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Edirorial

Novas Tendéncias
Ulisses Tuma

e tempos em tempos temos de nos renovar. Sempre por uma infinidade de motivos. Com uma socieda
de absolutamente atuante no seu mercado, como a SBAC, ndo poderia ser diferente. Nos iiltimos 02
anos temos nos renovado e aumentado, significativamente a nossa participacdo junto aos laboratorios
clinicos de todo o pais.

Criamos um conjunto de produtos e projetos para atender aos interesses ndo apenas dos que compoéem a soci-
edade, mas, sobretudo aos interesses do mercado. E 0 mercado de laboratorios clinicos no Brasil passa por um
periodo de reformulagcdo como jamais visto. Desde a mudanga na legislacdo, com a RDC 302 da ANVISA, co-
mo a maior visibilidade da necessidade de aprender a gerenciar o laboratorio como um negocio ajudando a re-
Sformular inclusive, grades de curriculos de cursos de graduacdo em universidades pelo nosso pais. Desde um
congresso mais dindmico e com preocupagdo total com o resultado para o congressista a criacdo de cursos de
especializacdo em vdrias unidades pelo Brasil. Desde a reformulacdo do papel da SBAC na sociedade até a pos-
tura de defender os interesses dos laboratorios contra vieses e problemas de ambito geral.

A grande licdo que tiramos de tudo isso é que se a SBAC como a maior sociedade na drea de laboratorios cli-
nicos do pais, entendeu a necessidade de se reestruturar e se adaptar para enfrentar um mercado cada vez mais
competitivo. Porque o seu laboratorio ndo pode fazer o mesmo?

Ndo importa o tamanho, nem a drea de atuacdo. Muito menos o niimero de funciondrios ou exames que vocé
Jfaca. O que realmente importa é que vocé acredite que pode fazer a diferenca. Hoje com a RDC 302 da ANVI-
SA, sendo implantada em todo o pais, temos uma oportunidade muito interessante de evoluir, crescer, desenvol-
ver para atender aos nossos clientes de forma muito mais profissional.

A RDC 302 da ANVISA, terd um papel de destaque no Congresso Brasileiro de Andlises Clinicas este ano a ser
realizado em Curitiba. Mesas redondas, Workshops e cursos tratardo especificamente o tema com a importan-
cia que ele merece. Seja para o pequeno ou grande laboratorio. Além disso, os assessores cientificos do Progra-
ma Nacional de Controle de Qualidade estdo orientados a tirar as diividas dos laboratorios de todo o pais que
entrarem em contato com o PNCQ. Independente de ser participante ou ndo do Programa.

Todos temos a plena consciéncia das dificuldades para implantacdo da RDC 302 da ANVISA. Mas, ela é neces-
sdria e serd um divisor de dguas no mercado. Evoluindo sistemas da qualidade e melhorando a gestdo do labo-
ratorio em si.
E assim como a SBAC foi capaz de se renovar para melhorar para atender as suas necessidades e expectativas
como profissional de andlises clinicas, vocé e seu laboratorio também sdo absolutamente capazes de fazer isso
pelos seus clientes.

Conte com a SBAC!!

Basta querer e agir!

Dr. Ulisses Tuma ¢é Presidente da Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas.
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Fatores que podem comprometer a qualidade dos
exames citopatolégicos no rastreamento do cancer do
colo do utero

Factors that could be endanger to the quality of cervical smear to the screening in cervical cancer

Rita Goreti Amaral’; Andrea Alves Ribeiro’; Fabiana Alves de Miranda'; Suelene Brito do
Nascimento Tavares'; Nadja Lindany Alves Souza'; Edna Joana Cldudio Manrique'; Zair Benedita
Pinheiro de Albuquerque’ & Gislaine Ap. Fonsechi-Carvasan®

(F RESUMO - O exame citopatolégico possui um importante papel na deteccao das lesées precursoras e é o método mais utilizado no\
rastreamento do cancer do colo do utero, que se detectado precocemente ha grande possibilidade de cura. O objetivo deste estudo foi
avaliar o preenchimento da ficha de requisicdo em relacao a informacoes clinicas e identificar as principais causas que tornam as
amostras limitadas ou insatisfatérias para analise. Foram analisados 6000 exames citopatolégicos em mulheres atendidas nas Unida-
des Basicas de Satude de Goiania. Verificou-se que a maioria das fichas nao continham informacoes clinicas relevantes; 40,73% dos
esfregacos nao apresentavam células endocervicais e/ou metaplasicas e 30,00% apresentavam-se limitados por dessecamento. Os
principais fatores obscurecedores que tornaram os esfregacos insatisfatérios para andlise foram esfregacos purulentos e areas espes-
sas. Estas nao conformidades identificadas na fase pré-analitica podem ser minimizadas através de programas de capacitacao e cons-
cientizacao dos profissionais envolvidos na coleta dos exames citopatolégicos.

