido a esta razao é imprescin-
divel o conhecimento das diferentes estratégias molecula-
res desenvolvidas pelo M. tuberculosis que lhe conferem
resisténcia as drogas utilizadas, bem como, o desenvolvi-
mento de técnicas diagndsticas que possam detectar essas
resisténcias®.
Cepas de M. tuberculosis resistentes a rifampicina e a isoni-
azida tém surgido tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento. A magnitude do problema é refletida na
estimativa do nimero de casos novos, que estardao em torno
de 12 milhoes no ano de 2005 no mundo. Cerca de 80% dos
casos novos ocorrem em apenas 22 paises, com mais da me-
tade dos casos ocorrendo em cinco paises asidticos®.
O tratamento quimioterdpico (seis meses), constitui-se co-
mo o mais eficaz no combate a tuberculose, podendo curar
até 85% dos casos. Os principais farmacos empregados no
tratamento de curta duracdo sao constituidos de: rifampici-
na, isoniazida, pirazinamida e etambutol*®. O paciente com
tuberculose recebe por dois meses as trés drogas, que di-
minuem as chances de aparecimento de cepas resistentes

e nos quatro meses seguintes o paciente recebe somente ri-
fampicina e isoniazida. O tratamento de curta duracédo é
efetivo para a maioria dos casos, mas exige adesao do pa-
ciente e do médico, com a prescri¢ao adequada dos farma-
cos e acompanhamento do paciente. Se a resisténcia a ri-
fampicina tornar-se disseminada, ameacara o sucesso do
moderno tratamento de curta duracao da tuberculose®. No
caso de tratamento para casos de cepas resistentes as dro-
gas € estimado que o custo do tratamento seja 50 vezes
mais elevado do que o esquema para cepas sensiveis'.

O consideravel progresso no entendimento do mecanismo
de acao das drogas e das bases moleculares de resisténcia
a esses compostos tem permitido avaliar a resisténcia em
cepas de M. tuberculosis com rapidez e seguranca®.

BASES MOLECULARES DA RESISTENCIA DO Myco-
bacterium tuberculosis A RIFAMPICINA

A rifampicina (RIF) é um farmaco lipofilico altamente ativo
contra micobactérias, se difunde rapidamente através do
envelope hidrofébico das micobactérias, a qual foi introdu-
zida para o uso na terapia contra tuberculose no inicio de
1970 e é atualmente o mais importante componente do es-
quema terapéutico contra a tuberculose. A resisténcia a
RIF ocorre com uma freqiiéncia de 10* e geralmente funci-
ona como um marcador para resisténcia a outras drogas do
esquema de tratamento da tuberculose **.

Com base em detalhados estudos conduzidos em Escheri-
chia coli o mecanismo molecular de acao da RIF foi eluci-
dado e envolve a inibicao da atividade da enzima RNA po-
limerase DNA dependente, codificada pelo gene rpoB. Em
E. coli, esta enzima é um complexo oligomérico composto
de quatro subunidades diferentes (a, 8, 8’ e o, codificadas
pelos genes rpoA, rpoB, rpoC e rpol, respectivamente). A
RIF liga-se a subunidade 8 da RNA polimerase inibindo a
transcricao do DNA em RNAm, deste modo interferindo
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com a transcricao e elongacao da cadeia de RNAm %%,
Estudos genéticos realizados no inicio dos anos 80 mostra-
ram que E. coli pode apresentar mutacoes e delecdes no
gene rpoB. Esses estudos genéticos foram a base para o es-
tudo das mutacoes que podem ocorrer no M. tuberculosis e
conferir resisténcia a RIF*.

Telenti* et al (1993), clonaram e sequenciaram uma regiao
cognata do gene do M. tuberculosis usando uma seqiiéncia
disponivel de gene rpoB do M. leprae. Os dados foram usa-
dos para produzir primers para amplificacao e seqiiencia-
mento de um fragmento de 411 pb do gene rpoB de 66 ce-
pas RIF-resistentes e 56 cepas RIF- sensiveis isoladas de
pacientes de varios continentes. Um total de 15 mutacdes
distintas envolvendo oito aminoécidos em uma regiao con-
tendo 23 aminoacidos no total (69 pb) foram identificadas
em 64 das 66 cepas RIF-resistentes mas, também, em 9 das
56 cepas RIF-sensiveis. Mutagoes especificas nos cédons
526 e 531 foram encontradas em 80% dos casos resistentes.
Vérios estudos evidenciam que mutagdes no gene rpoB do
M. tuberculosis confere resisténcia a RIF. A Tabela 1 mos-
tra o resultado de vérios estudos realizados em que mu-
tacoes nos cédons 516, 526 e 531 do gene rpoB estdo impli-
cados na resisténcia a RIF.

Cerca de 95% das mutacbes ocorre nos cédons 516, 526 e
531, o que possibilitou o desenvolvimento de testes diag-
noésticos para detectar a resisténcia a RIF (Figura 1). Essas
mesmas mutacoes, quando acontecem em E. coli, ocorre o
aumento do tempo de divisao e defeitos na terminacao de
proteinas, fenomeno nao observado em cepas de M. tuber-
culosis devido a um longo tempo de geracao®.

Segundo Rossetti et al (2002) foram realizados varios estu-
dos para caracterizar as linhagens de M. tuberculosis resis-
tentes a RIF. Uma compilacdo de dados disponiveis indicou
que 96% das cepas de M. tuberculosis resistente a RIF, iso-
ladas de pacientes nao relacionadas epidemiologicamente,
apresentaram 35 mutacoes diferentes localizadas em uma
regiao central de 81 bp no gene rpoB. A mutacao mais co-
mum estd localizada no cédon 531, Ser531Leu, TCG-TTG?¥,
sendo a ribosilacao um dos mecanismos utilizados para ina-
tivar a RIF e conferir resisténcia ao M. tuberculosis’.

TABELA |
Andlise comparativa das mutacoes mais freqlientes no gene
rpoB que confere resisténcia ao M. tuberculosis a rifampicina

Origem das amostras Nutmero de % Freqiiéncia dos principais codons
cepas envolvidos

analisadas 516 526 531
América do Norte™ 121 5 43 31
América do Norte® 51 6 43 33
Australia® 33 10 32 52
Brasil®’ 82 9 23 55
China® 193 8 17 45
Espanha'* 50 14 22 48
Estudo Mundial*® 65 9 28 52
Estudo Mundial® 193 3 21 45
Grécia®! 17 12 18 53
Hungria® 29 38 7 31
India 17 12 0 33 42
India 2% 44 4 19 53
Italia™® 37 3 35 59
Japao®’ 20 10 35 35
Oriente Médio' 29 7 48 35
Paises Asiaticos 1> 66 17 3 52
Paises Asiaticos 27 90 14 17 53
Peru’ 19 5 26 98
Russia 1 22 18 23 50
Russia 2* 130 5 15 66
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516
Leu Ser Gln Phe Met Asp Glu Asn Asn Pro Leu Ser Gly Leu Thr
511-CTG-AGC-CAA-TTC-ATG-GAC-CAG-AAC-AAC-CCG-CTG-TCG-GGG-TTG-ACC-
Tyr
TAC
Val
GTC

526 531
His Lys Arg Arg Leu Ser Ala Leu
CAC-AAG-CGC-CGA-CTG-TCG-GCG-CTG-533

Asp Leu
GAC TTG
Tyr
TAC
Leu
CTC
Arg

CGC

FIGURA 1: As substituicoes de nucleotideos e aminoacidos
mais comuns no gene rpoB e na proteina RpoB (Adaptado de
Telenti et al, 1993)

BASES MOLECULARES DA RESISTENCIA DO M. tuber-
culosis A ISONIAZIDA

Isoniazida (INH) é a hidrazida do 4cido nicotinico, a qual foi
sintetizada em 1912 por cientistas Tchecos, mas sua ativida-
de antituberculostatica s6 foi evidenciada em 1951. A INH
precisa ser transformada dentro da célula em acido nicoti-
nico, pelo sistema catalase-peroxidase, para que possa
apresentar atividade contra o bacilo da tuberculose. Esta
droga possui atividade contra as espécies do complexo M.
tuberculosis, no entanto, mostra pouca atividade contra mi-
cobactérias nao tuberculosas®.

A INH é o agente sintético mais poderoso contra o comple-
x0 M. tuberculosis. A concentracao inibitéria minima da
INH é muito baixo e pode variar de 0,02 a 0,05 pg/mL. A
sua elevada poténcia pode ser justificada pela droga possu-
ir vérios alvos dentro da célula micobacteriana. Longas ca-
deias insaturadas de 4cidos graxos, os quais contribuem pa-
ra a impermeabilidade do envelope celular, estdo presentes
essencialmente nas micobactérias, sendo por isso escolhi-
dos como alvo para drogas no combate a tuberculose. O
efeito da INH resulta de uma reacao peroxidativa que é ca-
talisada pela enzima catalase-peroxidase codificada pelo
gene katG. Esta enzima consiste de duas subunidades idén-
ticas de 80 kDa e protege o M. tuberculosis da lesao nociva
causada pelo peréxido de hidrogénio gerado durante o me-
tabolismo oxidativo. A enzima também funciona como
aceptor de elétrons de outras moléculas organicas®.

A atividade da peroxidase parece ser necessdria para ativar
a isoniazida em uma substancia téxica para bactéria, mas a
natureza da atividade deste novo agente formado ainda
permanece parcialmente desconhecida. Estudos recentes
com isoniazida e o sistema catalase-peroxidase purificada
de M. tuberculosis resultou na producao de acido iso-nico-
tinico, piridina 4-carboxialdeido, e varios radicais acila, pe-
racidos e aldeidos capazes de reagirem com grupos nucle-
ofilicos presentes em proteinas*. A atividade da katG pare-
ce ser uma chave na ativacao da isoniazida com a formacao
de varios compostos téxicos, afetando diferentes alvos intra-
celulares, resultando em um efeito pleiotréfico.

Um dos derivados da INH é o acido nicotinico, que funcio-
na como um antimetabdlito andlogo da nicotinamida ade-
nina de nucleotidio (NAD), que interfere em uma série de
reacoes bioquimicas importantes no metabolismo do M. tu-
berculosis. Os radicais livres e os radicais alquil podem
contribuir para a toxicidade da INH*.

O mecanismo de agao da INH tem sido alvo de muitas pes-
quisas, e talvez esteja relacionado a inibicdo de sintese de
proteinas e acidos nucléicos, sendo o mecanismo mais pro-
vavel talvez seja a inibicao da sintese de &cidos micélicos
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(principal acido graxo presente na parede celular de mico-
bactérias). Uma outra hipétese é que a isoniazida possui
uma estrutura muito parecida com a nicotinamida, que é
um importante cofator de muitas enzimas da célula bacte-
riana e, deste modo, interromperia a sintese de importan-
tes compostos dentro da célula®.

Logo apés a introducao da INH como tratamento monote-
rdpico da tuberculose foram isoladas cepas resistentes de
pacientes e foi observado que cepas altamente resistentes
tinham menor atividade da enzima catalase. Em 1992, a re-
lacdo entre resisténcia a INH e baixa atividade desta enzi-
ma foi explicado, com a identificacao do gene katG, o qual
codifica a enzima catalase do M. tuberculosis, que € indis-
pensével para a susceptibilidade a esta droga?.

A resisténcia a INH pode ser predita como resultado de
mutacdes que diminuem o nivel de expressao do gene e re-
duz a atividade da peroxidase ou a peroxidacao do produ-
to’. Em algumas cepas altamente resistentes a isoniazida,
hé a delecao do gene katG do cromossomo, todavia, a mai-
oria das cepas mostra uma mutacao pontual no gene que
altera a atividade da proteina katG. A mutacao pode estar
localizada na regido N-terminal ou C-terminal da proteina.
A enzima catalase, para tornar-se ativada, necessita ligar-
se a um cofator metdlico, que geralmente é o zinco ou fer-
ro. Portanto, mutagoes que alterem a regidao N-terminal
contribuem para que a ligacao estabelecida seja ineficaz e
com isso a atividade da enzima fica prejudicada, alterando
a sensibilidade a isoniazida. A mais freqiiente substituicao
encontrada foi no cédon 463 (Arg463Leu)*, as mais fre-
quentes substituicdes sdo encontrados nos cédons 315 (Ser-
Thr)"** e 463 (Arg-Leu)*, no entanto, diferentes mutacoes
também sao relatadas em outras dreas geograficas®.
Cerca de 20% das cepas resistentes a INH nao mostram al-
teracdo no gene katG e, portanto, outros mecanismos de-
vem ser estudados para avaliar a resisténcia destas cepas.
Os genes ahpC (alkyl hidroperéxido redutase) e kasA (8-
ketoacyl ACP synthase) também estao relacionados a re-
sisténcia a esta droga®.

Uma relacao entre resisténcia a INH, sintese de acidos mi-
colicos e concentracao de NAD foi descrita em 1994 com a
identificacao de um dos alvos da isoniazida, a proteina
InhA, codificada pelo gene inhA. A InhA é uma proteina
transportadora de grupos enoil-acil-redutase (ACP) que é
importante na sintese dos acidos micélicos. Os derivados
toxicos da isoniazida interferem com a atividade da ACP e
com a sintese de acidos micélicos. Uma expressdo exage-
rada do gene inhA, assim como uma mutacdao em regioes
promotoras no gene inhA, gera cepas com resisténcia a iso-
niazida e a etionamida, visto que estas apresentam estru-
turas quimicas semelhantes. Além de mutacdes nas regides
promotoras do gene inhA, alguns isolados clinicos tiveram
mutacoes identificadas na estrutura do gene resultando em
um aumento da constante de dissociacdao do complexo
InhA-NADH, desta forma, resultando em uma diminuicao
parcial da sintese de &cido micolico'*®.

Existem muitos pontos inexplicados em relacao a acao da
INH no M. tuberculosis e existem ainda cepas resistentes
nas quais nenhum desses genes citados acima estao envol-
vidos. No entanto, cerca de 80% da resisténcia a isoniazi-
da encontrada em isolados clinicos sao atribuidos ao gene
katG*.

BASES MOLECULARES DA RESISTENCIA DO M. tu-
berculosis A PIRAZINAMIDA

A atividade antituberculosa da pirazinamida (PZA) foi des-
coberta em 1952 e atualmente é a terceira droga mais im-
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portante no combate a tuberculose. O efeito da PZA se da
usualmente contra uma populacao bacilar que habita lo-
cais de pH baixo, possivelmente em sitios granulomatosos
inflamados e dentro dos fagossomos dos macréfagos infec-
tados. A PZA somente € ativa em meio acido e precisa ser
transformada em dacido pirazandico (POA) pela enzima pi-
razinamidase (Pzase). O POA tem a habilidade de acidifi-
car o ambiente onde o bacilo vive levando a lise do M. tu-
berculosis'. A PZA é um andlogo estrutural da nicotinami-
da e tem sido usado no esquema primaério de tratamento da
tuberculose, juntamente com INH e RIF. A adicao desse
fadrmaco no esquema de tratamento combinado com rifam-
picina e isoniazida fez com que este fosse reduzido de no-
ve para seis meses*. A diminuicao da atividade da Pzase,
codificada pelo gene pncA, esta relacionada com resistén-
cia a PZA. No M. bovis que é naturalmente resistente a
PZA, existe mutacdao no cé6don C169G do gene pncA, que
torna o M. bovis naturalmente resistente a esta droga. De
modo similar, a mutacdo no gene pncA é o mais importan-
te mecanismo de resisténcia do M. tuberculosis a PZA. A
natureza das mutacdes no pncA incluem substituicoes de
aminodcidos, inser¢coes ou pequenas delecoes de nucleoti-
deos, como também, mutacdes no promotor do gene*.

A auséncia de atividade de Pzase no M. tuberculosis com
resisténcia a PZA tem sido demonstrada em mais de 70%
dos isolados de M. tuberculosis PZA resistentes que apre-
sentam mutacoes no gene pncA*. Em adicao, sao encon-
tradas mutacoes no gene pncA em 72 a 97% das cepas de
M. tuberculosis resistentes a PZA'"**. Todavia, nao existe
ainda um mapeamento das diferentes mutacoes que ocor-
rem no gene pncA de cepas de M. tuberculosis em varios
locais do mundo*’.

Ap6s a administracao de uma dose de 1500 mg de PZA po-
de-se atingir elevadas concentracoes da droga em fluidos
humanos (431 +/- 220 Tg/mL), 0 que poderia acarretar em
uma exposicao do M. tuberculosis a variadas concen-
tragoes durante a infeccgao, facilitando a selecao de cepas
resistentes®.

A PZA é bactericida para micobactérias latentes, reduz o
tempo total de tratamento, matando os bacilos que perma-
necem em pH baixo e que normalmente nao sao afetadas
por outras drogas antituberculosas. O teste de sensibilida-
de in vitro para a PZA é dificil de ser realizado, sendo os
resultados nao reprodutiveis e, além de que, nem todos os
laboratérios realizam a técnica rotineiramente, portanto, se
faz necessario desenvolver novas técnicas que possibilitem
detectar a resisténcia desta droga.

As substituicoes nos aminodcidos ocorre preferencialmen-
te na regiao 3 a 17, 61 a 76 e 132 a 142. Essas regioes re-
presentam cerca de 22% da proteina PncA. O alinhamento
das seqiiéncias de aminoacidos de vdrias espécies de mi-
crorganismos revela que estas trés regides contém residu-
os altamente conservados, o que confirma a idéia de que
essas regides podem ser estruturalmente e ou catalitica-
mente importantes para a atividade da enzima PZA. Uma
das hipéteses para a baixa atividade observada em alguns
mutantes deve-se a conformacao inadequada da proteina
ou a instabilidade da proteina Pzase?.

BASES MOLECULARES DA RESISTENCIA DO M. tu-
berculosis AO ETAMBUTOL

O etambutol (EMB) foi primeiro proposto no inicio do anos
60 e é amplamente utilizado no esquema primadrio de tra-
tamento da tuberculose. O EMB interfere com a incorpo-
racao de acidos micélicos da parede do M. tuberculosis "*%.
Esta droga inibe a transferéncia do arabinogalactano den-

159



tro da parede celular um processo que leva ao acuimulo de
dcido micdlicos e seus cognatos que sdo estéres de trealo-
se. A identificacao de B-D-arabinofuranosil-1-monophosfo-
decaprenol como o maior intermedidrio na biossintese do
arabinogalactano, e a rapida acumulacao desses interme-
didrios ap6s a administracao da droga, sugere que o EMB
tenha como alvo a arabinosil transferase. Somente o isome-
ro dextro da droga tem atividade bioldgica, portanto, ou-
tros analogos do EMB nao apresentam boa atividade con-
tra o bacilo®, o que consolida a idéia de que o EMB seja um
analogo da arabinose®. Também é documentado o siner-
gismo entre EMB e outras drogas, e presume-se que ocor-
ra devido ao EMB favorecer o acesso de outra drogas ao in-
terior das micobactérias!'.

Os efeitos do EMB sao extremamente pleitréficos e foi pro-
posto como alvo da acao do EMB a enzima arabinosil trans-
ferase. Existem trés classes de arabinosil transferase: clas-
se I, I e IlI. As classes I e II apresentam baixa afinidade
com o EMB enquanto a classe III apresenta alta afinidade®.
O operon emb codifica varios homélogos da arabinosil
tranferase: EmbA, EmbB e EmbC. Mutac¢ées na EmbB po-
de ser identificada em 47 a 69% das cepas de M. tubercu-
losis resistentes ao etambutol e estdo associadas a altos ni-
veis de resisténcia (MIC > 20 ng/mL), enquanto que na au-
séncia de mutacao o MIC permanece abaixo de 10 pg/mL.
O EMB se liga ao centro ativo da enzima e portanto, a pro-
ducéo excessiva da enzima EmbB resulta em resisténcia a
droga**. Foram encontradas mutacdes em mdultiplos c6-
dons que resultaram em dois, trés ou quatro aminoacidos
diferentes na proteina EmbB, sendo esta proteina prova-
velmente de localizacao transmembrana, que tem ativida-
de importante na sintese de acidos micélicos do M. tuber-
culosis*®*,

Na maioria dos casos, a resisténcia ao EMB também esta
associada com resisténcia a outras drogas antituberculo-
sas. O locus embB esta associado com o alvo da resistén-
cia ao EMB e substitui¢cdes no c6don 306 do gene embB no
M. tuberculosis mostraram ser mais frequientes e mais pre-
ditivos para resisténcia ao EMB*.

RESISTENCIA A OUTRAS DROGAS

No M. tuberculosis ocorre resisténcia cruzada entre amica-
cina e canamicina, mas nao entre amicacina e estreptomi-
cina. Estreptomicina constitui a droga mais antiga no com-
bate a tuberculose, tendo sido estabelecida no tratamento
em 1940. Os altos niveis de resisténcia estdo associados
com alteracdes no alvo ribossomal resultado de mutacoes
no gene rpsL, que produz uma mutacao Lis-43-Arg na pro-
teina ribossomal S12 ou mutacao na regiao 530 ou 915 do
gene 115 da unidade 16S do rRNA. Em cepas de M. tuber-
culosis foi identificada uma mutacao no gene r1rs que de-
termina resisténcia a canamicina. A freqiéncia de mu-
tacoes associadas a resisténcia estreptomicina é da ordem
de 10° e a canamicina é da ordem de 10°®. Essa diferenca
de magnitude sugere que a resisténcia a cada classe de
aminoglicosideo, resulta de uma simples mutacdao. A es-
treptomicina pertence a classe estreptidina e a canamicina
pertence a deoxiestreptamina. O M. tuberculosis possui
uma Unica coépia do gene 113 e, portanto, qualquer mutacao
pontual resulta em resisténcia a ambos amicacina e cana-
micina®

MULTIDROGA RESISTENCIA

Enzimas citocromo P450 geralmente sao encontradas em
células de mamiferos e raramente sao encontradas em bac-
térias, o M. tuberculosis possui cerca de 20 dessas enzimas.
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Essas enzimas poderiam ser usadas pelo bacilo da tubercu-
lose na metabolizacdo rdapida das drogas e conseqiiente
desenvolvimento de multiresisténcia. Essas enzimas pre-
sentes no M. tuberculosis podem representar um alvo po-
tencial para desenvolvimento de novas drogas’®.

CONSIDERACOES FINAIS

A resisténcia simultanea do M. tuberculosis a varias drogas
é o resultado da acumulacdo de mutacoes independentes,
alterando principalmente o alvo. A resisténcia a drogas por
transposons e plasmidios nao foram encontradas no com-
plexo M. tuberculosis®.