PALAVRAS-CHAVE - Esfregaco cérvico-vaginal, adequabilidade da amostra, exames citopatol6gicos, cancer cervical. Y,

/SUMMARY - The cervical smear has an important hole in the detection of the precursory lesions and it is one of the most efficient
tools for detection of these lesions related to the screening of cervical cancer, because if it is previously detected, there is a good chan-
ce of getting cure.

The aim of the present study it was verify the filling in of the files of patients submitted to Pap smear screened in relation of clinics in-
formation and identify the main reasons that to get the cervical smear limited or unsatisfactory. It was checked that a big amount of
clinic information had no answer or were not completed It has been done a survey of 6000 in women who have been cervical smear
in the care of Basic Units of Health. It was still noticed that 40,37 % of the smears don’t shown endocervical cells or metaplastics one
and 30% of the smears shown limited for dessecation. And obscure factors (which made the smears unsatisfactory) were purulent and
dense material.

These mistakes identified in pre-analytical could be softened through programs of capitations by improving professionals who are in-

volved in realization of the cervical smear.

KEYWORDS - cervical smear, quality smears, Pap test, cervical cancer Y,

INTRODUCAO

exame citopatolégico possui um importante papel na

deteccgao das lesdes precursoras do cancer do colo do
utero, pois, quando diagnosticado precocemente, ha gran-
de possibilidade de cura, chegando perto de 100% e po-
dendo ser tratado em nivel ambulatorial em cerca de 80%
dos casos®.
No Brasil, as neoplasias cervicais representam a terceira
causa de 6bito geral na populacao feminina e, de forma ge-
ral, o cancer do colo do utero corresponde a cerca de 15%
de todos os tipos de cancer feminino®.
Um dos maiores problemas que os laboratérios de citopato-
logia enfrentam em sua rotina sao as altas taxas de resul-
tados falso-negativos. Diversos estudos tém demonstrado
que os resultados falso-negativos variam de 6% a 56% e as
principais causas de erros estao relacionadas a erros de co-
leta, erros de escrutinio e de interpretacao dos diagnosti-
cos'®. Para reduzir estas elevadas taxas devem somar es-
forcos de todos os profissionais envolvidos na realizacao
dos exames citopatolégicos. Na fase pré-analitica, o preen-
chimento correto da ficha de requisicao, dados completos
da mulher, informacdes clinicas relevantes e a identifi-
cacao correta do material sdo de fundamental importancia
para melhorar a qualidade dos exames. A coleta deve ser
realizada corretamente da ectocérvice e do canal endocer-

vical e a fixacao deve ser imediata. Na fase laboratorial de-
ve ter critérios padronizados de controle interno da quali-
dade, desde a recepcao, técnica de coloracao, analise, até
emissao de laudos.

Uma caracteristica do exame citopatolégico é que predo-
mina claramente o trabalho manual, desde a coleta do ma-
terial até a emissao e liberacdo do resultado pelo laborato-
rio. Portanto, o desempenho pode estar relacionado com a
qualidade dos recursos humanos envolvidos. A partici-
pacao destes profissionais em programas de educacao con-
tinuada, aprimoramento individual e teste de proficiéncia é
imprescindivel'.

Objetivo deste estudo foi avaliar o preenchimento da ficha
de requisicao em relagao a informacoes clinicas e identifi-
car as principais causas que tornam as amostras limitadas
ou insatisfatérias para andlise do exame que podem com-
prometer a qualidade dos diagnoésticos citopatolégicos.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratério Rémulo Rocha, da
Faculdade de Farmacia-UFG. Foram analisados 6000 exa-
mes citopatolégicos em mulheres atendidas nas Unidades
Bésicas de Saude de Goiadnia no ano de 2002. O preenchi-
mento da ficha de requisicao, informacoes clinicas e a co-
leta do material citopatolégico foram realizadas pelos auxi-
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liares de enfermagem, enfermeiros e médicos da rede ba-
sica de satude. Os exames foram realizados pelos citologis-
tas especialistas do Laboratério Rémulo Rocha.

Os dados foram obtidos a partir das fichas de requisicao e
dos resultados dos exames citopatolégicos, segundo a No-
menclatura Brasileira recomendada pelo Ministério da
Saude. O banco de dados foi elaborado no programa EPI-
INFO 2002° e a andlise estatistica realizada pelo programa
SAS (SAS, 1999)*.

RESULTADOS

Na avaliacao do preenchimento correto das fichas de re-
quisicdo, observou-se que as informacdes clinicas solicita-
das apresentaram-se sem respostas em 2,46% para o item
Papanicolaou anterior e houve uma variacao de 42,00% a
72,98% sem respostas para os demais itens (Tab. I).

Tabela |
Informacoes clinicas contidas na ficha de
requisicao do exame citopatolégico

Tabela Ill
Adequabilidade da amostra: Esfregacos satisfatério,
satisfatorio porém limitado e esfregaco insatisfatério

Qualidade da amostra n %
Esfregaco Satisfatdrio 2435 40,58
Esfregaco Satisfatorio , mas limitado 3496 58,27
Esfregaco Insatisfatorio 55 0,92
Sem informagao 14 0,23

Total 6000 100

Os principais fatores que limitaram a andlise dos exames
foram auséncia de células endocervicais em 40,73%, des-
secamento em 30%, purulento em 14,82% e areas espessas
em 11,73% (Tab. IV).

Tabela IV
Fatores que limitam parcialmente ou tornam
os esfregacos insatisfatérios para a analise

Informagdes clinicas Sim Nio Nio Sabe __ Sem respost Esfrega satisfatoério, mas limitado n %
Uso do DIU L % L % n_| % L Yo Auséncia de células endo cervi cais 1424 40,73
sodo 40/0,67 318/53,08 21035 275 45,90 Dessecamento 1049 30.00
Papanicolaou anterior 4964 | 82,74 737/12,29 151]2,51 148 2,46 Purulento 518 14.82
Grivida 155/2,59 313/5205 | 53]0.88 | 266 4428 Areas espessas 410 11.73
Anticoncepcional 737/12,29 2724538 190032 | 252 4201 Presenca de sang ue 04 2,69
"TRH 2063.43 27445.62 1810.30 304 50.65 Auséncia de dados clinicos 1 0,03
Tratamento por
radioterapin 18/0,30 278(46,30 55(0,92 315 52,48 Total 3496 100
Sangramento pés relagdo 309/5.15 2814687 17]0.28 286 47.70
. P o
i]ael:l%)l'a:le:;to pos 400,67 1582635 ol 00 438 72,98 Esfregaco insatisfatério n %o
Pausa . Purulento 21 38,19
* TRH- Terapia de Reposi¢do Hormonal A 18 3273
~ . ~ . ~ reas espessas ,
Em rglagao a informacoes sobre a inspecao do colo e se ha- Dessecamento 10 18,18
via sinais de DST 36,82% e 55,13% estavam sem respostas, Escasso ou hemorrg ico 6 10,90
respectivamente (Tab. II). Total 55 100

Tabela Il
Informacodes da inspecéao do colo e de sinais de DST
contidas na ficha de requisicao

Inspecio do colo n %
Normal 2849 47,48
Alterado 703 11,72
Ausente 95 1,58
Colo ndo visua lizado 144 2,40
Sem resposta 2209 36,82

Total 6000 100

*Sinais DST
Nao 2131 35,52
Sim 561 9,35
Sem resposta 3308 55,13

Total 6000 100

*DST- Doenga Sexualmente Transmissivel

De acordo com a adequabilidade da amostra os esfregacos
foram classificados como satisfatérios, satisfatério, porém
apresentado fatores que limitam parcialmente a andlise e
insatisfatério em 40,58%, 58,27% e 0,92% respectivamen-
te e 0,23% exames estavam sem informacodes (Tab. III).

Os principais fatores que comprometeram a qualidade dos
esfregacos tornando-os insatisfatérios para andlise foram
purulento, &areas espessas, dessecamento, em 38,19%,
32,73%, 18,18%, respectivamente (Tab. IV).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Este estudo mostrou que grande parte das informacoes cli-
nicas presentes nas fichas de requisicao estavam sem res-
posta ou incompletas. Isto pode ter ocorrido por falta de
treinamento e informacdes sobre a importancia do preen-
chimento correto da ficha ou sobrecarga do profissional
durante o atendimento da mulher nas Unidades Basicas de
Saude. Estes resultados sao consistentes com o estudo rea-
lizado no laboratério do LACEM em Sao Luiz-MA*.

Em relacao a adequabilidade da amostra, observou-se que
40,73% dos esfregacos nao tinham representacao da
juncdo escamo-colunar (auséncia de células endocervicais
e/ou metapldsicas) conseqiientemente, podem comprome-
ter a qualidade do exame citopatolégico levando a um re-
sultado falso-negativo. Estudos tém demonstrado que es-
fregacos com células endocervicais tem uma freqiiéncia
significamente mais alta e um alto grau de anormalidades
escamosas detectadas do que esfregacos com falta de tais
células, é na juncao escamo-colunar que se originam a
maioria das lesdes precursoras do cancer de colo e que a
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presenca de um componente endocervical garante uma
amostra adequada dessa regidao, aumentando a probabili-
dade da deteccao de anormalidades cervicais'®.