O tempo necessario para o cultivo e o teste de sensibilida-
de tem sido avaliado entre 21 a 60 dias, dependendo do
método usado. A aplicacdo de métodos moleculares para
deteccao de mutagdes gendémicas indicativas da resisténcia
a drogas tem sido capazes de encurtar o tempo de respos-
ta ao paciente, contudo, essas técnicas ndao sao emprega-
das de rotina pois requerem equipamento especializado e
sao de alto custo®.
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Incidéncia de Hipotireoidismo Auto-Imune em
Pacientes Atendidos na Cidade de Trés de Maio, RS

Incidence of hypothyroidism autoimmune in patients checked in Trés de Maio City, RS

Tathiane Hofstetter' & Leticia Beatriz Matter’

de exposicao aos agentes toxicos. Considerando os
sos com anticorpos antitireoidianos €

sideracao as caracteristicas culturais e sociais destas localidades.

/RESUMO - A TH (TH) é uma doenca auto-imune considerada como causa habitual do hipotireoidismo primdrio. No presente estudo
avaliou-se, retrospectivamente, o perfil clinico dos pacientes da Clinica Sao Vicente de Paula, Trés de Maio, RS, atendidos no perio-
do de marco a dezembro de 2003. Foram analisados 60 casos com hipotireoidismo diagnosticado, entre 2 a 96 anos de idade, sendo
54 do sexo feminino e 6 do sexo masculino. Destes, 22 casos (36,7%) apresentaram anticorpos antitireiodianos, sendo 18 do sexo fe-
minino e 4 do sexo masculino, numa proporcao, aproximada, de 5:1, localizados na area rural (36,36%) e na area urbana (63,64%). A
ocorréncia de TH congénita foi positiva para 5 casos (22,72%). O bécio foi verificado em 2 casos, enquanto a hipersensibilidade a me-
dicamentos esteve presente em 2 casos, também, entre os sintomas caracteristicos da doenca, foram relatados o retardo mental e a
alopecia, em homem e mulher, respectivamente. O estudo demonstrou, também, a existéncia de 7 pacientes que tiveram algum tipo

achados descritos no no presente estudo, conclui-se que a incidéncia de ca-

é significativa e que a histéria familiar de TH, e outros fenémenos relacionados a ativacao do

sistema imune, podem sugerir, respectivamente, um carater genético a origem do problema e a propensao ao desenvolvimento da dis-

funcao. Entretanto, a co-participacao de fatores ambientais nao pode ser excluida, merecendo estudos regionais, que levem em con-

PALAVRAS-CHAVE - TH, Hipotireoidismo, anticorpos antitireoidianos.

-

patients with some historical exposition to toxic agents.

cultural and social characteristics of these places.

SUMMARY - The Hashimoto's thyroiditis (HT) is a autoimmune disease considered the main etiology of primary hypothyroidism. The
present study evaluated retrospectively, in the period of March to December of 2003, the clinical profile of the patients at SGo Vicen-
te de Paula Clinic, in Trés de Maio, RS. Sixty patients with hypo-thyroidism were analyzed, 2 to 96 years old, being 54 female and
6 male. Of these, 22 cases (36,7 %) presented thyroid antibodies, being 18 female and 4 male, in a proportion of 5:1, located in the
agricultural area (36,36%) and in the urban area (63,64%). The occurrence of congenital Hashimoto's thyroiditis was positive for 5
cases (22,72%). The goiter was verified in 2 cases, while the hypersensitivity to medicines was present in 2 cases. Among the disor-
der symptoms, the mental retard and the baldness were observed, in man and woman, respectively. The study also demonstrated 7
Considering the study results one can conclude that the prevalence of cases
with thyroid antibodies in thyroid disorders is significant and the family history and other phenomenon related with the immune sys-
tem activation, can suggest, respectively, a genetic character linked to the disease etiology and the propensity to develop the dysfunc-
tion. However, the contribution of environmental factors cannot be excluded, suggesting regional studies, that take into account the

KEYWORDS - Hashimoto's thyroiditis, hypothyroidism, thyroid antibodies.
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INTRODUCAO

glandula tire6ide secreta dois hormonios, a tiroxina

(T4) e, em menores quantidades, a triiodotironina (Ts),
os quais exercem profundo efeito sobre o metabolismo cor-
poral® . Esta é composta de grande numero de foliculos
que contém coléide, cujo principal componente é a tireo-
globulina, que contém hormonios tiredideos como parte de
sua molécula. Logo, a tireoglobulina € o sitio de armazena-
mento dos hormonios tire6ideos!* .
O iodeto alimentar é essencial a sintese de hormoénios tire-
6ideos. E ativamente captado pelas células da tiredide e
oxidado enzimaticamente pela peroxidase tire6idea, a
qual, também, medeia a iodacgao de residuos da tireoglobu-
lina que resulta na formac¢ao da monoiodotirosina (MIT) e
diiodotirosina (DIT). A unido de MIT ou DIT formard Ts ou
Ts, que serao liberados. A secrecao de Ts e Tsocorre apos
digestdao proteolitica da tireoglobulina® **. Para que seja
formada a quantidade normal de tiroxina e triiodotironina,
devem ser ingeridos cerca de 50 mg de iodo a cada ano, ou

seja, aproximadamente 1 mg por semana. Para se evitar a
deficiéncia de iodo, o sal comum é iodetado com uma par-
te de iodeto de sédio para cada 100.000 partes de cloreto
de so6dio™.

A sintese de horménio tire6ideo é controlada pela secrecao
de hormoénio hipotaldmico de liberacao de tireotrofina
(TRH) e do hormoénio hipofisdrio de estimulacao da tiredi-
de (TSH) no processo de retroalimentacao negativa. Baixos
niveis de Ts e T: estimulam a liberacdo de TRH e de TSH.
O TSH estimula a tire6ide a sintetizar Ts e T+ ,quando ni-
veis sobem o suficiente, a liberacdo de Tz e T: € suprimi-
da. Em individuos com supressao da sintese de Ts e Ts, TSH
e TRH estao aumentados®. Com o tempo, a capacidade da
tire6ide em responder ao TSH diminui e o paciente apre-
senta indicios progressivos do hipotireoidismo® .

Os hormoénios tiredideos exercem efeitos metabdlicos em
diversos tecidos corporais. Tais efeitos sao exacerbados no
hipertiroidismo e deficientes no hipotireoidismo . As dis-
funcoes tireoidianas caracterizam-se por alteracoes no fun-
cionamento da tiredide e, como conseqiiéncia, na producao
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de seus hormoénios triiodotironina (T:) e tiroxina (T.). Por
sua vez, a alteracdo na producao destes hormonios reflete
no funcionamento de varios outros sistemas do organismo
nos quais os hormonios apresentam efeitos.

Segundo PONTES et al (2002), normalmente a prevaléncia
de disfuncoes tireoideanas é de 2 a 4% nos individuos com
mais de 65 anos de idade e de 0,5 a 1% na populacdao em
geral. Varios fatores estao envolvidos na origem destas dis-
funcoes, entre os quais estao os mecanismos auto-imunes.
A TH, também chamada tireoidite auto-imune, tireoidite
linfocitica cronica, inflamacao da tiredide, tiredide pre-
guicosa, é a forma mais comum de tireoidite® ., E um dis-
tirbio no qual o préprio organismo produz anticorpos con-
tra a glandula tire6ide, o que leva a um processo inflama-
tério créonico e consequente destruicao do tecido tiredideo,
destacando-se como uma das mais importantes causas do
Hipotireoidismo® .

Neste tipo de disfuncéo fatores imunolégicos sao fornecidos
por anticorpos anti-tiredideos circulantes, podendo estar as-
sociados com outras doencas auto-imunes® *. Estes anticor-
pos geralmente sdao auto-anticorpos anti-microssomal da
célula folicular, anti-tireoglobulina, anti-peroxidase da tire-
6ide e anti-antigeno de superficie da célula folicular %2,
Desta forma, podem ser medidos no soro sangtiiineo auto-
anticorpos contra diversos componentes antigénicos na
glandula tiredide, incluindo a tireoglobulina (TgAb), pero-
xidase tireéidea (TPOAb/anticorpos anticromossomicos) e o
receptor de TSH. Um teste fortemente positivo para TbAb
ou TPOAD indica uma doenca tiredidea auto-imune .

As manifestacoes de auto-imunidade na doenca de Hashi-
moto refletem um defeito na vigilancia imunolégica, consi-
derando como sendo uma deficiéncia geneticamente de-
terminada de células supressoras T que permitem a persis-
téncia de um clone de células T dirigido contra antigenos
da tire6ide®. Logo, tireoidite auto-imune é caracterizada
pela resposta humoral e celular a antigenos tire6ideos-es-
pecificos, levando a um processo inflamatério e causando a
destruicao do tecido tireéideo!"'?. Nos pacientes com hipo-
tireoidismo auto-imune, além dos niveis baixos de Tz e Ts e
dos niveis elevados de TSH, sdao clinicamente importantes
para o diagnoéstico a presenca de auto anticorpos dirigidos
contra a tireoglobulina e peroxidase tiredidea™ .

Desde a publicacao de ROIT et al relatando a presenca de
anticorpos circulantes contra antigenos tireoidianos em pa-
cientes com doencas auto-imunes da tire6éide, muita
atencao tem sido dada ao tema, em funcao de sua potenci-
al importancia diagnéstica. Tal observacao adquire valor
na medida em que auto-anticorpos contra antigenos tireoi-
dianos podem ser encontrados em cerca de 2% da popu-
lacdo feminina caucasiana, e sua deteccao pode ser ttil co-
mo marcador da presenca de doenca auto-imune tireoidia-
na, colaborando com o diagnéstico médico"”.

Este tipo de disfuncao leva ao surgimento de sintomas como
a fadiga, movimentos lentos, intolerancia ao frio, consti-
pacao, diminuicao da memoria e concentracao mental e, al-
gumas vezes, ganho de peso, o que diminui a qualidade de
vida destes pacientes. No entanto, um dos maiores agravan-
tes da TH é a destruicao da tireéide e total perda da producao
de hormonios, tornando-se, o paciente, dependente de fontes
hormonais externas® .

Sabe-se, que 10% da populacao normal apresenta anticorpos
antitireiodianos, e estes individuos tém sido considerados
portadores de uma tireoidite auto-imune assintomatica®'.

A auséncia completa da secrecao tiredidea geralmente faz
com que o metabolismo basal fique cerca de 40 a 50%
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abaixo do normal, ao passo que excessos extremos de se-
crecdo tiredidea podem fazer com que o metabolismo basal
fique de 60 a 100% acima do normal®.

Quando manifestado durante o desenvolvimento e a infan-
cia, ele resulta em cretinismo, com seus retardos fisico e
mental, associados. Quando o hipotireoidismo surge pela
primeira vez em criancas com mais idade ou em adultos,
ele é denominado mixedema (acimulo de mucopolissaca-
rideos hidrofilicos no tecido conjuntivo de todo corpo)®.
O Hipotireoidismo é conhecido como causa de retardo de
crescimento, hiperprolactemia e puberdade precoce, na
maioria dos casos incompleta com alteracgoes tipicas de es-
timulacao estrogénica, como desenvolvimento das mamas,
alteracdao na secrecao vaginal, e auséncia de adrenarca
que é revertida com o tratamento tireoidiano®.

Sao escassos os estudos populacionais sobre este tipo de
patologia na Regidao Sul, em especial, no interior do Rio
Grande do Sul. Desta forma, pretende-se determinar a pre-
valéncia do hipotireoidismo por anticorpos anti-itireiodia-
nos através de uma revisao retrospectiva dos pacientes
atendidos em Trés de Maio, buscando delinear o perfil cli-
nico, associado aos anticorpos antitireiodianos destes paci-
entes com hipotireoidismo, bem como, investigar as possi-
veis causas da tireoidite auto-imune.

MATERIAIS E METODOS

Foram avaliados, em estudo retrospectivo de marco a de-
zembro de 2003, os pacientes portadores de hipotireoidis-
mo, em seguimento, a partir do arquivo da Clinica Sao Vi-
cente de Paula, Trés de Maio, RS.

Foi delineado o perfil clinico dos pacientes através da ana-
lise dos niveis de TSH, T4 total, T4 livre e anticorpos anti-
tireoperoxidase (ATPO) séricos, com levantamento dos si-
nais e sintomas e verificacdo do local de residéncia, se ur-
bano ou rural.

Os critérios de diagnéstico da TH foram baseados na pre-
senca de anticorpos ATPO e, T4 e TSH alterados. Conside-
rando-se como hipoitireoidianos auto-imunes aqueles que
apresentaram o anti-TPO positivo, sendo titulos maiores
que 1000. Os hipoitireoidianos congénitos foram conside-
rados os pacientes com histéria familiar.

RESULTADOS

No presente estudo foram analisados 60 casos clinicos de
pacientes com hipotireoidismo provenientes de Trés de
Maio e localidade vizinhas. No que diz respeito aos paci-
entes residentes na cidade de Trés de Maio, verificaram-se
22 casos com hipotireoidismo, ou seja, 0,09% em relacao a
populacdo geral do municipio. Este resultado, quando
comparado aos dados da literatura, pode ser considerado
baixo, j& que a média estimada é de aproximadamente 1%
na populacao®. Esta constatacao pode ser explicada pelo
fato da Clinica atender apenas conveniados e particulares,
0 que pode ndao representar o percentual real.

Do total de casos, 54 (63,3%) sdao do sexo feminino e 6
(36,7%) do sexo masculino, conforme Figura 1, numa pro-
porcao de 9:1 para o sexo feminino.

Uma das causas habituais de hipotireoidismo primario é a
auto-imunidade, denominada TH®. Entre os 60 pacientes,
22 apresentaram anticorpos anti-tireoperoxidase positivo
(ATPO), ou seja, titulos acima de 1000, o que representa,
aproximadamente 36,7% dos casos (Figura 2).
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Hipotireoidistno

f

54

O Masculing B Ferninuno

Figura 1

Pacientes com Hipotireoidismo
Primario e ATPO

O&ATPO
Fositivo

@ ATPO
Negativo

Distribuicdo dos Pacientes com
TH conforme a faixa etaria

Ocorréncia
o0

Infantil Adolescente Adulto Idoso

Figura 2

Com TH foram constatados 18 pacientes (81,81%) do sexo
feminino e 4 (18,19%) do sexo masculino, numa proporgao
aproximada de 5:1, notando um predominio do género fe-
minino (ver Figura 3). Tais resultados concordam com as
demais pesquisas realizadas no assunto 22,

Neste estudo, a faixa etaria dos pacientes com hipotireoi-
dismo primédrio varia entre 2 a 96 anos, abrangendo assim,
4 faixas etdrias: infantil, adolescente, adulto e idoso. Se-
gue-se 0 mesmo para os pacientes com hipotireoidismo au-
to-imune, onde hé 1 paciente infantil, 5 adolescentes, 13
adultos e 3 idosos, o que corresponde, respectivamente,
4,54%, 22,72%, 59,1% e, 13,64 % (Figura 4).

Figura 4

Observacao: Idades consideradas em cada faixa etdria: in-
fantil (0 — 9 anos), adolescente (10 — 19 anos), adulto (20 -
59 anos) e idoso (60 anos acima).

Tabela 1
Distribuicao dos pacientes com ATPO conforme a idade.

Idade Sexo Sexo
Feminino Masculino

0 —9 anos 01 00
10 — 19 anos 04 01
20 — 29 anos 03 01
30 — 39 anos 02 00
40 — 49 anos 04 01
50 — 59 anos 02 00
60 — 69 anos 02 01
TOTAL 18 04

Freqiiéncia de pacientes com TH

) Congénita
Sexo dos Pacientes com
tireoidite de Hashimoto 23%
18%,

M Sexo

Feminino
[ Sexo 77%

Masculino 829%, M Congénito

[0 Nao congénito
Figura 3 Figura 5
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Tabela Il
Relacao dos pacientes e do tipo de agente téxico. Otoxico

Tabela Ill
Sinais e Sintomas do Hipotireoidismo.

Caso Sexo Agente exposto
A Masculino Iodo radioativo
B Masculino Tintas e solventes
C Feminino Agrotoxico
D Masculino Agrotdxico
E Feminino Agrotdxico
F Feminino Tintas e solventes
G Feminino Agrotdxico

Residéncia dos pacientes ATPO

Zona postivo Zona
Urbana Rural
64% 3 6%

Figura 6

Ocorréncia de Bécio em Pacientes
do sexo feminino com TH

Bécio

Figura 7

Ocorréncia de alergia a
medicamentos em pacientes

com TH

O Alergia a medicamentos

E Sem alergia constatada

Figura 8
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Sinais e Sintomas
CRIANCAS
Incapacidade do aprendizado
Retardo Mental
Baixa estatura
Idade dssea atrasada
Puberdade Tardia
ADULTOS
Fadiga
Pele seca, aspera, fria
Intolerancia ao frio
Cabelos crespos e finos
Fraqueza
Rouquidao
Letargia
Unhas esbranquigadas
Ganho ponderal
Edema periorbitario, periférico
Constipacao
Reflexos Retardados
Mialgias
Tempo de reacdo retardado
Artralgias
Cor alaranjada da pele
Irregularidades menstruais
Bradicardia
Queda de cabelos

Derrames pleurais, pericardicos

Fonte: ANDREOLI (1997).

DISCUSSAO

Estudos mostram que a prevaléncia de (TH) na populacao
em geral estd na ordem de 0,5 a 1,2% (2). Ela é a causa
mais comum de hipotireoidismo nos Estados Unidos, onde
a incidéncia é aproximadamente 3-5 casos por 1000 indivi-
duos/ano”. Apesar da literatura afirmar ser a tireoidite a
principal causa de hipotireoidismo isto nao foi evidenciado
em nossos estudos, visto que 38 pacientes, ou seja, 63,3%
apresentaram ATPO negativo. Este percentual de hipotire-
oidismo foi diagnosticado pela alteracdo dos hormoénios T4
livre e TSH e nao pela presenca de ATPO (Figura 2).

O predominio da doenca no sexo feminino (Figura 3) tam-
bém foi constatado em outros trabalhos. Segundo ROO-
BINS (1996), a TH é uma doenca predominantemente do
sexo feminino, com uma proporcao de 5:1. J&A MAZZAFER-
RI (1988) cita como uma doenca cerca de seis vezes mais
comum em mulheres do que em homens.

De acordo com a literatura, atualmente, é o distarbio isola-
do da tiredide mais freqiientemente observado na infancia
e na adolescéncia e sua incidéncia aumenta com a idade
(20, 26). Conforme ANTUNES E MATOS (1992), existe um
pico de incidéncia da doenca entre os 30 e 50 anos, o que
confere com o estudo realizado (Figura 4 e Tabela 1).
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Embora a TH exista sem restricao racial e étnica, ela ocor-
re mais comumente em familias onde outro membro apre-
senta auto-imunidade a tire6ide™ *. A demonstracao de ca-
sos de TH em pacientes com grau de parentesco, segundo
FERNANDES et al (2003), indica a existéncia de predispo-
sicao genética a doenca. No entanto, nenhuma forma de
heranca genética ainda tem sido definida®. Para MAZ-
ZAFERRI (1988), existe freqlientemente uma histéria fami-
liar na doenca de Hashimoto, podendo ocorrer anticorpos
anititireoidianos circulantes em parentes sem doenca tire-
oidiana declarada. Assim, uma pessoa com pelo menos um
parente de primeiro ou segundo grau com TH deve ser
submetido ao rastreamento da funcao tireoidiana e da pre-
senca de auto-anticorpos®. De acordo com os estudos de
LIMA et al (2002), a histéria familiar é positiva para a do-
enca tireoidiana em 30-40% dos casos. No presente estudo,
a histéria familiar foi positiva para 5 casos, ou seja, 22,72%
(Figura 9), caracterizando-se como do tipo congénito.

A etiologia da TH parece envolver interacées complexas
entre fatores genéticos, ambientais e endégenos®. Segun-
do LIMA et al (2002), o surgimento da TH pode estar asso-
ciado a fatores ambientais ainda nao muito esclarecidos
mas implicados na patogénese das doencas da tireéide,
tais como: agentes infecciosos, fatores dietéticos, poluentes
e estresse. O estudo demonstrou que 31,81% dos pacientes
tiveram algum tipo de contato ocupacional com agentes t6-
xicos, conforme mostra a Tabela 2. A prevaléncia de paci-
entes portadores de ATPO na zona rural perfez um total de
8 pacientes, 36,36%, sendo desta forma maior na popu-
lacao urbana, com 14 pacientes, ou seja, 63,64% (Figura 6).
Este valor é préoximo ao encontrado por QUEIROZ et al
(2002), que observou uma incidéncia de 38,6% na zona ru-
ral. J&a PONTES et al (2002), estudando 210 pacientes com
hipotireoidismo auto-imune verificou que 19,6% destes
pertenciam a &rea rural.

A TH resulta da destruicao da arquitetura tireéidea por in-
filtracao linfocitica, resultando no hipotireoidismo®. Exis-
tem tipicamente poucos sintomas, além do inicio gradativo
do bécio indolor, que representem o aspecto clinico princi-
pal da doenca, o qual inicialmente ndao é acompanhado por
sintomas locais ou sistémicos®. Em geral, os pacientes ex-
perimentam um periodo varidvel mas prolongado de hipo-
tireoidismo subclinico, e a doenca progride com o passar
do tempo™. No estudo realizado por BURMANN (2001), a
maioria dos pacientes apresentou um aumento palpavel da
glandula, o qual possui uma consisténcia firme e pode re-
gredir com o tempo. Em nosso estudo foram encontrados 2
casos de boécio e TH, exclusivamente em mulheres, com
idade entre 10 a 29 anos, representando 11,11% dos paci-
entes do sexo feminino (Figura 7) e, 9,09% dos pacientes
com tireoidite. Este resultado mostra um indice baixo entre
o total de casos com TH, diferente do que a literatura tem
demonstrado.Da mesma forma, pesquisas mostram que a
ocorréncia de bocio ocorre principalmente em mulheres
adultas®. De acordo com o trabalho de LIMA et al (2002),
0 bécio é predominantemente no sexo feminino e na faixa
etdria entre 30 e 60 anos.