Foram introduzidos novos tipos de instrumentos, a fim de
diminuir os resultados falso-negativos, como espatulas mo-
dificadas a partir do tradicional modelo de Ayre e escovas
de vérios desenhos, para alcancar mais eficientemente as
células da juncao escamo-colunar, regidao onde se localiza
a maioria das lesoes mais jovens® 1141718,

Outro fator importante para a qualidade do exame citopa-
tolégico é a fixacao, e este € um dos grandes problemas
que os laboratérios de citopatologia enfrentam em sua ro-
tina. Neste estudo observou-se que 30,00% dos esfregacos
apresentavam-se dessecados (mal fixados) limitando a
andlise. Os fatores obscurecedores que tornaram as amos-
tras insatisfatérias foram purulento e dreas espessas, erros
ocorridos na coleta que poderiam ser evitados com uma
limpeza adequada do colo e distribuicao adequada do ma-
terial na lamina.

Este estudo mostrou que as principais limitacoes apresen-
tadas podem ser identificadas e minimizadas através de
cursos de capacitacao. Isto motivou a equipe de profissio-
nais do Laboratério Romulo-Rocha, da Faculdade de Far-
macia-UFG, propor a Secretaria Municipal de Saide um
projeto de extensao com o objetivo de capacitar todos os
profissionais da rede bdsica de saude e do programa da
saude da familia responséveis pela coleta do exame citopa-
tolégico, visando melhorar ainda mais a qualidade destes
exames, projeto este ja iniciado.

Com o aprimoramento e a conscientizacao dos profissio-
nais envolvidos na fase pré-analitica, através de programas
de capacitacao e educacao permanente, os resultados dos
diagnésticos citopatolégicos poderao ser mais fidedignos e
um numero maior de lesdes pré-malignas poderéo ser di-
agnosticadas, contribuindo com a reducao da incidéncia do
cancer do colo do ttero.
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Avaliacao do sistema staph-id para a identificacao de
staphylococcus isolados a partir de espécimes clini-
cos humanos

Evaluation of staph-id system for identification of staphylococcus from human clinical isolates

Carlos Henrique Pesséa de Menezes e Silva'; Alessandro Pereira Lins® & Caroline Sathler Oliveira
da CruZ’

~

/RESUMO - Um sistema para a identificacao de estafilococos baseado em critérios bioquimicos foi avaliado. O sistema (STAPH-ID)
foi utilizado para identificar 256 cepas de estaflicocos coagulase positivos e negativos isolados de varios sitios como agentes etiol6gi-
cos primdrios de infecgdes clinicas, bem como a identificacdo de 10 cepas derivadas da American Type Culture Collection, compara-
do com o esquema proposto por Kloos e Schleifer. O aumento na importancia dos estafilococos e sua resisténcia aos antibiéticos foram
a razao do presente estudo. Mais de 95% dos Staphylococcus isolados foram facilmente identificados ao nivel de espécie baseado nos
perfis de 7 provas bioquimicas incluidas no kit proposto. O sistema é facil de usar, de facil manuseio e gerou resultados altamente re-
produtiveis e de baixo custo. O sistema STAPH-ID é uma alternativa viavel para a identificacao de estafilococos coagulase positivos

o

e negativos isolados de espécimes clinicos humanos em laboratérios de microbiologia.
PALAVRAS-CHAVE - Staphylococcus, Identificacao, Testes bioquimicos.

/

cies in microbiological laboratories.
KEYWORDS - Staphylococcus, Identification, Biochemical tests.

SUMMARY - A system for the identification of staphylococci based on the biochemical criteria was evaluated. The system (STAPH-\
ID) was used to identify 256 strains of coagulase-positive and coagulase-negative staphylococci isolated from various body sites as the
primary etiological agent of clinical infection as well 10 American Type Culture Collection strains compared with Kloos and Schleifer
scheme. The increasing importance of staphylococci and their resistance to antibiotics provided the rationale for such an investigati-
on. Over 95% of the Staphylococcus isolates were easily identified as to their species on the basis of their reaction profile to 7 bioche-
mical tests included in the kit. The system is simple to use, is easy to handle, gives highly reproducible results, and is inexpensive.
STAPH-ID system is a suitable alternative for identification of human coagulase-positive and coagulase-negative Staphylococcus spe-

/

INTRODUGAO

s Staphylococcus sdo os patdégenos mais frequente-

mente encontrados em infecgbes humanas, sendo
S.aureus a espécie mais comumente isolada'. Os Staphylo-
coccus coagulase-negativos (SCN) foram anteriormente
considerados nao patogénicos ou somente parte da micro-
biota normal da pele humana. Entretanto, recentemente,
eles tem sido implicados em uma enorme variedade de in-
fecgoes tanto em hospedeiros imunodebilitados quanto em
pessoas saudaveis'’. Tais infec¢ées incluem as do trato uri-
ndrio, endocardites bacterianas subagudas, bacteriemia
ap6s implantacao de dispositivos cardiacos artificiais e ou-
tras infecg6es mono e polimicrobianas. Isso levou a aumen-
tar o interesse na identificacdo ao nivel de espécie dos
SCN, particularmente por tais espécies apresentarem atu-
almente alta resisténcia aos antibiéticos comumente utili-
zados na pratica médica"**.
Kloos e Schleifer® publicaram um esquema simplificado pa-
ra a identificacao de uma grande variedade de SCN e tam-
bém de S.aureus. Este esquema foi, posteriormente, revisa-
do por Kloos e Lambe' e também por Bannerman'. Entre-
tanto, tal esquema é baseado em testes que nem sempre
sao facilmente encontrados no mercado brasileiro, além de
necessitarem de longos periodos de incubacéao, tornando-o
de pouca aplicabilidade prética nos laboratérios de micro-
biologia que trabalham somente com amostras provenien-
tes de infecgdes humanas. Este método consiste em uma sé-
rie de testes bioquimicos como a utilizacao de xilose, arabi-

nose, sacarose, trealose, maltose, manitol, lactose, xilitol, ri-
bose, frutose e manose, producao de hemolisina, reducao
do nitrato, urease, ornitina descarboxilase, crescimento em
caldo tioglicolato em anaerobiose e resisténcia a novobioci-
na, além de periodos de incubacéo de até 72 horas a 35°C.
No presente estudo propods-se um novo sistema para a
identificacdo de espécies de Staphylococcus, em 18 a 24
horas de incubacao (denominado STAPH-ID), apresentan-
do resultados confidveis e comparéaveis aos do método tra-
dicional proposto por Kloos e Schleifer, além de apresentar
baixo custo.

MATERIAL E METODOS

Fonte das bactérias: Um total de 256 isolados clinicos de
Staphylococcus foram testados. Duzentas cepas foram iso-
ladas a partir de pacientes hospitalizados (Hospital Praia
da Costa e Hospital Santa Moénica, Vila Velha-ES), dos
quais 85 foram isolados de hemoculturas, 50 de infeccoes
do trato urindrio e 65 de outras infec¢oes. Outras 56 cepas
foram obtidas de pacientes nao hospitalizados, encaminha-
dos ao laboratério Marcos Daniel (Vitéria/ES) para a reali-
zacao de uroculturas pois se tratavam de pacientes com si-
nais e sintomas clinicos de infec¢ao do trato urindrio. A dis-
tribuicao dos sitios de isolamento é mostrada na Tabela-1.
Todos as cepas foram reisoladas em dagar triptico de soja
(TSA, Difco) suplementado com 5% de sangue desfibrina-
do de carneiro. Todos os isolados foram testados quanto a
producao de coagulase em lamina e em tubo com plasma

Recebido em 27/04/2005
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citratado de coelho, coloracao de Gram e producao de aci-
do a partir do glicerol na presenca de eritromicina
(0,4ng/mL) como descrito por Kloos e Schleifer.

Controle da qualidade: Para o controle da qualidade dos
testes de identificacao foram utilizadas as seguintes cepas
derivadas da ATCC (American Type Culture Collection):
S.aureus ATCC 25923; S.epidermidis ATCC 14990; S.hae-
molyticus ATCC 29970; S.hominis ATCC 27844; S.sciuri
ATCC 29062; S.cohnii ATCC 29974; S.intermedius ATCC
29663; S.warneri ATCC 27836; S.xylosus ATCC 29971 e
S.saprophyticus ATCC 15305.

Identificacao das espécies: Coldnias isoladas de cada pla-
ca de agar TSA-sangue foram escolhidas para uso nos tes-
tes de identificacao. Por¢oes de tamanho semelhante foram
inoculadas em cada tubo da série bioquimica proposta,
sempre com especial atencao na esterilizacao da agulha
bacterioldgica utilizada antes da inoculacao do préximo tu-
bo para nao haver carreamento de substratos de um tubo
para outro. Os tubos foram entao incubados por 24 horas a
35°C antes da leitura e interpretacao dos resultados. As
reacoes bioquimicas testadas incluiram: fermentacao de
trealose, manose, lactose e manitol, reducao do nitrato a ni-
trito, arginina dehidrolase e urease. Os testes foram produ-
zidos em tubos de poliestireno estéril com tampa de poli-
propileno. A prova de arginina dehidrolase foi coberta com
500pL de 6leo mineral estéril antes da incubacéo. A leitu-
ra da prova de reducdo do nitrato foi realizada apés a
adicao dos reagentes especificos (acido sulfanilico 0,8%
em acido acético 5N e alfa-naftilamina 0,6% em acido acé-
tico 5N).

Sistema de identificacao convencional: Todos os isolados
foram testados pelo método de identificacao de Staphylo-
coccus proposto por Kloos e Schleifer. Para o propésito de
avaliacdo, os resultados do método convencional foram
considerados corretos e aceitaveis.