Outras doencas auto-imunes tendem a ocorrer com uma
freqiiéncia maior do que a esperada em pacientes com
TH® . Deve-se considerar cuidadosamente a possibilida-
de de que um paciente com TH tenha outras doencas auto-
imunes associadas'”. Dentre os pacientes com a tireoidite,
em nosso estudo, 2 apresentaram alergia a medicamentos,
sulfas e vibramicina; ambos do sexo feminino, representan-
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do 9,09% de modo geral e 11,11% das mulheres (Figura 8).
A TH é caracterizada por uma reducao generalizada na
funcdo metabdlica o que freqliientemente se manifesta re-
duzindo a velocidade de atividade fisica e mental’®. A apre-
sentacao clinica depende da idade dos pacientes, sexo e
condicao fisica, dependendo, também da idade de inicio e
intensidade da deficiéncia tireoideana”". No presente estu-
do foi constatado um caso, do sexo masculino, com retardo
mental, o qual apresentou hipotireoidismo congénito desde
a infancia. O retardo mental se deve ao fato da doenca ter
sido diagnosticada tardiamente. Devido aos efeitos de lar-
go-espectro do hormonio da tireéide, o hipotireoidismo po-
de ter efeitos prejudiciais profundos em numerosos siste-
mas e 6rgaos” . Em criancas muito jovens, pode resultar
em retardamento mental irreversivel e crescimento fisico
reduzido e puberdade tardia”*". Em relacao aos sintomas ti-
picos relacionados na Tabela 3, foi observado apenas uma
paciente adolescente (4,54%) com alopecia, sendo os de-
mais sintomas nao mencionados. De acordo com BUR-
MANN (2001), alguns pacientes apresentarao sintomas 6b-
vios de hipotireoidismo e mudanc¢as minimas de niveis de
hormonios tiredideos, ja outros terao sintomas sutis apesar
de notadamente a funcao da tire6ide ser anormal.

Em geral, os pacientes apresentam 6timo prognéstico com
terapia apropriada de reposicao hormonal®**. O hipotire-
oidismo e o bécio sao indicagoes para terapia com levotiro-
xina, administrando-se doses adequadas deste farmaco pa-
ra suprimir os niveis de TSH e diminuir o bécio". Confor-
me o estudo de BURMANN (2001), em aproximadamente
1-5% dos pacientes com tireoidite auto-imune a recupe-
racao da funcao da tiredide acontece espontaneamente.
Para BURMANN (2001), a substituicao de hormoénio da ti-
redide deveria ser iniciada cautelosamente, pois acredita-
se que alguns pacientes possam ter um aumento abrupto
dos niveis de hormoénios tireéideos o que pode aumentar a
demanda de oxigénio do miocardio e resultar em um dano
cardiaco. BRIX et al (2000) cita em seu trabalho que o tra-
tamento com este farmaco em paciente com tireoidite au-
to-imune pode conduzir a uma reducgao significante nas
concentracoes de anticorpos no soro. Nesta pesquisa,
100% dos pacientes com hipotireoidismo auto-imune fo-
ram ou estao sendo tratados com levotiroxina.
Considerando os achados descritos no presente estudo re-
trospectivo, conclui-se que, no municipio de Trés de Maio
e nas localidades vizinhas, a incidéncia de anticorpos anti-
tireoidianos em disfuncdes tireoidianas é significativa, tan-
to na area rural como urbana. A TH mostrou-se presente
em todas faixas etdrias, porém, com maior ocorréncia em
adultos e com predominio no sexo feminino. A histéria fa-
miliar de TH pode sugerir um carater genético a origem do
problema, enquanto a existéncia de outros fenémenos de
ativacao do sistema imune pode sugerir uma predisposicao
ao desenvolvimento da disfuncao. Por outro lado, as co-
participagoes de fatores ambientais ndo podem ser exclui-
das também, merecendo estudos mais aprofundados.
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Avaliacao do Emprego de Teste Combinado
Antigeno/Anticorpo na ldentificacao de Infeccao
Recente de Hiv-I/li em Doadores de Sangue*

Evaluation of a Combined Antigen/ Antibody Test for The Identification of Recent Hiv I/li Infection
in Blood Donors*
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servicos de bancos de sangue.
PALAVRAS-CHAVE - doador. HIV. Soroconversao.

RESUMO - O objetivo do trabalho foi avaliar o uso de teste combinado na identificacao de infeccao recente de HIV-1/2 em doadores
de sangue do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara. Um novo ensaio (VIDAS HIV DUO/BioMérieux), que detectava anti-
geno p24 e IgG anti-HIV-1/2 foi introduzido a rotina e realizado em 998 doadores. Doadores com resultados positivos ou inconclusi-
vos foram convocados para nova coleta e testes de ELISA e Western Blot (HIV Blot 2.2/Murex) foram novamente realizados. Sensibi-
lidade, especificidade, razao de verossimilhanca e o coeficiente Kappa foram calculados. Dentre os 998 doadores, 937 foram negati-
vos nos trés ensaios de ELISA e 61 (6,1%) apresentaram resultados positivos ou inconclusivos em pelo menos um teste. Entre os 61
doadores, 11 confirmaram-se positivos e 50 negativos no Western Blot. Nenhum caso de soroconversao foi verificado. A sensibilidade
do teste combinado foi de 100%. As especificidades encontradas para os ensaios foram 99,0% (Vironostika HIV Uni-form II plus O),
99,3% (VIDAS HIV DUO) e 99,7% (ICE HIV-1.0.2). O coeficiente Kappa entre os testes de rotina foi de 60,4%. As concordancias en-
tre o teste combinado e os testes ICE HIV-1.0.2 e Vironostika HIV Uni-form II plus O foram Kappa=68,30% e Kappa=54,10%,
p<0,0001, respectivamente. Os resultados mostraram que o desempenho do teste combinado é comparavel aos métodos existentes no
mercado. Entretanto, novos estudos sao necessarios para que se confirme sua utilidade na deteccao de infeccao recente de HIV em

/

-

KEYWORDS - donor. HIV. Seroconversion.

o

SUMMARY - The objective of this study was to evaluate a combined antigen-antibody test for the identification of recent HIV I/ II in-
fections in blood donors at the Center of Hematology and Hemotherapy of Ceard State (HEMOCE) from 2000 to 2003. In addition to
routine testing, a new essay (VIDAS HIV DUO/ BioMérieux) detecting the antigen p24 and IgG anti-HIV I/ II was performed in 998
blood samples. Donors positive or inconclusive results were invited to provide a second sample, ELISA and Western Blot tests (HIV
Blot 2.2/ Murex) were repeated. Sensitivity, specificity, likelihood ratios, and the Kappa coefficients were calculated. Of the 998 blo-
od donors, 937 had negative results for HIV in all three ELISA tests, and 61 (6,1%) had at least one positive or inconclusive result. Of
these 61, 11 were confirmed to be positive by Western Blot. There was no case of seroconversion. The sensibility of the combined test
was 100%. The specificities of the tests were 99,0% (Vironostika HIV Uni-form II plus 0), 99,3% (VIDAS HIV DUO) and 99,7% (ICE
HIV-1.0.2). The Kappa coefficient between the routine tests was 60,4%. The agreement between the combined VIDAS HIV DUO test
and the ICE HIV-1.2.0 and Vironostika HIV Uni-form II plus 0 tests were Kappa=68,3% and Kappa=54,1%; p<0,0001, respectively. This
study shows that the performance of the combined VIDAS HIV DUO test is similar to commercially available routine tests. Further
studies are needed to confirm the usefulness of the combined test for detecting recent HIV infection in sera of blood donors.

/

INTRODUCAO

Os modos de transmissao do HIV, hoje conhecidos por
uma grande maioria da populacao, continuam os mes-
mos daqueles inicialmente observados no inicio da pande-
mia. No entanto, o nimero de pessoas portadoras do virus
continua aumentando a cada ano. Segundo estimativas da
OMS, até 2003, 34,6 milhoes a 42,3 milhdes de pessoas fo-
ram consideradas portadoras de HIV/AIDS em todo mun-
do e mais de 20 milhdes morreram devido a doenca. Na
Ameérica Latina houve 70.000 mortes associadas ao virus,
tendo ocorrido 120.000 a 180.000 novos casos em 2003, so-
mando-se 1,9 milhoes de pessoas portadoras da doenca.
Atualmente, o Brasil tem aproximadamente 680 mil porta-
dores do virus, incluindo pessoas que ja desenvolveram
AIDS. A incidéncia da AIDS por 100.000 habitantes é de
aproximadamente 5,4 no Nordeste do pais, sendo que o

Ceard responde por 1,6% desse percentual. A média anu-
al de casos de AIDS nos ultimos cinco anos foi de 526. Em
Fortaleza, somam-se 2856 pacientes. (BRASIL, 2004; CA-
SOS, 2004; DADOS, 2004a; DADOS, 2004b; ONUSIDA,
2003; STEINBROOK, 2004).

O sangue pela sua caracteristica de produto biolégico,
mesmo se corretamente preparado e indicado, quando
transfundido, carrega intrinsecamente varios riscos, inclu-
indo a de transmitir o virus da imunodeficiéncia adquirida.
Em 1982, foi evidenciada a primeira descricao de uma do-
enca semelhante a AIDS em hemofilicos e receptores de
hemoderivados. Através desses relatos, levantou-se a sus-
peita de transmissdao sanguinea do agente etiolégico da
AIDS tendo-se iniciado esforcos para excluir das doagoes
de sangue individuos com sintomas ou que apresentavam
fatores de risco associados a doenca. Assim, a partir das
evidéncias epidemiolégicas, mesmo antes da identificacao
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do virus, ja se tornara contundente essa forma de trans-
missao (COVAS, 1998).

A deteccao da infeccao do HIV através dos testes imunol6-
gicos tem superado dificuldades principalmente atribuidas
a grande variabilidade genética dos diferentes tipos (HIV-
1 e HIV-2) e subtipos virais. Embora os dados relacionados
a sua distribuicdo sejam ainda limitados, conseqiiéncias
imediatas dessa diversidade podem ser previstas, como por
exemplo, as possiveis diferencas na patogénese e taxa de
transmissao nos varios subtipos, a incapacidade de detec-
tar todos os subtipos diferentes utilizando as ferramentas
moleculares atuais e as distintas sensibilidades encontra-
das pelos diferentes ensaios para pesquisa de anticorpo
dependente dos subtipos. (BARIN et al., 1997; SIMONET-
TI, 2001). De qualquer modo, técnicas imunolégicas de
maior acurdcia capazes de detectar mais precocemente a
infeccao pelo HIV tem sido desenvolvidas e introduzidas
em rotina de laboratérios, desde a comercializacao de tes-
tes de ELISA para pesquisa de anti-HIV em 1985 (FER-
NANDES, 2001; ONUSIDA, 2003).

Os primeiros testes para HIV usavam antigenos proceden-
tes de células lisadas sensibilizando a fase s6lida dos ensai-
os e anticorpos antiimunoglobulina humana policlonais
conjugado a uma enzima. No entanto, anticorpos dirigidos
contra esses antigenos causavam freqliientemente reativi-
dade nao especifica. A utilizacao de antigenos preparados
por técnicas de DNA recombinante procurou assegurar
uma melhor especificidade aos ensaios, contudo a sensibi-
lidade se manteve similar aos testes de 1° geracao. Atual-
mente, os ensaios de 3° geracao detectam simultaneamen-
te ambos os retrovirus (HIV-1 e HIV-2) e usam na fase s6-
lida antigenos recombinantes e/ou peptideos sintéticos; es-
tes, podem ser conjugados e sao utilizados para a detecgao
enzimética de anticorpos especificos para HIV (BRUST et
al, 2000; L.Y. et al., 2001).

De fato, a deteccao de anticorpos anti-HIV através dos tes-
tes de 3" geracao é improvavel durante o periodo da janela
imunolégica e depende de uma série de fatores, tais como a
via de infeccdo, a quantidade do inoculo, o tipo de virus con-
siderado e a resposta imunolégica do hospedeiro. Anticor-
pos podem ser detectaveis em 1 a 2 semanas apés a in-
feccao. Entretanto, esse ndo é o caso para a maior parte das
circunstancias. De uma maneira geral, sdo detectaveis entre
30 a 90 dias ap6s o evento que levou ao contdgio, em apro-
ximadamente 95% dos individuos (GRANATO, 2001). Des-
sa forma, o diagnéstico durante a janela imunolégica tem si-
do feito através de estudo de antigenos virais, principalmen-
te o p24. Nas primeiras semanas apos a infecgédo, o antigeno
p24 esta presente no soro, antes da deteccdo dos anticorpos,
embora a duracdao da antigenemia possa ser muito breve,
em torno de 22 dias (JANSSEN, 1998; WEBER et al., 1998).
Para tanto, foram desenvolvidos testes usando anticorpo an-
ti-p24 (policlonal e monoclonal) na fase s6lida como anticor-
pos de captura e anticorpo especifico conjugado com enzi-
ma (CONSTANTINE et al., 2003; JANSSEN et al., 1998).
Muitos estudos demonstraram que a deteccao do antigeno
p24 tem resultado na reducao da janela imunolégica (WE-
BER et al., 1998). Em trabalho elaborado por Fransen et al.
(1997), o teste demonstrou uma elevada sensibilidade e es-
pecificidade (acima de 99%) em doadores de sangue. En-
tretanto, pesquisas feitas por Sarkodie et al (2001) demons-
traram resultados comparaveis aos testes de 3° geracao
que pesquisavam somente anticorpos. No Brasil, estudos
feitos por Wendel et al. (2002) também apresentaram bai-
xo0 rendimento ap6s a utilizacdo da pesquisa do antigeno
p24 na triagem de doadores de sangue. Dessa forma, o uso
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do teste para pesquisa do antigeno p24 é recomendado
juntamente com outros ensaios atualmente disponiveis e
que pesquisam anticorpos anti-HIV em rotina laboratorial
(PARK; KIM, M; KIM, H., 2001).

Recentemente, para aumentar a eficacia dos métodos con-
vencionais, ensaios de 4° geracao que permitem a deteccao
simultanea de anticorpos e antigeno (HIVAgp24), foram
desenvolvidos e introduzidos na triagem sorolégica para
diagnéstico precoce da infeccdo. Teoricamente, estes en-
saios combinados oferecem maior sensibilidade e encurta-
mento da janela imunolégica para deteccdo do HIV (LY,
LAPERCHE E COUROUCE, 2001). Na fase inicial, altos
niveis de replicacao viral estao ocorrendo e o antigeno p24
pode ser detectado. posteriormente, durante a fase latente,
os anticorpos podem ser evidenciados mas somente 10-
20% de individuos infectados teriam antigeno em quanti-
dade detectavel, embora a antigenemia apareca em mais
de 70% dos pacientes com AIDS (MARTINEZ et al., 1999).
Embora a deteccao do antigeno dependa principalmente
do momento da realizacao do teste durante a infecgao vi-
ral, os ensaios combinados tém o forte propésito de reduzir
a janela imunoldgica, justifica Yerly, Simon e Perrin (1999)
e Weber (2003). Trabalhos realizados por Fransen et al,.
(1997) e Brust et al. (2000) verificaram elevadas sensibili-
dades e especificidades superiores a 99,5% em doadores
de sangue. Resultados similares foram achados por Park;
Kim, M; Kim, H. (2001). Laperche, Maniez-Montreuil e
Courouce (2000) usando 58 painéis comerciais demonstra-
ram uma melhor sensibilidade com o uso de testes combi-
nados em relacao aos testes de 3% geragao, mesmo quando
o rendimento em termos de reducao de janela imunolégica
tinha sido moderado. No entanto, outros pesquisadores
nao encontraram resultados favordveis aos testes combina-
dos. Em um estudo feito por Weber et al. (2002) utilizando
16 painéis de soroconversao, 15 culturas de células infecta-
das com diferentes subtipos e 257 amostras com potencial
reacgao cruzada verificou-se, elevada sensibilidade para os
testes combinados, mas especificidade equivalente aos tes-
tes de 3% geracao. Martinez et al. (1999) e Ly, Laperche e
Courouce (2001) encontraram sensibilidade equivalente,
contudo especificidade inferior aos ensaios de 3® geracao.
Do mesmo modo que ocorre nos ensaios de 3° geracao, o
uso de teste combinado pode conduzir a um potencial ris-
co de reatividade nao especifica (WEBER et al., 1998). Ha-
yashi et al. (1999) em seu estudo, usando painéis e amos-
tras de mulheres gravidas e pacientes com hepatite, soma-
ram 30 casos de reacoes falso-positivas. Weber et al. (1998,
1999) encontraram 08 casos de falsas rea¢oes em individu-
os acometidos por herpes e mononucleose infecciosa. Rea-
tividade cruzada foi também demonstrada em amostras de
pessoas infectadas com hepatite C. Segqundo Weber et al.
(2002) a taxa estimada foi de 0.3 a 0.8% versus 0.2% para
outros ensaios. Djossou et al. (1999) determinando o custo-
beneficio do emprego do teste combinado em um centro de
hematologia na Franca, nao justificou a sua utilizacao apés
a verificacao do incremento de falsos resultados. Entretan-
to, segundo Park, Kim, M. e Kim, H. (2001) e Meier et al.
(2001), em bancos de sangue, onde a prevaléncia de in-
feccao de HIV é baixa, a presenca de falsas reacoes ocorre
nos ensaios de 3% e 4° geracao e nao interferem no desem-
penho do teste combinado.

O Objetivo principal desse trabalho foi avaliar o emprego
do teste combinado antigeno/anticorpo na identificacao de
infeccao recente de HIV-I/II em doadores de sangue do
HEMOCE e correlacionar os métodos convencionais de tri-
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agem (ELISA) e o teste combinado VIDAS HIV DUO.
MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido em doadores de sangue do Centro
de Hematologia e Hemoterapia do Cearda (HEMOCE) no pe-
riodo de dezembro de 2000 a dezembro de 2003. A instituicao
pertence a Secretaria de Satide do Estado.

A inclusao de individuos na populacao de doadores depende
de aprovacao clinica e sorolégica. Se aprovado clinicamente,
a doacado é realizada devendo uma amostra de sangue ser in-
vestigada nos testes de triagem sorolégica.

A rotina estabelecida em bancos de sangue exige a realizacao
de provas imunolégicas (VDRL, HBsAg, anti-HBc, anti-HCYV,
anti-HTLV, anti-HIV e anti-T.cruzi) em amostra de soro san-
guineo do doador. A pesquisa do anti-HIV é realizada através
de dois testes imunoenzimdticos do tipo ELISA com principi-
os metodolégicos distintos (Vironostika HIV Uni-form II plus
O/Organon e ICE HIV-1.0.2/Murex).

Nesse trabalho, incluiu-se algumas modifica¢oes ao fluxogra-
ma (Portaria n° 488, de 17 jun. 1998) utilizado no HEMOCE.
Um novo teste que detectava simultaneamente antigeno p24
e IgG (imunoglobulina G) anti-HIV-1 e anti-HIV-2 por tecno-
logia automatizada, foi introduzido na rotina e realizado em
998 individuos. Amostras cujos resultados foram positivos/in-
determinados, sejam nos testes convencionais ou no teste em
estudo (VIDAS HIV DUO/BioMérieux), foram submetidos a
provas de Western Blot (HIV Blot 2.2/Murex). Os doadores
eram entao solicitados para nova coleta de sangue e novas
provas de ELISA eram realizadas. Quando necessario, testes
de Western Blot foram novamente utilizados para confir-
macao dos resultados.

Para andlise dos ensaios foram considerados os parametros
sorolégicos de sensibilidade e especificidade diagnéstica,
bem como a razao de verossimilhanca e o teste de coeficien-
te Kappa calculado pelo programa estatistico “stata versao 7".
Para o célculo, foram considerados como doentes os indivi-
duos que apresentavam resultados positivos em pelo me-
nos 2 testes imunoenzimaticos de ELISA e confirmados por
Western Blot (interpretado de acordo com o Centro Nacio-
nal de Transfusao Sangtiiinea e critérios previstos). Foram
considerados nao doentes os individuos negativos ou in-
conclusivos para os dois ELISA e confirmados negativos
por Western Blot.

RESULTADOS

Dentre os individuos aceitos para a doacao foram seleciona-
dos 998 doadores para a realizacao do estudo. Dentre estes,
verificou-se que 937 foram negativos e 61 (6,1%) apresenta-
ram testes positivos ou inconclusivos em pelo menos uma
reacao sorolégica de rotina.

Dentre os 61 doadores, cujos resultados foram positivos ou
inconclusivos na prova sorolégica, 11 apresentaram amos-
tras reagentes pelo DUO e pelas provas de ELISA, tendo si-
do confirmados positivos pelo teste de Western Blot. Entre as
50 amostras restantes, 41 apresentaram DUO negativo e tes-
tes de ELISA inconclusivos, e foram confirmados negativos
pelo Western Blot. As 9 amostras restantes que obtiveram
resultados DUO positivo e testes de ELISA negativos foram
também confirmadas negativas no teste de Western Blot.
Dos 61 doadores que apresentaram inicialmente testes posi-
tivos ou inconclusivos na prova sorolégica, 49 retornaram
para realizar repeticao dos testes. Dentre os doadores que
foram positivos nos testes de ELISA, no DUO e no Western
Blot, 7 retornaram e foram também positivos para o ELISA
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e Western Blot. Dos que foram DUO positivo e ELISA (-/-), 6
retornaram e foram negativos para o ELISA. Entre os que
apresentaram DUO negativo e ELISA inconclusivos, 35 re-
tornaram e foram negativos no Western Blot (figura 1).

Dos 998 doadores, 21 foram positivos no teste Vironostika
HIV Uni-form II plus O/Organon, 18 no teste VIDAS HIV
DUO e 14 no teste ICE HIV-1.0.2/Murex. Dentre estes, 11
foram positivos nos trés testes e confirmados positivos no
Western Blot, nenhum foi positivo em dois testes, 10 foram
positivos apenas no teste Vironostika HIV Uni-form II plus
O/Organon, 7 no teste VIDAS HIV DUO e 3 no teste ICE
HIV-1.0.2/Murex, tendo sido confirmados negativos no Wes-
tern Blot. Entre os 998 individuos 30 foram indeterminados.
A soroprevaléncia de HIV determinada no estudo foi 1,1%.
Nenhum caso de soroconversao foi verificado. Doadores
que apresentaram amostras inicialmente negativas nos
exames de rotina sorolégica (ELISA), permaneceram nega-
tivos em novas doacoes.

998 participante s do
estudo

>

937 DU O negativo
ELISA 1 (organon) negativo
ELISA 2 (Murex) negativo

A4
61 foram positivos/
inconclusivos em
pelo menos um teste
sorologico

2 DUO indeterminado 41 DUO negativo
ELISA (-/-) ELISA inconclusivo
(+/-) ou (-/+) ou
é (-/I) ou (1/-)

11 DUO positivo 7 DUO positivo
ELISA (+/+) ELISA (-/-)

| !

Confirmado s positivos
por teste de Western Blot

Confirmados negativos
por testes de Western
Blot.

Confirmado s negativos
por teste de Western blot

7 retornaram par a
nova coleta e foram
positivos por ELIS A
(+/+) e Western Blot

6 retornaram  para
nova coleta e foram
negativos por
ELISA (-/-).