RESULTADOS

A interpretacdo das véarias provas bioquimicas ocorreu
apo6s 24 horas de incubacao. Os resultados obtidos com o
STAPH-ID para a identificacao de 256 cepas pertencentes
a 11 espécies diferentes de Staphylococcus sao mostrados
na Tabela-2. O novo sistema proposto obteve concordancia
na identificacdo ao nivel de espécie com o sistema de Klo-
os e Schleifer em 238 das 256 (93,1%) cepas testadas. Den-
tre as 238 cepas corretamente identificadas, o sistema
STAPH-ID obteve boa correlacdo com o método tradicional
(=90%) para a maioria das espécies, tais como S.epidermi-
dis (40 de 42 cepas testadas), S.haemolyticus (16 de 17),
S.saprophyticus (34 de 35), S.hominis (15 de 17), S.simu-
lans (12 de 13).

A espécie com maior frequéncia de identificagcoes incorre-
tas pelo STAPH-ID foi S.warneri. Cinco cepas foram identi-
ficadas incorretamente como sendo S.haemolyticus. Estas
cepas foram assim identificadas devido a resultados falso-
negativos para o teste de urease. Apés a reformulacao da
prova de urease, diminuindo a quantidade de fosfato de po-
téssio de 2,0g/L para 0,8g/L, as cepas foram retestadas e
identificadas corretamente pelo STAPH-ID como S.warneri.
O sistema STAPH-ID identificou corretamente 93,1% dos
SCN. A porcentagem de identificacao foi excelente
(96,1%) para as duas espécies de SCN mais comuns (S.epi-
dermidis e S.saprophyticus) e muito boa (> 90%) para algu-
mas espécies de SCN menos comumente isolados, tais co-
mo S.haemolyticus e S.simulans. Além disso, o sistema
STAPH-ID identificou corretamente todas as cepas testa-
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das de S.aureus, S.cohnii, S.capitis, S.sciuri e S.xylosus.
Quando a identificacdo ao nivel de espécie foi realizada
com as cepas ATCC, o sistema STAPH-ID mostrou 95% de
concordancia com o método convencional. Nao houve con-
cordancia total pelo mesmo motivo exposto anteriormente
para o teste de urease e a cepa-controle de S.warneri. Apés
a reformulacao da prova, a reprodutibilidade dos testes
com as cepas do controle de qualidade foi de 100%.

Tabela |
Identificacao das 256 cepas de Staphylococcus
a partir de varios materiais clinicos

N° de isolados a partir de:

Microrgani N° de isolad H Ituras Uroculturas Culturas de outros
materiais clini
S.aureus 81 52 2 27
S.epidermidis 108 60 12 36
S.saprophyticus 44 8 31 5
S.haemolyticus 10 8 0 2
S.simulans 4 2 0 2
S.hominis 2 0 2 0
S.capitis 8 2 0 6
S.cohnii 4 2 0 2
S.warneri 4 2 0 2
S.xylosus 16 8 2 6
Tabela ll

Identificagoes ao nivel de espécie utilizando
o sistema STAPH-ID

Espécie N° de isolados testados N° (%) de cepas identificadas
corret
S.aureus 81 81 (100)
S.epidermidis 42 40 (95,2)
S.saprophyticus 35 34(97.1)
S.warneri 23 18 (78,2)
S.hominis 17 15 (88,2)
S.haemolyticus 17 16 (94,0)
S.simulans 13 12 (92,3)
S.capitis 12 12 (100)
S.cohnii 8 8 (100)
S.sciuri 5 5(100)
S.xylosus 3 3 (100)

DISCUSSAO

Este estudo mostrou que a maioria dos isolados clinica-
mente importantes de Staphylococcus podem ser identifi-
cados ao nivel de espécie dentro de 24 horas de incubacao
usando o sistema proposto STAPH-ID. Nossos resultados
demonstraram que o STAPH-ID produziu um bom nivel de
acurdcia (= 90%) nas identificacdes de Staphylococcus co-
mumente isolados de espécimes clinicos humanos e tam-
bém para aqueles isolados menos frequentemente em
comparacao com o método convencional.

Das 244 cepas de Staphylococcus corretamente identifica-
das ao nivel de espécie pelo STAPH-ID, houve a necessi-
dade de incubacao por um periodo adicional de 24 horas
em 2,8% destas [S.epidermidis (2), S.saprophyticus (1),
S.hominis (2), S.haemolyticus (1) e S.simulans (1)].

Os resultados obtidos estdo amplamente em concordancia
com os de outros autores**”!* que também utilizaram testes
bioquimicos tradicionais para as identificacoes de espécies
de Staphylococcus. Papapetropoulos et al.’ examinaram
120 cepas de SCN e classificaram-nas como S.epidermidis
(76 de 118 cepas testadas), S.saprophyticus (10 de 118),
S.hominis (10 de 118) e as outras espécies reconhecidas pe-
lo método de Kloos e Schleifer foram identificadas com me-
nor frequéncia.