35 retornaram para nova
coleta e foram negativos
(19) e inconclusivos (16)
por ELISA e confirmados
negativos por  Western
Blot

FIGURA 1: Algoritmo da andlise sorolégica para HIV na popu-
lacao de doadores em estudo.

Anadlise dos dados sorolégicos

A sensibilidade e especificidade encontrada para o VIDAS
HIV DUO foi de 100% e 99,3%, respectivamente (tabela 1).

TABELA |
Resultado da analise sorolégica em 998 amostras de
doadores pelo teste VIDAS HIV DUO na auséncia
ou presenca de doenca.

HIV positivo
Teste (DUO) Presente Ausente Total
Positivo 11 7 18
Negativo 0 980 980
Total 11 987 998

As especificidades encontradas nos testes estao apresenta-
das na tabela 2. O teste VIDAS HIV DUO/Biomerieux
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apresentou especificidade comparavel as provas de tria-
gem. Além disso, o intervalo de confianca mostra a seme-
lhanca existente entre os trés ensaios.

Tabela Il
Especificidade diagndstica apresentada nos trés testes
enzimaticos e seus respectivos intervalos de confianca.

Teste Especificidade  Intervalo de confianga
ICE HIV-1.0.2/Murex 99,7 (99,0-99.,9)
VIDAS HIV DUO/Biomerieux 99.3 (98,5-99.7)
Vironostika HIV Uni-form II plus O/Organon 90,0 (99,0-99,6)

A Razao de verossimilhanca (RV) foi calculada para o teste
VIDAS HIV DUO. Essa relacdao nao depende da prevalén-
cia da doenca e € a razao entre a probabilidade de um de-
terminado resultado do teste VIDAS HIV DUO em indivi-
duos soropositivo e a probabilidade do mesmo resultado
em individuos HIV negativos.

A RV calculada para o teste positivo foi de 142, 86. Isso sig-
nifica que a chance do teste positivo ser verdadeiro é 143
vezes maior do que ser falso, ou seja, expressa quantas ve-
zes é mais provavel encontrar um resultado positivo em
pessoas doentes quando comparado com pessoas nao do-
entes. Como a sensibilidade encontrada foi de 100%, o RV
para o teste negativo foi zero, indicando que a chance de
um teste negativo ser falso é nula.

O coeficiente de Kappa foi utilizado para verificar a con-
cordancia entre dois testes diagnoésticos. Esse indice leva
em consideracao a proporcéao total de concordancias obser-
vadas e a proporcao de concordancias que seriam espera-
das por pura casualidade. O coeficiente Kappa achado en-
tre os dois testes convencionais foi de 60,4% (p<0,0001). A
concordancia entre o teste VIDAS HIV DUO/Biomerieux e
o teste ICE HIV-1.0.2/Murex demonstrou-se maior do que
a encontrada entre VIDAS HIV DUO/Biomerieux e o teste
Vironostika HIV Uni-form II plus O/Organon (Kap-
pa=68,30% versus Kappa=54,10%, p<0,0001).

DISCUSSAO

Casos de infeccdo de HIV tém sido encontrados em todo
mundo. O diagnéstico da infeccao desses virus tem sido
feito quando o ELISA ocorre duplamente positivo e é con-
firmado mediante um ensaio mais especifico, como o Wes-
tern Blot. Atualmente, o risco de transmissao de HIV por
hemocomponentes é minimo, embora possa ocorrer. Dessa
forma, a seguranca do sangue testado tem justificado a uti-
lizacado de ensaios de maior acurdcia em triagem sorolégi-
cas permitindo identificar precocemente a infeccao. Testes
de 4° geracao com capacidade de detectar simultaneamen-
te antigeno e anticorpo representam uma alternativa e po-
dem ser empregados para melhorar a sensibilidade na de-
teccao do HIV (BRUST et al. 2000; QUESADA, 2003; WE-
BER et al., 2002).

Neste trabalho, dentre os 946 doadores incluidos na pes-
quisa, cujos resultados foram negativos para o ELISA na
primeira doacao, 542 retornaram para novas doacgoes e
continuaram negativos. Nao houve casos de pacientes do-
entes com resultado de teste negativo, repercutindo numa
elevada sensibilidade diagnéstica e valor preditivo negati-
Vo para os ensaios imunoenzimaticos (100%). Dados simi-
lares foram encontrados por Alamawi et al. (2003). Capra
et al. (2001) avaliando o impacto da adogao do teste com-
binado em triagem de doadores do Hospital Sdao Lucas-RS,
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tampouco registraram caso de conversao sorologica em
10.000 doagoes. Segundo eles, a utilidade do teste deve ser
avaliada de acordo com a incidéncia de sorologia positiva
local. Schreiber et al. (2002) prevéem um baixo rendimen-
to do teste para a pesquisa do antigeno p24. Eles acreditam
que individuos com recente pratica de comportamento de
risco, ou mesmo, com sintomatologia associada a infecgao
aguda do HIV poderiam retardar a volta ao banco de san-
gue, quando os anticorpos ja deveriam ser detectdveis por
testes de terceira geracao. Diferentemente Courouce
(1999), Yerly, Simon e Perrin (1999) e Laperche, Maniez-
Montreuil e Courouce (2000) justificaram a reducao da ja-
nela imune e a importancia do teste na avaliacdao de in-
feccao recente.

A especificidade diagnoéstica encontrada para os testes
imunoenziméticos foram 99,0% (Vironostika HIV Uni-form
II plus O/Organon), 99,3% (VIDAS HIV DUO/Biomerieux),
99,7% (ICE HIV-1.0.2/Murex). Fransen et al. (1997), Brust
et al. (2000) e Park; Kim, M; Kim, H. (2001) também verifi-
caram especificidades superiores a 99% ap6s o uso de en-
saio combinado em doadores de sangue. Estes resultados
demonstraram que o desempenho do teste combinado é
pelo menos igual ou superior aos métodos existentes no
mercado. Além disso, a concordancia entre os testes VI-
DAS HIV DUO/Biomerieux e ICE HIV-1.0.2/Murex (Kap-
pa=68,30%, p<0,0001) demonstrou ser melhor do que entre
VIDAS HIV DUO/Biomerieux e Vironostika HIV Uni-form
II plus O/Organon (Kappa=54,10%, p<0,0001) e a encon-
trada entre os dois testes convencionais de ELISA (60,4 %,
p<0,0001). No entanto, novos estudos em doadores sao ne-
cessdrios numa amostragem maior para que se confirme a
utilidade do teste combinado na evidenciacao de infeccao
recente de HIV em servicos de bancos de sangue.

Embora o novo ensaio represente um maior progresso em
comparacao com os testes anteriores, a ocorréncia de pro-
vas falso positivas podem ser esperadas. Em nossa pesqui-
sa este percentual estimado para o VIDAS HIV DUO foi de
0,7%, indice semelhante aos citados por Weber et al. (2002)
e superior aos achados por Meier et al. (2001). Muitos es-
tudos tém criticado o uso de teste combinado devido o au-
mento de reacodes falso positivas, quando otimistas, julgam
apenas equivalentes aos testes de 3% geracao. De qualquer
modo, em populacao de doadores onde sao realizados en-
saios extremamente sensiveis, é inevitavel o grande ntime-
ro de testes indeterminados e também falso positivos, se-
jam nos ensaios de 3% ou de 4° geragao.

De forma geral, as técnicas empregadas apresentaram alta
sensibilidade e especificidade, porém, em populacao de
doadores de sangue, o valor preditivo positivo foi baixo pa-
ra os testes enziméticos e decorre da baixa prevaléncia
(1,1%) da doencga. Candidatos que procuram o hemocentro
para fazer doacoes, sao individuos teoricamente sadios, o
que diminui a chance da presenca da doenca quando o re-
sultado do teste é positivo. Segundo Martinez et al. (1999)
o teste combinado antigeno/anticorpo é mais bem empre-
gado para fins diagnéstico, onde a conduta do individuo ou
a sintomatologia presente estdao relacionadas a suspeita
clinica do médico. E indicado para pacientes com histéria
sugestiva de fatores de risco, em pessoas que se contami-
naram acidentalmente, em amostras de individuos que
apresentaram testes inconclusivos e em amostras de doa-
dores anénimos de 6rgaos. Nessa populacdo ocorre uma
maior prevaléncia da doenc¢a e um maior valor preditivo
positivo pode ser esperado. Por outro lado, estudos feitos
por Park; Kim, M; Kim, H. (2001), revelaram que a sensibi-
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lidade e especificidade apresentada pelo teste combinado
mantém-se estdvel mesmo em populacdes de baixo risco, e
é compardvel aos achados na literatura No entanto, o aper-
feicoamento da especificidade do teste pode ser importan-
te para minimizar a restestagem desnecessaria.

De qualquer modo, mesmo com a utilizacao de testes imu-
nolégicos de 4® geracao que de certo modo propoem a re-
ducédo da janela imunolégica, o risco das transfusdes de
sangue realizadas no Brasil continua vulneraveis aos virus
da AIDS. A proposta de implantacao de tecnologia de de-
teccdo de 4cidos nucléicos, motivada pela necessidade de
se evitar o risco transfusional de doa¢des soronegativas em
populacdes de baixo risco, tem sido apresentada com a fi-
nalidade de detectar acidos nucléicos virais em unidades
com viremia e sem anticorpos, ou ainda ndo detectéveis, is-
to é, com elevada sensibilidade e especificidade. Por outro
lado, testes de biologia molecular tém seu uso restrito a
centros especializados e segundo o FDA nao sao indicados
para diagnoéstico de infeccao primaria (ANGULO, 2004;
GRANATO, 2001; VULNERABILIDADE..., 2004).

Dessa forma, testes de 4° geracdao com capacidade de de-
tectar antigeno e anticorpo sdo uma alternativa e podem
ser empregados em rotina sorolégica. No entanto, a segu-
ranca transfusional, nao depende apenas de elementos de
cardter imunolégico. Outros fatores como a educacao, e a
selecao cuidadosa de doadores por meio de entrevista e
outros métodos com orientacdo e supervisdao médica po-
dem ser decisivos na garantia de qualidade do sangue a
ser transfundido (ANGULO, 2004; BRUST et al., 2000).
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Comparacao de Dois Métodos de PCR para Deteccao
da Mutacao de Leiden no Fator V

Comparison of two PCR methods for the detection of the factor V Leiden mutation

Fabian Friedrich; Paulo Osdrio; Sidney Orelli Braga; Mauricio P. Andrade; Marco Anténio Largura
& Alvaro Largura.
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RESUMO - Um importante fator de predisposicao genética para trombose venosa em humanos é uma mutacao de G->A no nucleoti-
deo 1691 do gene que codifica o fator V da coagulacdo, conhecida como a mutacdo de Leiden. Técnicas de biologia molecular como
a reacao em cadeia da polimerase (PCR) tem demonstrado ser de grande importancia na deteccao dessa mutacao. O objetivo do pre-
sente estudo é comparar os resultados de dois diferentes métodos, baseadas na técnica de PCR, na deteccdo da mutacao de Leiden
no gene do fator V. O primeiro método foi realizado usando o kit comercial AMS50 (Clonit), enquanto o segundo, um método publi-
cado por Hezard et al., 1997. Ambos os métodos detectam o alelo selvagem e o alelo mutado, e permitem classificar o genétipo como
sendo homozigoto selvagem, heterozigoto ou homozigoto mutado. A analise do DNA extraido do sangue total de 38 individuos usan-
do esses dois métodos de PCR forneceu os mesmos resultados, e permitiu identificar 32 individuos homozigotos selvagens e 6 indivi-
duos heterozigotos para a mutacao de Leiden. Esses resultados confirmam a importancia desses dois métodos, baseados na PCR, na
deteccao dessa mutacao em rotina clinica laboratorial.

PALAVRAS-CHAVE - Fator V, PCR, mutacao, trombose venosa.
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SUMMARY - An important genetic predisposition factor for venous thrombosis in humans is a G->A mutation at nucleotide 1691 of
the gene that codes for factor V of coagulation, known as the Leiden mutation. Molecular biology techniques such as the polymerase
chain reaction (PCR) have shown an important role in the detection of this mutation. The objective of this study is to compare the re-
sults of two different methods, based on the polymerase chain reaction technique, for the detection of the Leiden mutation in the ge-
ne of factor V. The first method was performed using the AMS50 commercial kit (Clonit), while the second, a method published by He-
zard et al., 1997. Both methods detect the wild-allele and the mutated-allele, and permit to classify the genotype as wild homozygous,
heterozygous and mutated homozygous. The analysis of DNA extracted from blood of 38 individuals using these two PCR methods
showed the same results and allowed the identification of 32 wild homozygous and 6 heterozygous individuals for the Leiden mutati-
on. These results confirm the importance of these two PCR methods in the detection of this mutation in clinical laboratorial routine.
KEYWORDS - Factor V, PCR, mutation, venous thrombosis.
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INTRODUGAO testes de rotina clinica laboratorial, permitindo
classificar o gend6tipo do paciente como homozigo-
to selvagem, heterozigoto e homozigoto mutado.
Um homozigoto selvagem possui duas cépias do
alelo selvagem (1691G/1691G), um heterozigoto
possui uma coépia do alelo selvagem e uma copia
do alelo mutado (1691G/1691A), e um homozigoto
mutado possui duas cépias do alelo com mutacao
(1691A/1691A). Dentre os diversos métodos de
PCR utilizados na deteccao do alelo selvagem e
mutado, e na classificacao do paciente como ho-

trombose venosa é uma doenca multifatorial

com forte componente genético. Uma mutacao
de G->A no nucleotideo 1691 do exon 10 do gene
que codifica o fator V da coagulacdao é um impor-
tante fator de predisposicao a trombose venosa em
humanos?*®. Essa mutacao é conhecida como a mu-
tacdo de Leiden do fator V. A frequéncia dessa
mutacao tém sido estimada entre 20 e 50% em pa-

cientes tromboembdlicos e de 5% na populacao
controle sauddavel®. Os individuos heterozigotos
para essa mutacao possuem um risco aumentado
de 5 a 10 vezes de desenvolver trombose venosa
em comparacao com homozigotos selvagens?. Em
individuos homozigotos para essa mutacdo, o au-
mento em risco é de 50 a 100 vezes de desenvol-
ver trombose venosa.

Atualmente a mutacao de G->A no nucleotideo
1691 do gene para o fator V pode ser detectada
através de técnicas de biologia molecular tal como
a reacao em cadeia da polimerase (PCR)!3#35738,
Apébs extracao do DNA humano presente no san-
gue total, a técnica de PCR pode ser utilizada na
deteccao dessa mutacao, e na deteccao do alelo
selvagem (1691G) e do alelo mutado (1691A) em

mozigoto selvagem, heterozigoto ou homozigoto
mutado, encontramos o kit comercial AMS50 (Clo-
nit S.r.I) e uma técnica publicada por Hezard et al.
(1997)®

O objetivo do presente estudo é comparar os re-
sultados de dois diferentes métodos, baseados na
técnica de PCR, na deteccdo da mutacdo de Lei-
den no gene do fator V em DNA extraido de san-
gue humano. Os dois métodos usados na deteccao
dessa mutacao foram realizados usando o kit co-
mercial AMS50 (Clonit) e uma técnica publicada
por Hezard et al. (1997)% que detectam o alelo sel-
vagem e o alelo mutado, e permitem classificar o
genétipo como sendo homozigoto selvagem, hete-
rozigoto e homozigoto mutado.
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MATERIAIS E METODOS
Amostras clinicas

No presente estudo, foram coletadas amostras de sangue
total de 38 individuos, com consentimento informado. O
sangue foi coletado utilizando o anticoagulante EDTA e
preservado a 4°C por varios dias ou congelado até o mo-
mento da extracao do DNA.

Extracao do DNA e analise por PCR

Apos a extragao e purificacao do DNA de sangue total de
38 individuos, com dois diferentes kits de extracdo, dois
métodos baseados na técnica de PCR foram testados com
o objetivo de detectar uma mutacao de G->A no nucleo-
tideo 1691 (mutacdo de Leiden) no gene que codifica o
fator V, e comparar os resultados. O primeiro método
usado na detec¢ao dessa mutacao foi realizado usando o
kit comercial AMS50 (Clonit S.r.l), enquanto o segundo
foi um método publicado por Hezard et al. (1997)°. Am-
bos os métodos permitem detectar o alelo selvagem
(1691G) e o alelo mutado (1691A), e classificar o gend6ti-
po como homozigoto selvagem, heterozigoto ou homozi-
goto mutado. Para extracao do DNA utilizado na PCR
com o kit AMS50 foram utilizados reagentes fornecidos
no kit. Na extracdao do DNA utilizado na PCR pelo méto-
do de Hezard et al. (1997) foi usado o kit UltraClean™
BloodSpin (Mo Bio Laboratories, Inc.). O DNA foi extrai-
do de acordo com as instrucoes fornecidas pelos fabri-
cantes dos kits. O método de PCR, usando o kit AMS50
foi realizado seguindo as instrugoes do fabricante, en-
quanto o segundo método de PCR foi realizado de acor-
do com metodologia publicada por Hezard et al. (1997)°.

RESULTADOS

No presente estudo foram analisadas amostras de DNA
genoémico do sangue total, coletadas de 38 individuos,
por dois métodos baseados na PCR, com o objetivo de
detectar a mutacao de Leiden (1691G->A) e comparar os
resultados (tabelas 1) dos dois métodos. A extracdo de
DNA do sangue e a PCR usando o kit AMS50, na andlise
do genétipo dos 38 individuos, permitiu identificar 32 ho-
mozigotos selvagens com alelos 1691G/1691G e seis he-
terozigotos com alelos 1691G/1691A. A extracao do DNA
de sangue usando o kit UltraClean™ BloodSpin e o mé-
todo de PCR de Hezard et al. (1997), na andlise do geno-
tipo dos mesmos 38 individuos, também permitiu identi-
ficar 32 homozigotos selvagens com alelos 1691G/1691G
e seis heterozigotos com alelos 1691G/1691A. A compa-
racao dos resultados (tabela 1) mostrou que ambos os
métodos de PCR forneceram os mesmos gendétipos. Os
mesmos 32 homozigotos selvagens e os mesmos seis he-
terozigotos foram identificados pelos dois métodos. Esses
resultados mostram que os dois métodos de PCR testados
detectaram eficientemente uma mutacao no gene para o
fator V, e ambos permitiram detectar o genétipo dos pa-
cientes.
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Tabela |
Resultados da classificacdo do genétipo de 38 individuos
por dois métodos baseados na reacao em cadeia da
polimerase (PCR). Os alelos selvagem (1691G) e/ou mutado
(1691A) presentes no DNA dos individuos analisados sao
mostrados. O alelo mutado é mostrado em negrito.

Alelos
Individuo Genotipo pelas duas
Kit AMS50 (Clonit) | Técnica de Hezard técnicas
et al., 1997
1 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
2 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
3 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
5 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
6 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
7 1691G/1691A 1691G/1691A heterozigoto
8 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
9 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
10 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
11 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
12 1691G/1691A 1691G/1691A heterozigoto
13 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
14 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
15 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
16 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
17 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
18 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
19 1691G/1691A 1691G/1691A heterozigoto
20 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
21 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
22 1691G/1691A 1691G/1691A heterozigoto
23 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
24 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
25 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
26 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
27 1691G/1691A 1691G/1691A heterozigoto
28 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
29 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
30 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
31 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
32 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
33 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
34 1691G/1691A 1691G/1691A heterozigoto
35 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
36 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
37 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
38 1691G/1691G 1691G/1691G homozigoto selvagem
DISCUSSAO

Atualmente as técnicas de biologia molecular, como a PCR,
tém uma importancia crescente na deteccdo de mutacoes
que podem estar associadas a predisposicdo genética a de-
terminadas doencas. Entre as mutacoes detectadas pela
técnica de PCR podemos citar a mutacdo de Leiden. Essa
mutacdo ocorre no nucleotideo 1691 (G->A) do gene que
codifica o fator V da coagulacao e resulta numa substi-
tuicdo de aminodcido (Arg->Gln) na posicao 506 da molé-
cula do fator V. A mutacao de Leiden é o fator de risco ge-
nético mais comum para a trombose venosa em humanos?®.
Estudos mostraram que a ocorréncia dessa mutacao em he-
terozigose (1691G/1691A) aumenta em aproximadamente
7 vezes o risco do desenvolvimento de trombose venosa
quando comparado com pacientes geneticamente nao afe-
tados (1961G/1961G)°. A homozigose para a mutacao de
Leiden (1691A/1691A) no fator V confere um risco aumen-
tado de 80 vezes para a trombose venosa. O alto risco de
trombose venosa associado a mutacao de Leiden (no nucle-
otideo 1691) mostra a importancia da deteccdo do alelo
mutado (1691A) e de um diagnéstico capaz de diferenciar
pacientes com gendétipo homozigoto selvagem, heterozigo-
to e homozigoto mutado na populacdao. Um diagnéstico do
alelo mutado em heterozigose ou homozigose mostra uma
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predisposicao genética do paciente em desenvolver trom-
bose venosa.

No presente estudo, foram comparados os resultados de
dois métodos utilizados na deteccao da mutacao de Leiden,
baseados na técnica de PCR. A andlise de DNA extraido de
sangue total de 38 individuos utilizando o kit AMS50 (Clo-
nit) e um método publicado por Hezard et al. (1997)° mos-
trou os mesmos resultados, confirmando a sensibilidade,
especificidade e importancia dos dois métodos de PCR na
deteccao da mutacao de Leiden. Como essa mutacao é o
fator de risco genético mais comum para a trombose veno-
sa, o presente estudo mostra a importancia da deteccao
dessa mutacao em heterozigose ou homozigose em adul-
tos, adolescentes, criancas e bebés, os quais podem vir a
desenvolver trombose venosa futuramente.
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Identificacao dos Atributos de Qualidade Mais
Importantes na Percepcao dos Usuarios de um
Laboratoério Clinico

Identification of the most important quality attributes perceived by users of a clinical laboratory
in Brazil
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~

/RESUMO - No Brasil, os laboratérios clinicos vivenciam um cendrio de muitas dificuldades financeiras, devido a ma remuneracao dos
servicos laboratoriais pelos planos de satude e a elevada carga tributaria. Uma das estratégias para sobreviver nesse mercado altamen-
te competitivo é implementar a melhoria continua na qualidade de atendimento aos clientes. Isso constitui a ferramenta-chave para
aumentar a satisfacdo e, conseqlientemente, a fidelidade desses clientes, o que estd intimamente associado a lucratividade empresa-
rial. Dos 16 atributos pesquisados em um laboratério clinico privado, de Campo Grande, MS, os quais se relacionavam com as cinco
dimensoes que determinam a qualidade em servigos, o atributo ‘higiene e limpeza' recebeu a melhor avaliacao por parte dos clien-
tes, seqguido dos atributos relacionados com as dimensoes ‘confiabilidade’, 'seguranca’ e ‘capacidade de resposta’, sendo que ‘higie-
ne e limpeza' foi o Unico dentre estes a se relacionar com a dimensao ‘tangibilidade’. O atributo que se refere ao atendimento espe-
cial a clientes com mais de 60 anos foi mais valorizado do que o de atendimento especial a criancgas.