Em poucos casos, alguns dos resultados de certos testes bi-
oquimicos (como fermentacdo do manitol e producao de
urease) foram diferentes daqueles obtidos pelo sistema
convencional. Estas discrepancias podem ser devido, em
parte, a diferencas nos periodos de incubacédo, concen-
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tracao dos substratos, sensibilidade dos indicadores ou to-
dos esses fatores juntos.

E bem aceito o fato de que a maioria das espécies de
Staphylococcus devem ser incubada em meios como o dgar
sangue por pelo menos 48 horas antes que o isolado prima-
rio seja utilizado para a determinacdo da espécie*. Em
particular, a identificacdo dos SCN ao nivel de espécie e a
diferenciacao entre estas espécies sao facilitados por testes
simples de interpretacao das caracteristicas coloniais em
agar sangue apos 3 dias de incubagéo a 35°C seguido de 2
dias de incubacao em temperatura ambiente*'"*. Infeliz-
mente, a pratica da microbiologia médica humana impede
os microbiologistas de estenderem desta forma o tempo pa-
ra a identificacao destas espécies. Portanto, a necessidade
de testes rdpidos, confidveis e de baixo custo torna-se vital
para o correto prosseguimento da conduta clinica com ba-
se no diagnéstico laboratorial.

Por muito tempo, apesar do crescimento da caracterizagao
das infeccoes por Staphylococcus, particularmente SCN,
estes microrganismos nao foram corretamente identifica-
dos pelos laboratérios clinicos’. Na maioria dos laboratoéri-
os a identificacdo dos estafilococos ainda é baseada so-
mente nos aspectos morfolégicos das colonias desenvolvi-
das em agar sangue, coloracdo de Gram e provas de cata-
lase e coagulase, as quais permitem somente a classifi-
cacao dos estafilococos em S.aureus ou nao S.aureus, sen-
do esses ultimos classificados simplesmente como SCN*'*.
Com o aumento da atencao a saude em nosso pais, hoje os
microbiologistas clinicos estao também mais interessados
em reportar o mais rdpido possivel e com o menor custo os
resultados dos exames microbiolégicos aos médicos assis-
tentes, fazendo com que haja grande procura por métodos
rapidos, confidveis e de baixo custo. Infelizmente as opcoes
encontradas no Brasil ainda ndo contemplam estes trés pa-
rametros em conjunto.

Do ponto de vista préatico, o sistema STAPH-ID proposto
neste estudo foi simples de usar, de facil manuseio, geran-
do resultados altamente reprodutiveis, com baixo custo por
determinacao e respeitando as normas de biosseguranca,
uma vez que os tubos utilizados s@o plédsticos e apés a au-
toclavacao foram descartados convenientemente no lixo
comum do laboratério, sendo indicado para a rotina labo-
ratorial microbiolégica de laboratérios que isolam Staphy-
lococcus a partir de espécimes clinicos humanos.
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Sindrome de Bernard-Soulier

Bernard-Soulier Syndrom

Daniela Espindula de Quadros*

/RESUMO - A sindrome de Bernard-Soulier (SBS) trata-se de uma rara enfermidade que se caracteriza por tempo de sangramento\
prolongado, presenca de trombocitopenia e plaquetas gigantes. Clinicamente, os portadores sofrem de distirbios hemorragicos que
vao de discretos a severos, como: epistaxes, menorragia, melena, sangramento gengival, entre outros. Trata-se de uma doenca de
transmissao hereditaria autossémica recessiva, com maior prevaléncia em filhos de pais consangiiineos. A nivel molecular, sua causa
predominante deve-se a diversas mutacoes, como a delecao de dinucleotideos, alterando a leitura estrutural da regiao que decodifi-
ca a glicoproteina (GP), produzindo, assim, proteinas alteradas que normalmente teriam um papel especial na conformacao e estabi-
lidade da expressao do complexo GP IbIX-V, que é responsavel pela eficdcia funcional das plaquetas. Esta revisao de literatura tem
como objetivo mostrar a importancia do conhecimento dessa alteracao plaquetéria, esclarecer duvidas sobre a SBS e apontar que a
presenca de plaquetas bizarras no esfregaco sangiiineo é o mais importante indicio desta sindrome, o que diferencia a SBS de outros
distirbios de hemostasia, como a Purpura Trombocitopénica Imunolégica e a Doenca de Von Willebrand, na rotina laboratorial.
PALAVRAS-CHAVE - Plaquetas, Sindrome de Bernard-Soulier, Tempo de Sangramento, Complexo GP IbIX-V. Y,