\PALAVRAS-CHAVE - Qualidade, servicos, atributos, satisfacao. /

/SUMMARY- In Brazil, clinical laboratories have been experiencing serious financial difficulties because laboratorial services are Very\
lowly paid by health maintenance organizations and because the current tax burden is high. One of the strategies to survive in such
a highly competitive market is to implement continuous improvements to the quality of customer service — a decisive tool for incre-
asing the satisfaction of clients and therefore their fidelity, which is closely associated with corporate profitability. Sixteen attributes
that relate to the five dimensions that determine service quality were investigated in a private clinical laboratory located in Campo
Grande, MS. 'Hygiene and cleanliness’ was the attribute most highly valued by clients, followed by the attributes relating to the di-
mensions ‘reliability’, ‘confidence’, and ‘responsiveness’. Of these, ‘hygiene and cleanliness’ was the only one that relates to the di-
mension ‘tangibility’. The attribute related to the provision of special care for elderly clients (over 60 years of age) ranked higher than
its counterpart for children.

\KEYWORDS - Quality, services, attributes, satisfaction. /

pacidade de resposta, seguranca, empatia e elementos tan-
giveis.

Confiabilidade. De todas as cinco dimensoes, a confiabili-
dade é o indicador mais relevante na percepcao da quali-
dade do servico, pois estd relacionada com a capacidade
da empresa prestadora de servicos no cumprimento das
promessas feitas. O profissional que promete demais corre
o risco de perder a confianca dos clientes, uma vez que po-
derd nao conseguir atender a todas as promessas feitas. Es-

INTRODUCAO

Nos altimos anos, os laboratorios clinicos brasileiros tém
vivenciado um cendrio de grandes dificuldades finan-
ceiras, tanto porque os planos de satide remuneram mal os
servicos laboratoriais quanto por causa da elevada carga
tributdria. A cada dia que passa, os estudos revelam que os
clientes estao mais exigentes em todos os setores do mer-
cado (Rojo, 1998) e com mais opgdes para suas necessida-

des. Para atender a essas necessidades e expectativas dos
clientes do laboratério clinico, é de suma importancia co-
nhecer os atributos que poderao aumentar a satisfacao
desses consumidores, o que pode acrescentar beneficios a
empresa, gracas a uma manutencao mais duradoura da re-
lacao entre esta e o cliente.

Tal relacdo poderd aumentar a fidelidade dos clientes
(Gronroos, 1993), que constitui a base para o sucesso de
qualquer empreendimento. Segundo Hesskett, Sasser &
Hart (1994), a fidelidade e satisfacao dos clientes estao in-
timamente relacionadas com a lucratividade empresarial.
A melhoria continua na qualidade de atendimento serd a
ferramenta-chave para a conquista de vantagem competi-
tiva que permitird sobreviver por mais tempo nesse merca-
do de alta concorréncia.

Segundo os resultados das pesquisas de Parasuraman, Zei-
thaml & Berry (1985), a qualidade percebida de um servico
pode ser avaliada em cinco dimensoes: confiabilidade, ca-

se indicador também estd intimamente ligado a qualidade
dos procedimentos da empresa prestadora de servicos.
Capacidade de resposta. E a capacidade de atender aos
clientes e prestar servigcos com agilidade. O prestador de
servicos deve estar sempre receptivo e disposto a ajudar a
resolver as necessidades dos clientes. O profissional preci-
sa estar atento as reclamacoes, aos problemas e as exigén-
cias dos clientes e buscar suprir essas demandas com a
maior agilidade possivel. A satisfacdo do cliente estd rela-
cionada com a compreensao de suas necessidades por par-
te da empresa e com a habilidade desta em responder a
tais necessidades.

Seguranca. A seguranca refere-se ao conhecimento e corte-
sia dos empregados e a habilidade de transmitir confianca.
Quanto mais confiavel o servi¢o, mais seguro o cliente se
sentird — dada sua incerteza inicial ao fazer o contrato — so-
bre a qualidade do servico a receber. Para inspirar segu-
ranca, é oportuna a utilizacao da imagem institucional, caso
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a empresa seja bastante conhecida e conceituada. Além dis-
so, podem ser expostos os certificados do sistema da quali-
dade da instituicao (ISO 9001-2000, DICQ, PALC, CAP etc.),
bem como os de treinamento do profissional da area técnica.
Empatia. E o tratamento oferecido de forma atenciosa e ca-
rinhosa por parte da equipe, para que o atendimento seja
mais personalizado e o relacionamento o mais agradavel
possivel. Para suprir essa dimenséo, sdao decisivos uma boa
selecao e um adequado treinamento dos que irao compor a
equipe de trabalho. Funcionério bem treinado, cortés e com
personalidade afavel é elemento-chave para a manutencao
de um relacionamento cliente-empresa duradouro.
Tangibilidade. Diz respeito a aparéncia da estrutura fisica
da empresa, dos equipamentos utilizados, do sistema de co-
municacao e do pessoal. Esses elementos podem transmitir
uma imagem da qualidade do servigo prestado pela empre-
sa, ja que, por sua propria natureza, o servico € intangivel. O
prestador de servicos deve ter grande preocupacao com es-
sa dimensao, pois muitos usudrios valorizam a boa aparén-
cia, elemento que ja faz parte da cultura de nossa popu-
lacdo. No caso do laboratério clinico, além da aparéncia da
instalacao fisica, do pessoal e do equipamento utilizado, é
importante que o resultado do exame seja impresso em pa-
pel de boa qualidade, de forma bem apresentdvel e com re-
dacao clara e objetiva, sem erros de ortografia. Igualmente
relevante é a presenca de detalhes técnicos que possam fa-
cilitar a interpretacao dos resultados.

Este estudo tem como objetivo identificar os atributos mais
importantes e conhecer o perfil dos consumidores dos labo-
ratérios clinicos para que os empresarios desse setor possam
oferecer servicos de melhor qualidade e, conseqiientemen-
te, aumentar a fidelidade dos clientes — estratégia necessa-
ria para sobreviver nesse mercado altamente competitivo.

METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada com clientes de um laboratério
privado nao-hospitalar — Laboratério Bioclinico Ltda. —,
localizado na cidade de Campo Grande, MS, que atua no
setor de andlises clinicas hd 28 anos e atende em média
230 clientes por dia.

Os atributos pesquisados se associavam as cinco di-
mensdes que determinam a qualidade em servigos, com
base na teoria apresentada na secao anterior.

Os questiondrios, em ntumero de 2 000, foram entregues
aos clientes no momento do cadastro na recepcao, solici-
tando-se que fossem devolvidos quando da retirada dos re-
sultados dos exames.

Nos questiondrios constavam 16 atributos (Tabela 1). Para
medir o grau de sua importancia, foram oferecidas as se-
guintes alternativas: ‘essencial’, ‘'muito importante’, ‘im-
portante’, ‘pouco importante' e ‘irrelevante’.

A pesquisa foi realizada no periodo de 10 a 24 de outubro
de 2003. Com os resultados, foi calculada a média baseada
em tabulacao ponderada — escala Likert (Samara & Barros,
2002). Foi atribuido peso 2 a alternativa ‘essencial’, 1 a
‘muito importante’, 0 a ‘importante’, -1 a ‘pouco importan-
te' e -2 a ‘irrelevante’. A freqiiéncia de cada alternativa (f)
foi multiplicada por seu peso (p) para se obter o produto
(fp). A soma dos produtos das alternativas foi dividida pe-
la soma das freqliéncias das alternativas, de modo a se ob-
ter a média. A média mais alta foi considerada como o atri-
buto de melhor avaliacao.

RESULTADOS
Dos 2 000 questionarios distribuidos no momento do cadas-

tro do cliente no laboratério, foram devolvidos 879, quando
os resultados dos exames foram retirados no laboratério.
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Destes, 609 estavam adequadamente preenchidos, o que
correspondeu a 34,45% de respostas.

Com relacao a amostra, os clientes que responderam os
questionarios apresentaram os seguintes perfis: 20,9% ti-
nham mais de 60 anos de idade; 35,5% pertenciam a faixa
etaria de 41 a 60 anos; 32,1%, a de 21 a 40 anos; 11,4%, a
de 0 a 20 anos. Os questionédrios dos clientes menores de 18
anos foram respondidos pelos acompanhantes. Segundo
dados coletados internamente pelo laboratério em estudo,
os clientes que mais realizam exames laboratoriais estao na
faixa etdria de 41 a 60 anos e os que menos os realizam
estdao na de 0 a 20 anos. Verificou-se que 36,4% dos respon-
dentes eram do sexo masculino e 63,6% do feminino. Do to-
tal dos respondentes, 25,5% estavam realizando exames
pela primeira vez nesse laboratério, enquanto 76,5% ja ha-
viam realizado exames ali mais de uma vez. Verificou-se
também que 80,4% dos respondentes realizaram exames
através do plano de satde Unimed, 15,1% através de outros
planos e apenas 4,5% pagaram por eles individualmente.
Com os dados obtidos, calculou-se a média por tabulacao
ponderada — escala Likert (Samara & Barros, 2002) — do
grau de importancia dado pelos usudrios a cada atributo na
preferéncia de um laboratério clinico. A Tabela 1 e a Figu-
ra 1 apresentam os atributos mais valorizados pelos clien-
tes do laboratério clinico em estudo.

Tabela |
Importancia dos atributos na escolha de um laboratorio clinico

| Atributos Média
1 | Higiene e limpeza do laboratério 1,73
2 | Confiabilidade dos resultados 1,72
3 | Certificado de qualidade laboratorial 1,42
4 | Acerto da veia na primeira tentativa decoleta 1,38
5 | Conferéncia da Identificagdo da amostrabioldgica pelo paciente 1,36
6 | Entrega de resultado pontualmente, néhora marcada 1,35
7 | Atendimento rapido 1,23
8 | Atendimento especial para pessoas danelhor idade (> 60 anos) 1,22
9 | Atendentes bem apresentaveis e simpaticos 1,12
10 | Atendimento especial para criangas 1,06
11 | Estacionamento amplo e de facil acesso 0,69
12 | Coleta em domicilio 0,56
13 | Ambiente bem decorado e agradavel 0,46
14 | Café da manha reforgado apés a coleta 0,39
15 | Localizagdo do laboratério préximo a resiéncia 0,23
16 | Entrega de resultado via internet 0,08

1

1

- 2IM

3 N

= 087 |

1

1

o
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Figura 1: Importancia dos atributos na escolha de um laboratério
clinico: (1) higiene e limpeza do laboratoério; (2) confiabilidade dos
resultados; (3) certificado de qualidade laboratorial; (4) acerto da
veia na primeira tentativa de coleta; (5) conferéncia da identificacao
da amostra biolégica pelo paciente; (6) entrega de resultado pontu-
almente, na hora marcada; (7) atendimento rapido; (8) atendimento
especial para pessoas da melhor idade (> 60 anos); (9) atendentes
apresentaveis e simpaticos; (10) atendimento especial para cri-
ancas; (11) estacionamento amplo e de facil acesso; (12), coleta em
domicilio; (13), ambiente bem decorado e agradavel; (14) café da
manha reforcado apos a coleta; (15) localizacao do laboratério pro-
ximo a residéncia; (16) entrega de resultado via internet.
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Da mesma forma, foram realizados cdlculos da média
dos clientes que responderam os questiondrios apds se-
rem segmentados por sexo, uma vez que as mulheres
constituem 63,6% da clientela do laboratério pesquisa-

Tabela lll
Importancia dos atributos na escolha de um
laboratoério clinico, por faixa etaria

Média
do. Por essa razao, é interessante conhecer as preferén- Atributos o0 '1:‘?::’“ e
cias desse segmento na escolha de um laboratério clini- 1 |Higiene e limpeza do laboratério |77 | 176 | 17 | 171
co. Os resultados desse cdlculo sao apresentados na Ta- 2_Confiabilidade dos resutados 177 | 176 | 1.7 11,68
. 3 [Certificado de qualidade laboratorial 1,54 1,48 1,41 1,25
bela 2 € na Flgura 2 . 4 |Acerto da veia na primeira tentativa de coleta 1,39 1,38 1,39 1.4
5 |Conferéncia da Identificacdo da amostra biologica pelo paciente 1,56 1,43 1,27 1,27
6 |[Entrega de resultado pontualmente, na hora marcada 1,43 1,47 1,31 11,28
Tabela Il 7 |Atendimento rapido 12 | 136 | 122 127
Impor‘téncia dos atributos na escolha de um 8 Atendimento especial para pessoas da melhor idade (> 60 anos) | 1,26 | 1,26 1,23 | 1,17
laboratério clinico, por sexo 9 Atendentes bem apresentaveis e simpaticos 103 | 12 11 12
10 |Atendimento especial para criangas 1,2 1,14 0,97 1,0
11 [Estacionamento amplo e de facil acesso 0,54 0,77 0,71 0,63
Atributos Média 12 (Coleta em domicilio 063 | 062 | 05 |055
Masc. | Fem. 13 JAmbiente bem decorado e agradével | 039 | 043 | 047 | 052
1_Higiene e limpeza do laboratorio 1,73 | 1,73 14 [Café da manha reforcado apos a coleta 0,56 | 0,39 | 041 | 0,28
2 |Confiabilidade dos resultados 7 1,74 15 |Localizag&o do laboratério préximo a residéncia 0,09 | 0,14 031 0,34
3 (Certificado de qualidade laboratorial | 1,36 | 1,45 16 [Entrega de resultado via internet -0,03 | 0,13 0,08 | 0,06
4 |Acerto da veia na primeira tentativa de coleta 1,36 1,4
5 [Conferéncia da Identificacdo da amostra biolégica pelo paciente 1,27 | 1,41
6 [Entrega de resultado pontualmente, na hora marcada 1,26 1,41
7 |Atendimento rapido 1,19 | 1,32
8 Atendimento especial para pessoas da melhor idade (> 60 anos) 1,2 1,25
9 |Atendentes bem apresentaveis e simpaticos 1,18 1,08 2
10 Atendimento especial para criancas 0,95 | 1,12 ]g
11 [Estacionamento amplo e de facil acesso 0,65 | 0,72 1:4
12 (Coleta em domicilio 055 | 0,57 £12
13 /Ambiente bem decorado e agradavel 0,45 | 0,46 g 0,25
14 Café da manha reforcado apds a coleta 0,25 | 0,47 0,6
15 |Localizag&do do laboratério préximo a residéncia 0,29 0,2 8‘21
16 [Entrega de resultado via internet 0,02 | 0,12 0
02753 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Atributos
1; Figura 3 _Imp’m:téncia do_s atrib’u_tos de _qyalidad_e na escolha de um
16 I§borator|o _cllr]l_co, por faixa etaria. (1) hlglene_ e limpeza do I_aborato-
14 | rio; (2) t_:onflabllldade dos r_esultadps; _(3) certlflt_:ado de qualidade la-
S 4, | boratorial; (4) acerto da veia na primeira tentativa de coleta; (5) con-
8 ) | EMasc. feréncia da identificacao da amostra biolégica pelo paciente; (6) en-
= 08 | EFem. tr'eqa de resultac_.io pontualmepte, na hora marcada; (7) at_endimento
06 | rapido; (8) atendimento especla! para pessoas da melhor |dad_e (>60
0.4 | anos);_ 9) atend(_-:ntes apresentav_els e simpaticos; (10) agepdlmento
02 | especial para criancas; (11) estacionamento amplo e de facil acesso;
' 0 [ | (12), coleta em domicilio; (13), ambiente bem decorado e agradavel;
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 (14)’ c_afe c!a _man‘ha rta_forgafio apos a coleta; (15) Iocallza?ap do labo-
Atributos ratério proximo a residéncia; (16) entrega de resultado via internet.

Figura 2: Importancia dos atributos na escolha de um laboratério
clinico, por sexo. (1) higiene e limpeza do laboratoério; (2) confi-
abilidade dos resultados; (3) certificado de qualidade laboratori-
al; (4) acerto da veia na primeira tentativa de coleta; (5) conferén-
cia da identificagcao da amostra biolégica pelo paciente; (6) entre-
ga de resultado pontualmente, na hora marcada; (7) atendimento
rapido; (8) atendimento especial para pessoas da melhor idade (>
60 anos); (9) atendentes apresentaveis e simpaticos; (10) atendi-
mento especial para criancas; (11) estacionamento amplo e de
facil acesso; (12), coleta em domicilio; (13), ambiente bem deco-
rado e agradavel; (14) café da manha reforcado apés a coleta;
(15) localizacao do laboratério préoximo a residéncia; (16) entrega
de resultado via internet.

Pelo fato de que, com o avanco da idade, o grau de im-
portancia dado a cada atributo pode ser alterado, reali-
zou-se o cdlculo da média através da tabulacao ponde-
rada (escala Likert) por faixa etaria dos clientes. Os re-
sultados sao apresentados na Tabela 3 e na Figura 3.

RBAC, vol. 37(3): 179-184, 2005

Na presente pesquisa, dentre os cinco determinantes
considerados, a confiabilidade revelou-se o elemento
crucial na percepcao da qualidade dos servigos. No ca-
so especifico dos servicos laboratoriais, a confiabilida-
de, associada a seguranca, constitui o fator mais impor-
tante para a qualidade dos servicos e, conseqiientemen-
te, para a satisfacao dos clientes. Os resultados da ava-
liacao dos quatro atributos que se relacionam com esses
dois determinantes da qualidade sdao apresentados na
Tabela 4 e na Figura 4.

Tabela IV
Atributos relacionados com a confiabilidade e com a
seguranca, na escolha de um laboratério clinico

Atributos Média

1 Confiabilidade dos result ados 1,72

2 [Certifica do de qualidade laboratorial 1,42

3 |Acerto da ve ia na primeira tentativa 1,38

4 [Confer éncia da identifica gdo da amos tra biolégica 1,36
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Figura 4: Avaliacao dos atributos relacionados com a confiabili-
dade e com a seguranca, na escolha de um laboratério clinico.
(1) confiabilidade dos resultados; (2) certificado de qualidade la-
boratorial; (3) acerto da veia na primeira tentativa de coleta; (4)
conferéncia da identificacao da amostra biolégica.

Capacidade de resposta é outro determinante da qualida-
de em servicos que tem importancia para a satisfacdo do
cliente, pois diz respeito ao atendimento de suas necessi-
dades de forma receptiva e agil. Por essa razao, foi realiza-
da uma andlise para conhecer os atributos que se relacio-
nam com essa dimensao e que receberam melhor avaliacao
pelos clientes. Os resultados dessa anédlise estdo mostrados
na Tabela 5 e na Figura 5.

Tabela V
Atributos relacionados com a capacidade de resposta,
na escolha de um laboratério clinico

Atributos Média
1 [Entrega de resultados pontualmente, na hora marcada 1,35
2 |Atendimento répido 1,23
3 |Atendimento especial para pessoas na melhor idade (> 60 anos) 1,22
4 |Atendimento especial para criancas 1,06
5 |Coleta em domicilio 0,56
6 [Entrega de resultados via internet 0,08
1,4 1
1,21
1 .
] i
% 0,8
= 061
0.4-
0,2 1
0+
1 2 3 4 5 6
Atributos

Figura 5. Importancia dos atributos relacionados com a respon-
sividade, na escolha do laboratério clinico. (1) entrega dos resul-
tados pontualmente, na hora marcada; (2) atendimento rapido; (3)
atendimento especial para pessoas da melhor idade (> 60 anos);
(4) atendimento especial para criancas; (5) coleta em domicilio;
(6) entrega de resultados via internet.

A intangibilidade se refere ao fato de que os clientes nao
podem ver, manusear ou testar os servicos, diferentemente
do que ocorre com produtos. Para reduzirem suas incerte-
zas, os clientes procuram evidéncias fisicas que lhes permi-
tam avaliar a qualidade desses servicos. Nesta pesquisa,
foram analisados os atributos associados aos elementos
tangiveis, e os resultados sdao mostrados na Tabela 6 e na
Figura 6.
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Tabela VI
Atributos relacionados com a tangibilidade, na
escolha de um laboratério clinico

Atributos Média
1 |Higiene e limpeza do laboratério 1,73

2 [Estacionamento amplo e de facil acesso 0,69

3 |Localizagdo do laboratério proximo da residéncia 0,23

1,8
1,6 1
1,4 1
1,2 1

Média

0,8 1
0,6 1
0,4 1

0,2 1
y I
1 2 3
Atributos

Figura 6. Atributos relacionados com a tangibilidade mais valoriza-
dos pelos clientes na escolha de um laboratério clinico. (1) higiene
e limpeza do laboratério; (2) estacionamento amplo e de facil aces-
so; (3) localizacao do laboratoério préximo da residéncia.

Para estabelecimento de empatia é importante que o
cliente se sinta uma pessoa muito especial e valorizada,
e que se sinta bem no ambiente do servigo.

Pelo fato de a empatia ser uma dimensao determinante
da qualidade em servigos, segundo Parasuraman
(1988), foi realizada uma avaliacao dos atributos relaci-
onada com essa dimensao. Os resultados dessa ava-
liagao sao mostrados na Tabela 7 e na Figura 7.

Tabela VI
Atributos relacionados com a empatia, na escolha
de um laboratério clinico

Atributos Médial
1 |Atendentes bem apresentaveis e simpaticos 1,12
2 |Ambiente bem decorado e agradavel 0,46
3 |Café da manha reforgado apés a coleta 0,39

Média

1 2 3
Atributos

Figura 7: Importancia dos atributos relacionados com a empa-
tia, na escolha de um laboratério clinico. (1) atendentes bem
apresentaveis e simpaticos; (2) ambiente bem decorado e agra-
davel; (3) café da manha reforcado apoés a coleta.
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DISCUSSAO

Basicamente, quando os clientes contratam servicos labora-
toriais, avaliam a qualidade dos resultados e a qualidade do
processo, ou seja, se o desempenho analitico estd compativel
com os dados clinicos e se o processo de interacao entre cli-
ente e pessoal do laboratério foi o mais agraddvel possivel.
Assim sendo, os atributos relacionados com as cinco di-
mensoes da qualidade (Parasuraman, Zeithaml & Berry,
1985) podem alcancar a qualidade percebida nos servicos e
gerar a satisfacao do cliente. Segundo os estudos de Hes-
kett et al. (apud Zeithaml & Bitner, 2003), hda uma grande
correlacao entre satisfacao e fidelidade dos clientes — o que
as empresas buscam para conquista do sucesso ou para a
propria sobrevivéncia. Essa associacao é tanto mais positiva
quando maior seja a satisfacao. Portanto, a qualidade é a
maior fonte de vantagem competitiva em uma empresa.
Dentre os 16 atributos estudados, relacionados com as cin-
co dimensoes da qualidade, os seis que apresentaram a
melhor avaliacao foram, em ordem decrescente: higiene e
limpeza do laboratério (1,73), confiabilidade dos resultados
(1,72), certificado de qualidade laboratorial (1,42), acerto
da veia na primeira tentativa de coleta (1,38), conferéncia
da identificacao da amostra biolégica pelo paciente (1,36)
e entrega de exames pontualmente, na hora marcada
(1,35) (Tabela 1). O fato de que a maioria da clientela do la-
boratério em estudo pertence as classes sociais A e B, que
sao mais exigentes, e o fato de que a higiene e limpeza das
instalagoes, como um todo, conotarem organizagao, ambi-
entes menos contaminados e mais agraddveis, provavel-
mente constituiram os fatores que mais contribuiram para
que esse atributo fosse o mais valorizado. E interessante
ressaltar que nenhuma vez a higiene e limpeza do labora-
torio foram mencionadas na caixa de sugestdes e recla-
macoes e nem mesmo nas pesquisas periédicas sobre qua-
lidade realizadas nesse laboratério. Higiene e limpeza im-
pecaveis sdo procedimentos relativamente pouco onerosos
e de facil implementacdo num laboratério clinico, com re-
lacao custo-beneficio bastante favoravel. Aplica-se aqui o
conceito, bastante disseminado, de que “limpeza ninguém
percebe; apenas sujeira”.

Embora Kotler (2002) considere a confiabilidade como a di-
mensao mais importante da qualidade, a presente pesqui-
sa a revelou como a segunda mais destacada (média 1,72),
apesar da diferenca muito pequena em relacao a dimensao
de maior destaque (higiene e limpeza, com média de 1,73).
Pelo fato de a confiabilidade ser um determinante de qua-
lidade muito importante, principalmente no setor de labo-
ratérios clinicos, é fundamental implementar um sistema
da qualidade que monitore as fases pré-analitica, analitica
e poés-analitica. Resultados de exames laboratoriais preci-
sos e exatos sao essenciais para um diagnéstico correto ou
para monitorar a eficdcia de um tratamento médico. Para
que o desempenho analitico seja satisfatério, é importante
que o laboratério seja acreditado por um sistema da quali-
dade (DICQ e/ou PALC e/ou CAP). A acreditacao do labo-
ratério ndo s6 melhora o desempenho analitico; seu certifi-
cado, exposto em um recinto do laboratério, inspira maior
seguranca na prestacao dos servicos laboratoriais. A certi-
ficacdao da qualidade laboratorial € um procedimento tao
importante que os clientes em estudo a apontaram como o
terceiro atributo mais importante na escolha de um labora-
tério clinico. A valorizacdo desse atributo, sugere que os
clientes ja estdao bem conscientes da importancia da certi-
ficacdo ou acreditacao de laboratérios.

A Tabela 1 mostra que o acerto da veia na primeira tenta-
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tiva de coleta foi o quarto atributo mais destacado, o que
indica que a presenca de uma equipe de flebotomistas com
grande habilidade pode constituir um grande diferencial
na satisfacao dos clientes. Os integrantes dessa equipe de-
vem nao apenas ser contratados com base em boa experi-
éncia e num rigoroso critério de selecdo, mas devem peri-
odicamente passar por treinamentos adicionais.

A conferéncia da identificacdo da amostra biolégica foi o
quinto atributo mais apontado. Sua importancia se deve a
possibilidade de ocorréncia de erro na identificacdao da
amostra biolégica, o que pode gerar incerteza, pelo clien-
te, na contratacao de um servico laboratorial. A identifi-
cacao da amostra biolégica através de cédigo de barras e a
conferéncia da identificacao pelo proéprio cliente poderao
colaborar para inspirar-lhe maior seguranca.

A entrega pontual do resultado do exame, na hora marca-
da, foi um atributo que também recebeu destaque, prova-
velmente por representar o cumprimento da promessa de
entrega de um servico contratado. E importante, desse mo-
do, haver um indicador de qualidade que permita avaliar
todo o processo envolvido no cumprimento da entrega de
resultado dos exames no horario combinado.

A demora no atendimento é um problema que sempre tem
causado desconforto aos clientes na recepcao de um labo-
ratério clinico. O cliente pode tolerar essa demora até um
certo limite, dependendo de seu estado emocional e situa-
cional. E conveniente que cada laboratério monitore cons-
tantemente o tempo médio de atendimento e satisfacdo dos
clientes. A agilidade no atendimento é importante, mas
nao pode deixar de seguir procedimentos que transmitam
seguranca e organizacdo e que evitem erros e prejuizos ao
laboratério.

O item pesquisado que se refere ao atendimento especial
para pessoas com mais de 60 anos teve uma avaliacao me-
lhor do que o que se refere a criangas, provavelmente de-
vido ao aumento consideravel da populacéao idosa e ao re-
conhecimento de seu valor pela sociedade. Esses dados sao
importantes porque sugerem que o investimento nos ido-
sos é mais rentdvel que aquele feito com a clientela infan-
til, uma vez que a populacao com mais de 60 anos consti-
tui no laboratério estudado 20,9% da clientela, enquanto a
de 13 anos perfaz 6,5%. Além disso, os primeiros realizam
em média o dobro de exames, em comparacao com 0s usu-
arios de 0 a 13 anos.

A disponibilidade de estacionamento amplo e de facil
acesso foi pouco apontada na preferéncia de um laboraté-
rio clinico pelos respondentes, talvez porque Campo Gran-
de, MS, cidade com 700 mil habitantes, ainda nao apresen-
te problemas sérios de congestionamento de transito e de
falta de estacionamento. Esse atributo pode ser muito valo-
rizado em laboratérios localizados em cidades mais popu-
losas, onde o espago para estacionamento é cada vez mais
raro e oneroso.

De acordo com a andlise das informac¢oes encontradas na
caixa de sugestoes e de reclamacoes do laboratério estuda-
do, a principal reivindicacao dos clientes é a melhoria no
café da manha. No entanto, a pesquisa nao revelou ser es-
se um atributo muito valorizado. Segundo a pesquisa inter-
na realizada pelo laboratério, apenas 40% dos clientes uti-
lizam o servico da copa do laboratério. Nas cidades de mai-
or porte, onde a distancia entre a residéncia e o laboratério
é grande, este item pode, porém, tornar-se muito relevan-
te. E conveniente, portanto, que cada laboratério faca sua
proépria pesquisa, a fim de identificar a relacao custo-bene-
ficio antes de proceder a um investimento maior para ofe-
recer um café matinal de melhor qualidade.
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O atributo referente a localizacao préxima a residéncia nao
foilevado em grande consideracao pelos respondentes. Po-
de-se considerar que isso se deva ao fato de a cidade nao
oferecer grandes dificuldades para locomocao. Torna-se
fundamental, assim, realizar uma pesquisa antes da insta-
lacao de outra unidade de atendimento, para esclarecer se
o investimento apresentara um retorno financeiro satisfato-
rio e se a localizacdo da nova unidade é a mais adequada
possivel.

Quando os clientes foram segmentados por sexo e faixa
etdria, as diferencas verificadas no grau de importancia en-
tre os atributos estudados foram pequenas.

Os atributos que tiveram as piores avaliagoes, em ordem
decrescente, foram: entrega de resultado via internet
(0,08), localizacdo do laboratério préxima da residéncia
(0,23), café da manha reforcado apds a coleta (0,35), ambi-
ente bem decorado e agradavel (0,46) e coleta em domici-
lio (0,56).

Este estudo mostrou que, com excecao da higiene e limpe-
za, que teve a melhor avaliacao, os atributos relacionados
com a confiabilidade e seguranca e, a seguir, com a res-
ponsividade determinam a qualidade em servicos labora-
toriais, como mostram as Tabelas 4, 5, 6 e 7. Além disso, po-
de-se supor que o investimento em clientes da melhor ida-
de (com mais de 60 anos) parece ser mais vantajoso no ca-
so do laboratério estudado, ja que esse atributo foi mais va-
lorizado do que o atendimento especial para criancas.
Vale ressaltar que os resultados desta pesquisa poderao di-
ferir dos encontrados em outros laboratérios, uma vez que
o perfil da clientela de laboratérios pode apresentar gran-
de variacao de uma regiao para outra.
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Viabilidade celular de linfocitos como auxiliar na
Instituicao da Terapia Antirretroviral na Infeccao pelo HIV-1

Cellular viability of lymphocytes as an auxiliary for the Institution of Antiretroviral Therapy in the
Human Immunodeficiency Virus infection

G.L. Baggio’; J.C. Verd?; A. Treitinger'; J. Cunha'; S.I.A.C.P. Ferreira’ & C. Spada’

-~

RESUMO - A infecgéao pelo virus da imunodeficéncia humana (HIV) esta associada a diminuigdo progressiva do nimero de linfécitos
T CD4. Além do comprometimento na producao das células T CD4, os altos niveis de apoptose verificados nesses pacientes também
sao responsaveis pela deplecao dessas células. O objetivo deste trabalho foi mostrar a importancia da avaliacao da viabilidade celu-
lar de linfécitos como auxiliar no monitoramento da infeccao pelo HIV. Participaram deste estudo 18 voluntdrios HIV soropositivos
com contagem de linfécitos CD4 < 200 células/mm?®e 14 voluntéarios HIV soropositivos com contagem de linfécitos CD4 = 200 célu-
las/mm?®. O ensaio de viabilidade celular foi realizado em citémetro de fluxo, modelo FACScallibur™. A avaliacao da viabilidade ce-
lular demonstrou niveis elevados de apoptose nos pacientes HIV soropositivos com contagem de linfécitos CD4 < 200 células/mm?
(64,21% + 15,26), assim como nos pacientes HIV soropositivos com contagem de linfécitos CD4 = 200 células/mm® (62,63% + 21,08).
Considerando os altos niveis de apoptose verificados nos pacientes HIV soropositivos, a avaliacdo da viabilidade celular associada a
contagem de células CD4 pode contribuir para o monitoramento da infeccao e auxiliar na tomada de decisoes a respeito de quando

se deve instituir a terapia antirretroviral.

PALAVRAS-CHAVE - terapia antirretroviral, viabilidade celular, HIV, AIDS, linf6citos T CD4.
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UMMARY - Infection with the Human Immunodeficiency Virus (HIV) is associated with a progressive decrease in CD4 T cell count.
Besides T cell production is impaired, the high levels of apoptosis verified in those patients are also responsible for the depletion of T
CD4 lymphocytes. The aim of this study was to show the importance of the evaluation of cellular viability of lymphocytes in the ac-
companiment of HIV infection. Eighteen HIV seropositive subjects with T CD4-cell count = 200 cells per mm?® and fourteen HIV sero-
positive volunteers with T CD4-cell count = 200 cells per mm®, participated in this study. The cellular viability assay was performed
using a FACSCAllibur™ flow cytometer. Cellular viability assay demonstrated increased levels of apoptosis in the seropositive patients
with T CD4-cell count =< 200 cells per mm® (64,21% + 15,26), as well in the patients with T CD4-cell count = 200 cells per mm®* (62,63 %
+ 21,08). Considering the high levels of apoptosis verified in the HIV seropositive patients, cellular viability assay associated with T
CD4-cell count can contribute to monitor HIV infection and help to decide the appropriate moment to institute anti-retroviral therapy.
KEYWORDS - antiretroviral therapy, cellular viability, HIV, AIDS, T CD4 lymphocytes.
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INTRODUCAO

s pacientes HIV soropositivos, em estdgios avancados

da infeccao, apresentam alteracoes qualitativas e
quantitativas nas células T, com diminuicdo na contagem
de linf6citos T CD4 e inversao da relacao CD4/CD8F. Além
do comprometimento na producao das células T CDA4",
existem evidéncias de que a deplecéo das células T perifé-
ricas se deve aos altos niveis de apoptose verificados nos
pacientes infectados pelo HIV!',
A contagem de células T CD4 é um dos marcadores mais
utilizados no monitoramento da infeccao pelo HIV e, junta-
mente com a Carga Viral, é fundamental na tomada de de-
cisdes quanto ao momento em que se deve instituir a tera-
pia antirretroviral (TARV)". Embora nenhuma terapéutica
seja curativa, o surgimento dos antirretrovirais, bem como
o uso de profilaxia para infec¢des oportunistas na pratica
clinica, melhorou significativamente a qualidade e a ex-
pectativa de vida dos pacientes HIV soropositivos!'.
O principal objetivo da TARV é a reconstituicao do sistema
imunolégico, o que exige a efetiva inibicdo da replicagao
viral e o restabelecimento numeérico e funcional dos linf6-
citos T CD4. Portanto, definir o momento em que se deve
iniciar a TARV é uma das mais importantes decisoes a se-
rem tomadas no acompanhamento do paciente HIV soro-
positivo, sendo que em principio, a terapia deve ser inicia-

da antes de ocorrer dano irreversivel ao sistema imunol6-
gico™,

Atualmente, o Ministério da Satde preconiza o tratamento
antirretroviral para todos os pacientes infectados pelo HIV,
sintomaéticos ou assintomaéticos, que apresentam contagem
de linfécitos T CD4 inferior ou igual a 200 células/mm?®"”.
Segundo o Ministério da Saude, a terapia precoce deve ser
evitada, pois pode ser responsdvel pela limitacdo de
opcodes para alteracdao de tratamento em caso de intoleran-
cia a medicacao, desenvolvimento de resisténcia e falha te-
rapéutica, além dos efeitos colaterais associados ao uso
prolongado dos antirretrovirais”.

A administracdo da TARV leva a supressao da replicacao
viral e conseqliente aumento da contagem de linfécitos T
CD4, o que se deve em grande parte ao aumento da viabi-
lidade celular'™”. A diminuicao dos niveis de apoptose em
pacientes HIV soropositivos em uso de TARV pode ser de-
corrente da diminuicao da ativacao imune mediada pelo
HIV e suas proteinas, bem como pelo préprio efeito anti-
apoptético de alguns antirretrovirais!® '* %I,

A ativacdo imune cronica € o mecanismo primdrio respon-
savel pela morte de células T em pacientes HIV soropositi-
vos!™?l e envolve a producao aumentada de citocinas como
IL-1, IL-6 e TNF-a. Estas citocinas estimulam a replicacao
viral contribuindo diretamente para a patogénese do HIV e
progressao para AIDS". Uma vez ativadas, as células T ex-
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pressam receptores que sinalizam a apoptose, sendo Fas
(CD95/APO-1) e TNFR-1 (Receptor-1 para o Fator de Ne-
crose Tumoral) os mais bem caracterizados atualmente®®.
Estes receptores se ligam as proteinas sinalizadoras Fas-L
e TNF-a (Fator de Necrose Tumoral-a), respectivamente;
essa ligacdo induz a trimerizacao do receptor e recruta-
mento dos dominios de morte intracelulares com ativacao
das caspases e conseqiiente morte celular™. As células nao
comprometidas de pacientes HIV soropositivos e células
infectadas pelo HIV in vivo e in vitro, apresentam aumen-
to da expressao do CD95 na membrana celular e maior sus-
ceptibilidade a apoptose via Fas/FasL".

A introducao da TARV induz a diminuicao da producao das
citocinas TNF-q, IL-6 e IL-8 além da diminuicdo da ex-
pressao de marcadores de ativacao celular, como CD95 e
CD95L, tanto nas células T CD4 quanto nas células T CD8
e consequentemente diminuicao da apoptose via
Fas/FasL!". Dentre os medicamentos antirretrovirais utili-
zados, os inibidores da enzima protease diminuem os ni-
veis de apoptose em decorréncia da inibicao da expressao
das caspases 1 e 3 e por induzirem aumento da expressao
do gene antiapoptético Bcl-2"2,

Associados a ativacdo imune crénica, outros mecanismos
estdo envolvidos no aumento dos niveis de apoptose de lin-
focitos na infeccao pelo HIV. As células infectadas pelo
HIV tornam-se alvo para os linfécitos T citotéxicos que li-
beram perforina, uma proteina que abre canais na mem-
brana plasmatica, por onde entra a granzima B, uma seri-
no protease que ativa diretamente as caspases 3, 6 e 7, in-
duzindo apoptose?!,

Ao contrario de outros virus patogénicos, como adenovirus,
que desenvolveram mecanismos para evitar a apoptose e
continuar a replicacao viral®, o HIV nao possui esta habili-
dade, suas proteinas virais gp120/gp41, Tat, Nef, Vpr, Vpu
e a enzima protease podem promover a morte celular atra-
vés de mecanismos que incluem a formacao de sincicios, as
vias receptor-ligante e citotoxicidade direta®'**?. Além dis-
so, a replicacao viral intensa com conseqiiente rompimen-
to da membrana celular e acimulo de DNA néo integrado,
altera a homeostase celular ocasionando a morte da célula
hospedeira®.

Apesar do namero de células T infectadas pelo HIV ser re-
duzido, aproximadamente 0,01% do total de células mono-
nucleares, a quantidade de células T CD4 que sofrem
apoptose é avaliada em 2 x 10° células/dia, sendo que a
elevada morte celular ndo é somente resultado do efeito
citopético direto do virus em células infectadas, mas prin-
cipalmente, decorrente de mecanismos indiretos que le-
vam a apoptose células nao infectadas'.

Tendo em vista a diminuicao progressiva da contagem de
células T CD4 verificada nos pacientes HIV soropositivos,
objetiva-se mostrar a importancia da avaliacao dos niveis
de viabilidade celular de linfécitos, como ferramenta auxi-
liar no monitoramento da progressao da infeccao pelo HIV
e na tomada de decisoes acerca do momento ideal para
instituicao da terapia antirretroviral.

MATERIAIS E METODOS

Casuistica

Participaram deste estudo 18 voluntarios HIV soropositi-
vos, com contagem de linfécitos CD4 < 200 células/mm?,
com indicacdo para inicio de TARV e 14 voluntarios HIV
soropositivos com contagem de linfécitos CD4 > 200 célu-
las/mm? sem indicacdao para inicio da TARV, de acordo
com o protocolo estabelecido pelo Ministério da Saude!”,
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provenientes do Centro de Saude II - Prefeitura Municipal
de Florianoépolis. Os pacientes devidamente informados,
apos assinatura do termo de consentimento, foram encami-
nhados ao Hospital Universitdrio para coleta das amostras.
A realizacao deste estudo foi aprovada pelo Comité de Eti-
ca em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Fe-
deral de Santa Catarina.

Coleta de Material Bioldgico e Separacao das Células
Mononucleares

As amostras de 10 ml de sangue total foram coletadas em
tubos contendo heparina. As células mononucleares foram
isoladas com Ficoll-Paque® (Sigma Chemical Company,
USA) e ressuspendidas em meio RPMI 1640 (Sigma Chemi-
cal Company, Saint Louis, USA), suplementadas com 10%
de soro bovino fetal inativado, 10 pg/ml de estreptomicina
e 2,5 pg/ml de anfoterricina B e mantidas por 48 horas a
37°C, em estufa com 5% de CO..

As células mantidas em cultura por 48 horas foram ressus-
pendidas e transferidas para um tubo de citometro e sedi-
mentadas por centrifugacao (1500 rpm/5 minutos); o sobre-
nadante foi desprezado com o auxilio de pipeta de Pasteur
e as células ressuspendidas em 200 pl de solucdo corante
(calceina 1pM, EthD-1 8uM em solucdo de PBS pH 7,4) e
mantidas em repouso ao abrigo da luz por 15 minutos.
Ensaio de Viabilidade Celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado em citdémetro
de fluxo modelo FACSCallibur (Becton Dickinson Immu-
nocytometry System, San Jose, C.A., USA), com o uso de
dois programas proprios para andlises imunofenotipicas,
CELLQuest e PAINT A GATE, que permitem a aquisicao
das células mononucleares, a visualizacdo da distribuicao
gréafica dos linfécitos corados, bem como a porcentagem de
células viaveis, mortas e em apoptose.

O programa CELLQuest (Figura 1) permite a selecao das
células de acordo com seu tamanho e granulosidade, ex-
cluindo-se as células maiores como os mondcitos e células
que apresentam granulagoes, como os segmentados rema-
nescentes da separacao com Ficoll-Paque®.

4PD 600 800 1000
! ! L
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200
1

0

0 200 400 600 800 1000
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Figura 1: Selecao das células mononucleares no programa
CELLQuest pelo tamanho e granulosidade.

No programa PAINT-A-GATE, pode-se observar trés po-
pulacoes celulares distintas. As células viaveis que cons-
tituem o grupo de células do quadrante inferior direito,
marcadas intensamente com calceina; as células invidveis
encontradas nos quadrantes superiores, intensamente
marcadas com EthD-1 e uma populacao intermediaria, lo-
calizada no quadrante inferior esquerdo, constituindo as
células em apoptose (Figura 2).
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Figura 2: Visualizacao das trés populacoes celulares de acordo
com a emissao de fluorescéncia no programa CELLQuest.
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Figura 3: Visualizacao grafica das células viaveis, mortas e em
apoptose através do programa PAINT-A-GATE.

As células vidveis sdo permedveis a calceina, que sofre
acao enzimatica de esterases celulares, convertendo-se em
calceina intensamente fluorescente.

As células mortas sem atividade de esterases sao permea-
veis ao brometo de etidio, que se liga ao acido nucléico
emitindo fluorescéncia, sendo que as células em apoptose
com pouca atividade de esterases e pouco permedveis ao
EthD-1 também emitem fluorescéncia.

Deste modo, as células vidveis emitem fluorescéncia verde,
devido a calceina; as células mortas emitem fluorescéncia
vermelha, em func¢ao do brometo de etidio, e as células em
apoptose emitem um misto de fluorescéncia verde e ver-
melha (Figura 3).

Contagem de células T CD4

A contagem de linfécitos T CD4 foi realizada através de ci-
tometro de fluxo modelo FACSCount™ (Becton Dickinson,
USA), em amostras de sangue total, utilizando o conjunto
reativo com anticorpos monoclonais anti CD4/CD3 (Bec-
ton Dickinson, San Jose, C.A., USA).

Determinacao da carga Viral do HIV

A quantificacao do RNA viral foi realizada por metodologia
NASBA (Nucleic Acid Sequence-based Amplification) com
o teste NucliSens HIV-1 QT, Organon Teknika BV (Boxtel,
Netherland), onde o DNA ¢é extraido, amplificado e quan-
tificado por eletroquimiluminescéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a viabilidade celular, contagem de
células T CD4 e quantificacao da carga viral (CV) sao apre-
sentados nas Tabelas 1 e 2.

A CV e a contagem de células T CD4 sao marcadores in-
dependentes da progressao da infeccao pelo HIV e ambos
devem ser considerados no momento do inicio da TARV.
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No entanto, a contagem de linfécitos T CD4 reflete as con-
dicoes do sistema imune, sendo mais importante como in-
dicador da necessidade de inicio de tratamento!'.

A avaliacao da viabilidade de linfécitos circulantes realiza-
da neste estudo demonstrou niveis elevados de apoptose
nos pacientes HIV soropositivos com contagem de linféci-
tos CD4 < 200 células/mm*® (64,21% =+ 15,26), assim como
nos pacientes HIV soropositivos com contagem de linf6ci-
tos CD4 > 200 células/mm? (62,63% + 21,08). Considerando
os elevados niveis de apoptose verificados nos testes de vi-
abilidade celular, pode-se afirmar que nos pacientes HIV
soropositivos a contagem de células T CD4 nao est4 refle-
tindo as verdadeiras condi¢6es do sistema imune, visto que
as técnicas empregadas atualmente na rotina laboratorial
fornecem o numero total da populacao de células que ex-
pressa o marcador de superficie CD4, sem distin¢do entre
células viaveis, invidveis e em apoptose.

Tabela |
Porcentagem das células viaveis, mortas e em apoptose,
contagem de células T CD4 e quantificacdo da carga vi-
ral (CV) em pacientes HIV soropositivos com
indicacao para inicio de TARV.

Paciente | Céls. vidveis (%) | Céls. Mortas (%) | Céls. apoptéticas (%) CDh4 CV Cépias/ml
(céls/mm’)
1 12,72 5,78 81.5 45 110.000
2 4,48 4,07 91,45 64 310.000
3 349 4,59 60,51 88 170.000
4 25,73 35 70,77 41 63.000
5 20,6 19.76 59.64 123 64.000
6 5,94 16,79 77,27 124 100.000
7 23.83 8,11 68,06 190 190.000
8 30,73 2,74 66,53 45 110.000
9 33,77 12,02 54,21 166 2.700
10 5,08 6,70 88,22 74 140.00
11 24,79 1,60 73,61 115 19.000
12 34,61 2,95 62,44 196 31.000
13 56,72 2,26 41,02 171 97.000
14 45,58 4,82 49,60 152 16.000
15 53.02 2,08 44,9 56 25.000
16 30,69 9,06 60,25 189 130.000
17 54,92 342 41,66 160 310.000
18 53,35 1,71 44, 94 146 360.000
Média 30,63 6,22 64,21 119,16 123.982
DP 17,19 5,21 15,26 54,96 110.755
Tabela ll

Porcentagem das células viaveis, mortas e em apoptose,
contagem de células T CD4 e quantificacao da carga vi-
ral (CV) em pacientes HIV soropositivos sem
indicacao para inicio de TARV.

Paciente | Céls. vidveis Céls. Mortas Céls. apoptoticas CD4 Ccv
(%) (%) (%) (céls/mm’) Copias/ml

1 47,12 5,17 47,71 247 22.000
2 53,04 2,89 44,07 369 90.000
3 4,19 11,17 84,64 201 84.000
4 61,71 1,62 36,67 206 29.000
5 2,54 1,99 95,47 449 55.000
6 32,5 6,85 60,65 342 170.000
7 53,03 4,89 42,08 321 58.000
8 25,03 7,09 67,88 268 200.000
9 15,82 7,19 76,99 366 25.000
10 13,05 2,07 84,88 291 48.000
11 55,55 6,23 38,22 446 72.000
12 9.86 3,56 86,58 420 110.000
13 26,47 1,36 72,17 471 80.000
14 52,54 8,53 38,93 298 55.000
Média 32,31 5,04 62,63 335,35 78.429
DP 21,12 2,95 21,08 89,24 52.104

O paciente 1 (Tabela 1) com contagem de células T CD4 de
45 células/mm® e CV igual a 110.000 cépias/ml, apresenta
81,5% dessas células em apoptose; 12,72% das células T
CD4 estao viaveis, ou seja, 6 células/mm? demonstrando o
grave comprometimento imune celular deste paciente. O
mesmo ocorre com o paciente 6 (Tabela 1), com CV igual a
100.000 cépias , contagem de células T CD4 igual a 124 cé-
lulas/ mm?® e portanto, indicacdo para inicio de TARV. O
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teste de viabilidade celular deste paciente demonstra que
dessas 124 células/mm? apenas 5,94 % estao vidveis, o que
significa que este paciente apresenta 8 células/mm?® funci-
onais e sério comprometimento imune celular.

O paciente 17 (Tabela 1), também com indicagao para ini-
cio de TARV!", com CV igual a 310.000 c6pias/ml e conta-
gem de células T CD4 igual a 160 células/mm3, apresenta
maior viabilidade celular, 54,92%, ou seja, 88 células/mm?®
estao funcionais; apesar de apresentar CV elevada, este
paciente podera apresentar uma melhor resposta a TARV.
De acordo com Autran', a terapia antirretroviral efetiva
pode suprimir a replicacao viral, porém pode ser insufici-
ente para reconstituir o sistema imune de pacientes HIV
soropositivos com contagens de linfécitos inferiores a 200
células/mm?®.

O paciente 3 (Tabela 2) que apresenta uma contagem de
células T CD4 de 201 células/ mm?® e CV igual a 84.000 c6-
pias/ml é um paciente sem indicacdo para inicio da TARYV,
de acordo com o Ministério da Satide. No entanto, este pa-
ciente apresenta apenas 4,19% de viabilidade celular,
11,17% das suas células T CD4 estao mortas e 84,64% de-
las, em apoptose. Levando-se em consideracao os dados de
viabilidade celular, o paciente 3 apresenta somente 8 célu-
las T CD4/ mm?®, mostrando que neste paciente, a TARV
deveria ter sido iniciada mais precocemente.

Em trabalhos anteriores verificou-se que as taxas de mor-
talidade dos pacientes HIV soropositivos sao mais elevadas
quando a TARV é iniciada com contagem de linfécitos T
CD4 inferiores a 200 células/mm?, independente dos niveis
de carga viral, uma vez que a restauracao da resposta imu-
ne celular nos pacientes submetidos a TARV depende da
preservacao do microambiente onde essas células sdao pro-
duzidas'® ® ** . Segundo Gallant'"", pacientes com conta-
gens de linfécitos abaixo desses niveis tendem a uma pior
resposta a TARV e sdo mais susceptiveis aos efeitos colate-
rais provocados pelos antirretrovirais.

Analisando os dados do paciente 10 (Tabela 2) fica clara a
importancia da realizacdo dos testes de viabilidade celular
como auxiliar na tomada de decisdes a respeito da insti-
tuicao da TARV aos pacientes HIV soropositivos. Este paci-
ente apresenta CV igual a 48.000 c6pias/ml e contagem de
células T CD4 igual a 291 células/mm?®, contudo, apresenta
apenas 13,05% de viabilidade celular. Considerando-se a
viabilidade celular, este paciente apresenta uma contagem
de células T CD4 de apenas 38 células/mm?® e portanto in-
dicacao para instituicao da TARV.

A diminuicao da viabilidade celular, decorrente da in-
feccao pelo HIV, pode explicar o fato de que pacientes com
contagens de linfécitos CD4 superiores a 200 células/mm?®
apresentam sinais clinicos de comprometimento do sistema
imune celular, visto que a maioria das infec¢oes oportunis-
tas e das neoplasias, caracteristicas da AIDS, ocorrem
quando os niveis destas células encontram-se abaixo de
200 células/mm®'”. Para o paciente 2 (Tabela 2) ndo have-
ria indicacéao para inicio de TARV, de acordo com o proto-
colo estabelecido pelo Ministério da Satude!”, uma vez que
a contagem de linfécitos T CD4 é superior a 200 célu-
las/mm?®. Entretanto, das 369 células T CD4/mm?® apenas
53,04% estao vidveis, ou seja, 195 células/mm?®. O mesmo
ocorre com o paciente 5 (Tabela 2) que apresenta conta-
gem de linfécitos CD4 igual a 449 células/mm?® e nao apre-
senta indicacdo para inicio de TARV!"". O ensaio de viabi-
lidade celular mostra que destas 449 células/mm?®, 95,47%
estdo em apoptose e apenas 2,54% estdo viaveis. Este pa-
ciente, portanto, apresenta contagem de linfécitos CD4
igual a 11,4 células/mm?®, apresentando CV igual a 55.000

188

coépias/ml; neste caso, a TARV deveria ter sido iniciada
mais precocemente, uma vez que a resposta ao tratamento
é pior quanto maior o dano ao sistema imune.

Estes resultados demonstram que a insituicao da TARV de-
ve ser uma escolha clinica individualizada, considerando-
se o conjunto de dados laboratoriais e clinicos, visto que a
TARYV ministrada em estdgios muito avancados da doenca
é capaz de suprimir a replicacao viral a niveis indetectéa-
veis, porém, nao é capaz de recuperar o sistema imune ce-
lular 31,

Quando analisados em conjunto, esses dados demonstram
que o HIV é capaz de induzir apoptose, com conseqiiente
diminuicao da viabilidade celular, traduzida por niveis di-
minuidos de linfécitos T CD4 e progressao acelerada para
AIDS.

CONCLUSAO

Tendo em vista a diminuicao da viabilidade celular, os pa-
cientes HIV soropositivos apresentam maior comprometi-
mento no sistema imune e consequentemente tornam-se
mais susceptiveis a infecgdes oportunistas caracteristicas
da Aids. Neste contexto, a avaliacao da viabilidade celular
associada a contagem de células CD4 e quantificacdo da
CV, torna-se uma ferramenta importante na avaliacao das
condicoes do sistema imune celular e progressao para
Aids, podendo auxiliar na tomada de decisoes a respeito do
momento em que se deve instituir a TARV.
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Prevaléncia de Enteroparasitoses em Escolares do Bairro
Morro de Santana no Municipio de Ouro Preto, MG

Prevalence of intestinal parasitosis in students from public school in Morro de Santana, Ouro
Preto, MG

Maria Ruth Gongalves Gaede Carrillo; Angélica Alves Lima & Roney Luiz de Carvalho Nicolato

-

RESUMO - As parasitoses intestinais representam um grave problema de satide publica, principalmente nos paises em desenvolvi-
mento, onde as condi¢oes de higiene e saneamento basico sao precarias. Considerando que as criancas sao as mais atingidas, avali-
amos neste trabalho, a prevaléncia de enteroparasitoses nos discentes das escolas municipais de educacao infantil e ensino funda-
mental, situadas no bairro Morro de Santana em Ouro Preto, MG, no periodo de agosto a dezembro de 2000. No estudo foram reali-
zados exames parasitologicos de fezes e hemogramas dos alunos na faixa etaria de 4 a 16 anos. A analise das fezes revelou alto indi-
ce de parasitoses (53% de amostras positivas), com prevaléncia de Ascaris lumbricoides. Dentre os positivos, 49% eram monoparasi-
tados, 41% biparasitados e 10% poliparasitados. Cerca de 4,5% dos alunos apresentaram anemia. Todos os discentes com exames al-
terados foram encaminhados ao tratamento médico. Além disso, as condi¢oes de saude, saneamento basico e moradia foram avalia-
das através de questionarios, aplicados em algumas residéncias do bairro. Destacamos a importancia de um programa de educacgao
em saude para esta comunidade, visto que a conscientizacao e conhecimento acerca da doenca sao fundamentais para a prevencao e
o controle das enteroparasitoses.

\PALAVRAS-CHAVE - Parasitoses intestinais; educacao em saude; prevencao. Y,

/SUMMARY - The intestinal parasitosis represent a serious problem of public health, mainly in developing countries, where conditions
of hygiene and basic sanitation are precarious. Considering that the children are the more affected, we analyze in this work, the pre-
valence of intestinal parasitosis in the public school, placed in Morro de Santana in Ouro Preto, MG, during the period from August
to December 2000. Exams of feces and blood were accomplished in the age group of 4 to 16 years old. The analysis of the feces reve-
aled high level of intestinal parasitosis (53% of positive samples), with prevalence of Ascaris lumbricoides. Among positive samples,
49% were monoparasited, 41% biparasited and 10% poliparasited. About 4.5% of the students presented anemia. All the students
with altered exams were guided to the medical treatment. Besides, the conditions of health, basic sanitation and dwelling were ap-
praised, through questionnaires applied in some residences of the neighborhood. We bring out the importance of an education pro-
gram in health for this community, because the understanding and knowledge concerning the disease are fundamental for the pre-
vention and the control of the intestinal parasitosis.

\KEYWORDS - Intestinal parasitosis; education in health; prevention. Y,

sentam ascaridiase, reflexo do baixo padrdao de vida e es-
casso poder aquisitivo que condenam grandes parcelas da
populacdo a ma nutricdo, a ignorancia, a falta de recursos
médicos e a precdria protecdao em geral. Portanto, até que
medidas mais eficazes para a melhoria da qualidade de vi-
da sejam implementadas, considera-se importante a reali-
zacao de exames de fezes para o diagnoéstico correto e tra-
tamento adequado das parasitemias (Neves, 1995).

Considerando o exposto, neste trabalho, avaliamos a pre-
valéncia das parasitoses intestinais nos alunos da Escola
Municipal Profa. Juventina Drummond (EMPJD) e Escola
Municipal de Educacao Infantil Cirandinha (EMEIC), situ-
adas no bairro Morro de Santana, no municipio de Ouro

INTRODUGAO

s enteroparasitoses figuram como um dos grandes pro-

blemas de satude publica, afetando mais de 30% da
populacao mundial, com maior prevaléncia nos paises em
desenvolvimento, devido as precarias condicoes de sanea-
mento basico, o baixo nivel sécio-econdémico, a falta de ori-
entacao sanitdria e de programas de educacao para a sau-
de (UNICEEF, 1998).
A transmissdo dos parasitas intestinais geralmente é oro-
fecal, ou seja, a infeccao dé-se pela ingestdao de ovos ou
cistos, através de alimentos, &gua ou mesmo qualquer ou-
tro objeto contaminado com fezes. Devido ao contato mais

estreito com as formas infectantes e a imunidade ineficien-
te para eliminacdao dos parasitas a prevaléncia de entero-
parasitoses é alta em criancas (Costa-Macedo et al, 1998;
Marinho et al, 2002; Becker et al, 2002).

As parasitoses intestinais podem afetar a satide, a produti-
vidade e a capacidade fisica e mental, sendo o seu efeito
mais deletério quanto mais grave for o estado nutricional
do individuo afetado (Castifieiras & Martins, 2002).

Para o controle das enteroparasitoses, Cantos e colabora-
dores (1999) salientam a necessidade de boas condicoes de
habitacao, saneamento bésico, consumo de dgua potével e
de alimentos higienizados, além da higiene pessoal e da
educacéao sanitéria.

No Brasil, cerca de quarenta milhoes de brasileiros apre-

Preto, MG.
METODOLOGIA

Foram realizados 620 exames de fezes dos alunos das es-
colas envolvidas no Projeto. As amostras foram colhidas em
recipientes devidamente identificados, contendo solucao
conservadora de formol a 10% e examinadas pelo método
H.PJ. (Hoffman et al, 1934), sendo realizada a leitura de
trés laminas de cada amostra.

Também foram realizados 326 hemogramas, sendo as
amostras de sangue colhidas em frasco contendo anticoa-
gulante EDTA. Foram considerados positivos para a pre-
senca de anemia os casos que apresentaram valores de he-
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moglobina menores que 12g/dl, conforme estabelecido por
Glassman (1997).

Todos os exames foram executados pelos estagidrios do La-
boratério Piloto de Andlises Clinicas (LAPAC) da Escola de
Farmadcia, sob a supervisao técnica da coordenacao da dis-
ciplina de Estdgio Supervisionado em Analises Clinicas.
Os resultados foram entregues aos responsaveis, sendo os
casos positivos encaminhados ao médico para tratamento.
Paralelamente, os estagidrios visitaram 144 residéncias do
bairro para avaliacdo das condigoes de satide, moradia e
saneamento bésico através da aplicacao de um questiona-
rio as familias dos escolares. Estas moradias foram escolhi-
das randomicamente.

Os dados foram analisados utilizando o programa Epi-Info
6 e Excel 6.0 e o teste de Qui-quadrado com nivel de sig-
nificancia de 5%.

RESULTADOS

Observou-se alto indice de parasitoses intestinais nas cri-
ancas das escolas analisadas: 53% das amostras avaliadas
foram positivas (Figura 1A). Os parasitas encontrados nas
amostras estao relacionados na Figura 1B. Os parasitas
mais prevalentes foram Ascaris lumbricoides (37,91%) e
Entamoeba coli (32,24%). Embora o diagnéstico de giardi-
ase quando realizado com uma Unica amostra apresente
baixa positividade devido ao fato de que pacientes infecta-
dos nao eliminam cistos continuamente, a porcentagem de
amostras positivas para Giardia lamblia foi significativa
(12,42%). Para a obtencao de melhores resultados o ideal
seria a realizacao do exame de trés amostras fecais em di-
as alternados.

Em relacao ao grau de parasitismo encontramos 49% dos
discentes monoparasitados, 41% biparasitados e 10% poli-
parasitados (Figura 1C).

Nao houve diferenca estatistica entre os parasitas com re-
lacao ao sexo ou idade.

Considerando que os parasitas dificultam o processo de di-
gestao e assimilacao de nutrientes e contribuem para a des-
nutricao e anemia, analisamos os hemogramas dos discen-
tes das escolas EMEIC e EMPJD. Nossos resultados mos-
tram que 4,5% das criancas estavam anémicas (Figura 2).
Verificamos que as condicdes de saiide, moradia e sanea-
mento bésico do bairro Morro de Santana sdo precdrias, o
que dificulta o controle das enteroparasitoses. O municipio
de Ouro Preto nao disp6e de agua tratada, sendo realizada
apenas a cloracdo. Quase a totalidade das familias visita-
das relatou problemas no abastecimento de agua, o que
certamente compromete a higiene e contribui para a disse-
minacao de doencgas. Cerca de 9,7 % das familias relataram
nao ter filtro em casa. Cerca de 14,8% relataram nao haver
coleta de lixo na proximidade de suas casas, sendo este na
maioria das vezes jogado em algum terreno desocupado,
contribuindo para a proliferacao de insetos. Foi observada
a presenca de insetos nas moradias visitadas, principal-
mente moscas.

A figura 3 (A e B) mostra o nimero de moradores/residén-
cia e o nimero de comodos das moradias visitadas. Em cer-
ca de 23,1% das familias visitadas, 6 pessoas dividem a
mesma moradia, em geral de 4 comodos (38,5%) ou de 5 ou
mais (34,5%).

Ressaltamos a importancia do atendimento médico e trata-
mento das criancas parasitadas, bem como a realizacao de
um projeto de educacdo em saude visando a conscienti-
zacao acerca das enteroparasitoses e sua prevencao.
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Figura 1: Resultado do inquérito parasitolégico realizado com 620
discentes das EMEIC e EMPJD, situadas no Morro de Santana,
Ouro Preto, MG. (A) Positividade das amostras. (B) Prevaléncia de
parasitas: 1- Ascaris lumbricoides; 2- Entamoeba coli; 3- Giardia
lamblia; 4- Endolimax nana; 5- Trichuris trichiura; 5- Entamoeba
histolytica; 6- Enterobius vermicularis; 8- Strongyloides stercoralis;
9- lodameba butschilli; 10- Ancilostomo duodenale. (C) Freqiiéncia
de multiparasitoses.
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Figura 2: Prevaléncia de anemia nos discentes das EMEIC e
EMPJD, Morro de Santana, Ouro Preto, MG.
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Figura 3: Condicoes de moradia no bairro Morro de Santana, Ouro
Preto, MG. (A) Nimero de moradores/residéncia. (B) Numero de
comodos/residéncia.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Séo preocupantes os altos indices de parasitoses encontra-
dos no bairro Morro de Santana em Ouro Preto, principal-
mente por se tratar de criancas em um local com alta taxa
de desnutricao, pois a morbidade das parasitoses intesti-
nais tem uma relacao direta com o grau nutricional do in-
dividuo.

De modo geral, os indices de enteroparasitoses apresenta-
dos neste estudo revelam um perfil semelhante ao de ou-
tras escolas publicas do pais localizadas em centros com
condicoes precarias de saneamento bdsico e baixo nivel s6-
cio-econdmico (Becker et al, 2002; Marinho et al, 2002).
Nossos resultados mostraram que 37,91% das criancas
apresentaram Ascaris lumbricoides. Este helminto é a es-
pécie mais prevalente de todos os enteroparasitas que aco-
metem o homem em paises com baixas condicbes so6cio-
econémicas (Hlaing et al., 1990). Segundo a OMS (1990),
980 milhoes de pessoas estao parasitadas por Ascaris em
todo mundo.

Entretanto, ao contrério do que se esperava na populacao
infantil, a prevaléncia de Enterobius vermicularis nao foi
tdo elevada. Possivelmente pelo fato do método utilizado
para a analise das amostras de fezes nao ser satisfatério pa-
ra o diagndstico da enterobiase. Sabe-se que a fémea de-
posita seus ovos a noite em torno da regido anal: portanto,
o melhor procedimento diagnéstico consiste em algum mé-
todo de “swab" da regido com substancia adesiva que se-
ra posteriormente aplicada a uma lamina de vidro para
pesquisa de ovos caracteristicos de oxitros. Como os ver-
mes nao depositam seus ovos todos os dias, pode ser neces-
saria a obtencao de amostras repetidas.

A disseminacdao das parasitoses intestinal pela contami-
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nacao fecal do peridomicilio é favorecida em populacoes
com precaria estrutura sanitaria (Gioia, 1992). Os dados en-
contrados podem ser justificados nao sé pela contaminacao
do peridomicilio e consequentemente do préprio homem,
mas também pelas precdrias condicdes s6cio-econdmicas e
culturais da populacao (Marzochi & Carvalheiro, 1978). No
bairro Morro de Santana, verificamos falta de dgua e nao
tratamento dessa, falta de rede de esgoto e de coleta de li-
xo adequada, proliferacao de insetos, criancas descalcas,
baixos niveis de higiene, educacdo e conscientizagdo por
parte dos moradores locais.

Embora discutida a simples distribuicao de medicamentos
e orientacao médica nos casos que apresentaram exames
alterados, dados da UNICEF (1998) a consideram benéfica,
pelo menos até que as causas e as condi¢coes de contami-
nacao ambiental e de infeccoes sejam sanadas.

Com o panorama da regido descrito anteriormente e consi-
derando-se que no Brasil a caréncia de educacdo sanitaria
é marcante cabendo decisao politica para reverter este
quadro, acredita-se que a conscientizacao da populacao
quanto as maneiras pelas quais se previnem as doencas
transmissiveis é fator indispensével para o sucesso de qual-
quer campanha profildtica. Medidas preventivas como pa-
lestras educativas em escolas e centros comunitdrios po-
dem ser efetivas para minimizar as contaminacoes entero-
parasitarias e seus efeitos nocivos.
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Efeitos da Antocianina de Uva no Peso e Nives Sangliineos
de Glicose e Triacilgliceréis em Coelhos Diabéticos

Effects of Anthocianyn of Grape in the Weigth and Blood Levels of Glucose and Triacyglycerols in
Diabetics Rabbits
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to e niveis elevados de triacilgliceréis e glicose no sangue.

bem como perda de peso corporal.

tados nao fossem significativos do ponto de vista estatistico.

-

/RESUMO - A diabete é uma doenca cronica que se caracteriza por eliminacao freqiiente de urina, sede incontrolavel, emagrecimen-

Neste ensaio biolégico verificaram-se os efeitos da antocianina da uva, em coelhos com diabete induzida pela droga aloxano.
Verificou-se que, apds a aplicacao da droga aloxano, ocorreu aumento dos niveis de tricilgliceréis e glicose no sangue dos animais,

Observou-se tendéncia da antocianina proporcionar certo ganho de peso aos animais. Com relacao aos niveis de traicilgliceréis e gli-
cose, constatou-se tendéncia de queda desses constituintes no sangue dos animais tratados com referida substancia, embora os resul-

PALAVRAS-CHAVE - Antocianina, glicose, triacilgliceréis, diabetes.

~

(s

of triacylglycerols and glucose in the blood.

loss of corporal weight.

KEYWORDS - Diabetes, anthocianyn, glucose, triacylglycerols.

-

UMMARY - Diabetes is a chronic disease characterized by frequent elimination of urine, excessive thirst, weigh loss and high levels

In this biological assay, were undergone effects of anthocyanin in rabbits with diabetes induced by the drug aloxane.
Was verified after the application of aloxane, occurred an incrase of glucose and triacylglycerol levels in the animals blood, as well

It was also observed a tendency for anthocyanin to produce some weight earnings in the animals. With relation to triacylglycerol and
glucose levels, it was verified a tendency to reduction of those constituents in the blood of the animals treated with the mentioned
substances, although the results were not significant from the statistical point of view.

/
~

/

INTRODUCAO

diabete é uma doenca na qual a glicose do sangue se

encontra em niveis elevados quando o paciente esta
em jejum, além de ser acompanhado por alteracdées no
metabolismo de carboidratos e também de lipidios e pro-
teinas. Essa alteragdes sdo uma conseqiiéncia do déficit da
secrecao da insulina (PALLARDO, 1997).
Para sair da corrente sangtiinea e entrar nas células, a gli-
cose precisa ser transportada, e esse transporte para o in-
terior da maioria das células depende da presenca de um
hormoénio conhecido como insulina, que se apresenta ane-
X0 aos locais receptores nas membranas celulares. Quan-
do ocorre auséncia da insulina suficiente ou reducao de
sua eficdcia, a glicose ndo pode mais atravessar a mem-
brana da célula, e a conseqiiéncia disso é que esse ag¢ucar
acaba se acumulando na corrente sangtliinea, levando a
hiperglicemia(MAHAN e KRAUSE, 1994).
A insulina promove também o armazenamento subse-
quente de lipideos devido ao estimulo provocado pela in-
sulina na atividade da enzima lipase lipoprotéica, que
exerce, entre outras, a funcao de facilitar a captagao de tri-
acilglicerdis pelo tecido adiposo. Na auséncia de insulina
ou ineficdcia de sua atividade, a captacao pelo tecido adi-
poso acaba sendo diminuida, e, como conseqiiéncia, au-
mentam-se os triacilgliceréis no sangue (PYORAL et al.,

1987; STAMLER et al., 1993).

A hipertrigliceridemia representa uma das alteracoes lipo-
protéicas mais comuns na diabete. A elevacao plasmaética
dos triacilglicerdis estd diretamente relacionada a reducao
da atividade da lipase lipoprotéica. Essa enzima é respon-
savel pela hidrélise dos triacilgliceréis em dcidos graxos li-
vres e glicerol, e sua acgdo esta vinculada aos niveis circu-
lantes de insulina (HOWARD, 1987; ABBATE e BRU-
NAEL, 1990).

O diabete confere maior risco para o desenvolvimento de
doenca arterial coronariana independentemente das fai-
xas etdrias. Alteracoes nas lipoproteinas LDL, VLDL sao
frequientes nesses pacientes. (ROSENGREN et al., 1989;
RUBIES et al., 1993; STAMLER et al., 1993).

O diabetes mellitus e a aterosclerose tém uma relacao re-
ciproca porquanto o diabetes é um dos principais fatores
de risco para o desenvolvimento de aterosclerose, a qual é
a principal causa de mortalidade nesse grupo de individu-
os (BAYERL, 2000). Estd bem estabelecido que ateroscle-
rose é mais severa no diabetes mellitus cujos portadores
apresentam lipoproteinas glicosiladas. Foi demonstrado
que a glicosilacao aumenta significativamente a ateroge-
nicidade da lipoproteina (OREKHOYV, 1997).

Informacoes recentes sugeriram que dietas compostas por
determinados flavonédides, tais como os presentes na soja
(que contém principalmente isoflavonas como a genistei-

Recebido em 29/09/2004
Aprovado em 29/12/2004
"Laboratério Biofarmacos. Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, Minas Gerais, Brasil.
?Departamento de Quimica da Universidade Federal de Ouro Preto, Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil.
*Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

RBAC, vol. 37(3): 195-199, 2005

195



na, daidzeina, daizina, genistina e outros), sao capazes de
reduzir hipercolesterolemia (KUROWSKA, 2000). Estudos
epidemiolégicos demonstraram que a ingestdo didria de
flavondides é inversamente associada a mortalidade por
doencas cardiovasculares e incidéncia de infarto (SHIMOI
et al., 1998).

Os flavonéides sao substancias encontradas em diversos ti-
pos de vegetais. Nos alimentos, sao encontrados nas frutas,
leguminosas, em flores e folhas. Nas folhas, os flavonéides
bloqueiam a penetracao da radiagao ultravioleta, que da-
nifica os dcidos nucléicos e as proteinas. Eles, seletivamen-
te, absorvem luz de cores azul, verde e vermelha, que sao
importantes para a fotossintese (RAVEN et al., 1996; CO-
OK e SAMMAN, 1996; BATLOUNI, 1997).

Séo conhecidos mais de 4.200 flavonoéides, sendo que o nt-
mero de novas estruturas identificadas praticamente do-
brou nos ultimos vinte anos (SIMOES, 2000).

A associacao entre alto consumo de flavonoides e reducao
do risco de doencas cardiovasculares tém sido proposta co-
mo sendo parcialmente relacionada a inibicao da oxidacao
da LDL e agregacao plaquetdria. O mecanismo proposto
para o efeito antioxidante dos flavonédides se desenvolve
através da interacao com radicais livres diminuindo a oxi-
dacao da LDL e, conseqlientemente, reduzindo sua atero-
genicidade. Os dados que justificam estas conclusoes estao
baseados em estudos epidemiolégicos que, quando agru-
pados, incluem centenas de participantes de paises indus-
trializados, predominantemente da Europa e América do
Norte (PUDDEY, 1999). Os flavondides com capacidade
antioxidante removem os radicais superéxido, oxigénio
simpleto e os peroxidos lipidicos, diminuindo a oxidacao
das LDLs e seus efeitos citotéxicos (BATLOUNI, 1997).

As antocianinas sdao os pigmentos principais, responsaveis
pelas cores das flores. Muitas dessas substancias se apre-
sentam nas cores vermelha e azul. (RAVEN et al., 1996).
As antocianinas nao estao presentes apenas como pigmen-
tos de flores, mas aparecem também em uvas roxas, mo-
rangos, amoras pretas, jabuticabas, cerejas, casca da bata-
ta-doce, cebola roxa e repolho roxo (FREUND et al., 1988).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados, para esse experimento, 18 coelhos ma-
chos albinos com aproximadamente dois meses de idade,
da raca Nova Zelandia, fornecidos pelo Setor de Cunicul-
tura da Universidade Federal de Vigosa.

Ap6s a chegada, esses animais foram acondicionados em
gaiolas individuais e permaneceram durante cinco dias
para adaptacao, recebendo agua a vontade e 120 g de
racao para coelhos da marca Linha Natural da Purina.
Apo6s a adaptacao, os animais ficaram em jejum por 12 ho-
ras, para serem submetidos a primeira medida de peso e
dosagem de glicose e triacilgliceréis. Essa primeira dosa-
gem teve como objetivo verificar qual a concentracao nor-
mal desses constituintes no sangue dos coelhos antes de
terem sido submetidos a droga aloxano que induz a diabe-
tes.

Para a medida do peso utilizou-se uma balanc¢a da marca
Digipeso DP 3000, com capacidade méxima de 15 kg e mi-
nima de 125g com divisao de 5g.
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O sangue foi retirado do plexo venoso retro-orbital, sendo,
ap6s, centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos para ex-
tracao do soro, onde foram dosados os niveis de glicose e tri-
acilglicerdis, utilizando-se kit enzimatico da marca BIOLAB e
o aparelho de dosagens multiparamétrico, da marca Alizé.
Ap6s a primeira andlise de sangue e ainda em jejum, 12 coe-
lhos receberam a droga aloxano da marca Sigma. O objetivo
da aplicacao dessa droga foi induzir a diabetes nos animais.
Ap6s sete dias de aplicacdo da droga aloxano, foram realiza-
das a segunda dosagem de triacilglicerol e glicose no san-
gue, para verificar a inducao da diabete.

Apés a constatacdo de que os animais estavam diabéticos,
eles foram separados, de acordo com os seguintes grupos:
Grupo 1 (G1) de seis animais normais que receberam apenas
120 g de racao diariamente e dgua a vontade, Grupo 2 (G2)
de seis animais diabéticos que receberam 120 g de racao di-
ariamente e dgua a vontade, Grupo 3 (G3) de seis animais di-
abéticos que receberam, além de 120g de racdo e agua a
vontade, antocianina em forma de capsulas de 20 mg.

RESULTADOS

A tabela 1 nos mostra o efeito da substancia teste no peso
dos animais aos 14, 21, 28 e 35 dias.

Os resultados indicaram que a antocianina nao impediu o
distanciamento significativo dos grupos tratamentos em
relacao ao controle saudavel (G1). A antocianina, também,
fez com que o grupo G3 tivesse ganho de peso estatistica-
mente significativo em relacao ao grupo G2.

Tabela |
Pesos médios, em kg, e percentual de variacao em
relacao aos grupos - controle de coelhos submetidos a
tratamento com antocianina e avaliados durante 35 dias.

Tempo | Grupos Peso Variacio (%) | Variacio (%)
(dias) (kg) em relacdo a: | em relagio a:
Gl G2
0 Gl 2,386 A - -
0 G2 1,892 B - -
0 G3 2,404 a - -
7 Gl 2,622 A - -
7 G2 1,858 B - -
7 G3 2,362 a -9,92 +27,13
14 Gl 2,758 A - -
14 G2 1,814 B - -
14 G3 2,368 a -14,14 +30,54
21 Gl 2,899 A - -
21 G2 1,773 B - -
21 G3 2,505 a -13,59 +41,29
28 Gl 2,966 A - -
28 G2 1,730 B - -
28 G3 2,538 a -14,43 +46,71*
35 Gl 3,053 A - -
35 G2 1,682 B - -
35 G3 2,541 a -16,77 +51,07*

Im cada tempo A difere de B pelo teste F (p<0,05)
3m cada tempo letras iguais ndo diferem estatiticamente entre si teste F (p<0,05)
* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.
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A tabela 2 nos mostra o efeito da substancia teste no teor
de glicose sangiiinea dos animais aos 14, 21, 28 e 35 dias.

Ao analisar a tabela 2 notou-se que, ap6s a aplica¢ao da dro-
ga aloxano, os grupos (G1 e G2) apresentaram diferencas sig-
nificativas entre si, persistindo, assim, até o final do ensaio.

Em relacao ao grupo tratado verificamos que os niveis de gli-
cose mantiveram-se elevados em relacdo ao grupo saudavel
durante todo o experimento. Quando o mesmo foi comparado
com o grupo controle diabético, verificamos queda desses ni-
veis de glicose em relacao a esse grupo durante todo o expe-
rimento tornando-se significativa estatisticamente no 35° dia.

Tabela Il
Valores médios de glicose em mg/dL no soro de coelhos
e percentual de variacao em relacao aos grupos - con-
trole de coelhos submetidos a tratamentos com
antocianina e avaliados durante 35 dias.

Tempo | Grupos | Glicose | Variacio (%) | Variacio (%)
(dias) (mg/dL) | em relaciio a: | em relagio a:
Gl G2

0 Gl 148,17A - -

0 G2 135,73A - -

0 G3 152,65a - -

7 Gl 150,47B - -

7 G2 537,70A - -

7 G3 640,77a +325,85* +19,17
14 Gl 154,85B - -

14 G2 526,18A - -

14 G3 551,35a +256,05* +4,78
21 Gl 148,27B - -

21 G2 511,38A - -

21 G3 476,45a +221,34* -6,83
28 Gl 146,00B - -

28 G2 508,45A - -

28 G3 412,12a +187,27* -18,95
35 Gl 147,57B - -

35 G2 509,17A - -

35 G3 338,35a +129,28* -33,55%

Em cada tempo A difere de B pelo teste F (p<0,05)
Em cada tempo letras iguais ndo diferem estatiticamente entre si teste F (p<0,05)
* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.

A tabela 3 nos mostra o efeito da substancia teste nos valores
médios de triacilgliceréis dos animais aos 14, 21, 28 e 35 dias.
Ao observar-se a tabela 3, percebeu-se que os grupos-con-
trole (G1 e G2) tiveram diferencas estatisticamente signi-
ficativas aos sete dias, ap6s a aplicacao do aloxano, e até
o final do ensaio. Sendo que o grupo G2 permaneceu com
concentracao elevada de triacilgliceréis ( 500,13 mg/dL
aos 7 dias e 443 mg/dL aos 35 dias).

Aos 14 dias, o grupo tratado com antocianina apresentou
reducao de 5,03% no nivel médio de triacilglicerol em re-
lacao ao grupo G2. Aos 21 dias esse mesmo grupo apre-
sentou reducdo na concentracao de triacilglicer6is de
23,82% em relagao grupo G2.

Aos 28 dias, o grupo G3 apresentou redugodes na concen-
tracao de triacilglicer6éis em relacao ao grupo G2 de
43,65%. Aos 35 dias esse mesmo grupo apresentou re-
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ducao consideravel de 60,49%.

DISCUSSAO

Tabela lll
Valores médios de triacilglicerois em mg/dL no soro de
coelhos e percentual de variacdo em relacao aos grupos
- controle de coelhos submetidos a tratamentos com an-
tocianina e avaliados durante 35 dias.

Tempo | Grupos | Triacilgliecerol | Variacdo (%) | Variagido (%)
(dias) (mg/dL) em relacio em relacio
G1 G2
0 Gl 89,40" - -
0 G2 98,02% - -
0 G3 111,25° -
7 Gl 90,82B - -
7 G2 500,13% - -
7 G3 556,83" +513,11* +11,34
14 Gl 87,05B - -
14 G2 474,32% - -
14 G3 450,47a +417,48* -5,03
21 Gl 88,77B - B
21 G2 461,22A -
21 G3 351,35° +295,80* -23,82
28 Gl 87,45B - -
28 G2 454,02A - -
28 G3 255,85a +192,57 -43,65
35 Gl 88,02B - -
35 G2 443,22A - -
35 G3 175,12a +98,95 -60,49%*

Em cada tempo A difere de B pelo teste F (p<0,05)
Em cada tempo letras iguais ndo diferem estatiticamente entre si pelo teste F (p<0,05)
* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.

PESO

Os resultados demonstraram que, mesmo antes da apli-
cacao do aloxano, os grupos- controle (G1 e G2) ja eram es-
tatisticamente diferentes em massa corporal. Essa dife-
renca persistiu até o final do experimento. No entanto,
ap6s a aplicacao do aloxano, notou-se claramente que o
controle saudédvel (G1) apresentou ganho de peso, durante
todo o ensaio, em realacao ao controle G2.

Essas informacoes indicaram claramente que a droga alo-
xano ocasionou perda de peso dos animais do grupo G2.
Essa perda de peso é caracteristica de animais que se tor-
naram diabéticos ao se submeterem a droga aloxano
(GORRAY et al., 1986).

De acordo com ARDUINO (1979), na diabete o paciente
perde peso por causa, principalmente, do catabolismo das
proteinas e da gordura do tecido adiposo. Ocorre, também,
perda da glicose pela urina, que pode alcancar cifras de
10% com o correspondente desperdicio caldrico, e de desi-
dratacdo decorrente da politria.

Quando comparado o grupo tratamento (G3) com o contro-
le G2, percebeu-se que os valores de G3 distanciaram-se
significativamente deste controle a partir do tempo 21. Ao
observarmos as médias de peso, notamos que, desde a
aplicacao do aloxano, o grupo G2 perdeu peso e o grupo
tratado com antocianina evidenciou certa ganho de peso
GLICOSE

O fato de, ap6s a aplicacao da droga aloxano, os grupos
(G1 e G2) apresentaram diferencas significativas entre si,
persistindo, assim, até o final do ensaio indica que o obje-
tivo de se induzir a diabete foi atingido.

Vérios pesquisadores conseguiram induzir a diabete em
animais experimentais, utilizando a droga aloxano. FRI-
NHANI (1998), por exemplo, induziu diabete em ratos,
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aplicando o aloxano, via intravenosa, numa dose de 60
mg/kg de peso corporal dos animais. Em outro modelo ex-
perimental, MOHANAN e BOSE (1981) induziram diabe-
tes em ratos por injecao intraperitonial de aloxano em uma
dose de 100 mg/100 g de peso corporal.

J& MARCIANO (1997) testou diferentes concentracoes de
aloxano para induzir diabete experimental em ratos. De
acordo com esse pesquisador, o sucesso na inducao da hi-
perglicemia foi obtido com a dosagem de 60 mg de aloxa-
no por quilograma de peso corporal dos ratos.
Analisando-se também a relacdo entre o grupo tratado
(G3) com o controle saudavel (G1), verificou-se que, apés a
aplicacao do aloxano, houve distanciamento significativo
entre eles, persistindo mesmo apés a administragao da an-
tocianina.

Embora os valores de glicose sangiiinea do grupo tratado
com antocianina nao conseguir se aproximar do grupo sau-
dével, notou-se claramente que houve reducédo no teor de
glicose desse grupo tratado quando comparado com o gru-
po controle diabético (G2).

Em outro trabalho, FRINHANI (1998), ao investigar os efei-
tos de antocianinas de uvas roxas e de Tradescantia pallida
nos niveis de glicose de ratos diabéticos, verificou que,
num periodo de 21 dias de experimento, essas substancias
conseguiram reduzir, consideravelmente, os niveis de gli-
cose desses animais no décimo quarto dia de tratamento.

TRIACILGLICEROIS

Podemos observar claramente que os animais diabéticos tive-
ram uma hipertrigliceridemia em consequéncia da diabete.
Essa inducdo também foi observada nos animais do grupo tra-
tado (G3). A hipertrigliceridemia ocorreu porque os animais
que se tornam diabéticos tiveram reducao da insulina sérica
provocado pela destruicao das células beta no pancreas. A fal-
ta deste hormoénio ocasiona alteracoes na atividade da lipase,
enzima envolvida com os niveis de triacilgliceréis no sangue.
Assim, com sua atividade comprometida, esses niveis tendem
a tornar-se elevados. (ABBATE e BRUNAEL, 1990).

Os resultados apresentados pelo grupo G3 evidenciaram
que a antocianina foi eficiente em reduzir os niveis de tri-
acilglice6is em coelhos com hipertrigliceridemia induzida
por diabetes e que a reducao se tornou significativa aos 35
dias de experimento.

JAHROMI e RAY (1993) verificaram reducao consideravel
da concentracdo de triacilgliceréis provocada pelo flavo-
néide liquirritigenina, em animais experimentais com hi-
pertrigliceridemia.

Ja SUDHEESH et al. (1997) verificaram que os flavondides
extraidos da fruta Solanum melongena, eram eficientes na
reducao da hiperlipidemia, quando administrados em ratos
hiperlipidémicos, numa dosagem de 1 mg/100 g de peso
corporal/dia. BOK et al. (1999), estudando os efeitos da
mistura de dois flavonéides (naringina + hesperidina) em
ratos machos, verificaram reducao considerdvel no nivel de
triacilglicerdéis do figado.

A reducao dos niveis elevados de triacilglicer6is em diabé-
ticos é importante, uma vez que nesses metabolismo da
glicose e dos triacilgliceréis é bastante alterado. Individu-
os diabéticos possuem niveis muito reduzidos do hormoénio
insulina. Este hormonio auxilia a captura de acidos graxos
livres, na corrente sangiiinea, pelo tecido adiposo. Na falta
da insulina, os acidos graxos livres se acumulam na corren-
te sangiiinea. A falta de insulina influencia a ocorréncia da
hipertrigliceridemia (MAHAN e KRAUSE, 1994), que au-
menta o risco de ocorréncia de doenca arterial corondria.
Essas doencas corondrias sdo as principais responsaveis
pelas mortes dos individuos portadores de diabete (PYO-
RAL et al., 1987; STAMLER et al., 1993).
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CONCLUSAO

Os resultados, embora estatisticamente desconsideraveis,
indicaram que a antocianina demonstrou promissora ten-
déncia em proporcionar ganho de peso aos animais diabé-
ticos, em comparac¢ao com o grupo-controle diabético.
Com relacao ao teor de glicose, embora estatisticamente ir-
relevantes, os resultados evidenciaram também certa ten-
déncia promissora dessas substancias em reduzir os niveis
elevados de glicose dos coelhos diabéticos, em compa-
racao com os grupos-controle diabéticos.

No tocante ao teor de triacilglicerdis, os resultados indica-
ram que a antocianina atuou, significativamente, diminu-
indo o teor elevado de triacilglicer6is dos coelhos diabéti-
cos durante todo o experimento.
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