~

SUMMARY - The Bernard-Soulier syndrome (BSS) is a rare bleeding disorder that is characterized by prolonged bloody time, trom-
bocytopenia presence and giant platelets. Clinically, the carriers suffer from hemorrhage disturbs, occurring from mild to severe ones,
like epistaxis, menorrhagia, melena, gingival and cutaneous bleeding, besides others. It is related as a disease of recessive autosso-
mal hereditary transmission, often occurring in people whose parents are close relatives. At molecular level, its predominant case is
due to several mutations, like dinucleotide deletion, reading frameshift in the region enconding the glycoprotein, thus, producing mo-
dified proteins, which normally have a special role in the conformation and stability of GP IbIX-V complex expression, which is res-
ponsible for the functional efficacy of platelets. This literature review aims to show the importance of the knowledge of this plate-lets
alteration, to elucidate doubts about the SBS and to point that the bizarre platelets presence in the blood distend is the most impor-
tant sign of this syndrom, which distinguishes the SBS from other hemostasis disturb, like immune thrombocytopenia purple and Von

Willebrand disease, in the laboratory routine.

KEYWORDS - Platelets, Bernard-Soulier Syndrome, Bloody Time, GP IbIX-V.
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INTRODUCAO

sindrome de Bernard-Soulier (SBS) é uma rara desor-

dem hemorragica hereditaria transmitida de maneira
autossomica recessiva, ocorrendo freqientemente em fi-
lhos de pais consangiiineos. A heranca autossdémica domi-
nante foi observada em apenas um relato.’
Nas populacdes da Europa, América do Norte e Japao, on-
de a sindrome é estudada mais intensamente, hd uma pre-
valéncia de menos de 1 em 1.000.000. Nao ha duavida de
que muitos casos sao subestimados por nao serem diagnos-
ticados ou nao serem relatados.”*
Esta sindrome é caracterizada por plaquetas gigantes,
morfologicamente anormais e ha reducao ou falta de agre-
gacao plaquetdria induzida por ristocetina." O complexo
GP IbIX, que esta na membrana plaquetaria, tem sido mos-
trado deficiente ou defeituoso nas plaquetas dos pacientes
com SBS. Foi descrito um defeito na ligacao do fator de
Von Willebrand com os receptores de membrana que sao
quatro produtos de genes distintos: GP Iba, GP Ibf, GP IX
e GP v.#
A Sindrome de Bernard-Soulier, assim como outras coagu-
lopatias, é de dificil distincado apenas por suas manifes-
tacoes clinicas, sendo necessdrio, além de recursos analiti-
cos, também o conhecimento sobre as caracteristicas pato-
légicas dessa rara desordem. Este artigo tem por objetivo
esclarecer duvidas, apontar pontos diferenciais entre ou-
tras desordens de coagulacao e mostrar que uma analise
atenta das plaquetas é extremamente importante durante
a analise de uma esfregaco sangtineo.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

HISTORICO

Em 1948, Bernard e Soulier descreveram um jovem pacien-
te do sexo masculino com severa desordem hemorragica,
caracterizada por tempo de sangramento prolongado,
trombocitopenia e plaquetas extremamente grandes. As-
sim, desordens idénticas foram descritas em um grande
numero de pacientes, sempre transmitidas de maneira au-
tossOmica recessiva e, freqiientemente, ocorrendo em pes-
soas cujos pais sdo parentes préoximos. Desde 1969 esta do-
enca é conhecida como Sindrome de Bernard- Soulier.’

A desordem ocorre devido a adesao defeituosa das plaque-
tas na parede lesada de um vaso. Isto acontece por anor-
malidades quantitativas ou funcionais do receptor plaque-
tario para o fator de Von Willebrand, o complexo GP Ib-IX-
A

A primeira anormalidade molecular nas plaquetas dos pa-
cientes com SBS foi percebida em 1969, por GROTTEM e
SOLUM, que notaram uma mobilidade eletroforética redu-
zida das plaquetas, relacionada com uma diminuicao da
concentracdao de acido salicilico na membrana. Posterior-
mente, notou-se o fracasso da agregacao com ristocitina.
Em 1974, WEISS et al., descobriram a falta de habilidade
dessas plaquetas em aderir-se ao sub-endotélio de veias.
Também, sugeriram a falta de um receptor para o fator de
Von Willebrand na superficie plaquetdria. Numerosas
anormalidades fenotipicas foram descritas: anormalidade
no contetido de fosfolipideos na membrana, anormalidade
da atividade coagulante, alteracoes morfolégicas de estru-
tura e tamanho.’

Recebido em 13/04/2004
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A falta do receptor para Von Willebrand foi sugerida em
1975 por NURDEN e CAEN que demonstraram falta de um
dos trés maiores carboidratos da superficie da plaqueta, a
glicoproteina I (GP I).

Mais tarde, em 1994, CLEMETSON et al, demonstraram a
deficiéncia de 4 polipeptideos: GP Iba, GP Ibf, GP IX e GP
V, que compoem o chamado complexo GP IbIX-V.?

ESTRUTURA E FUNCAO DO COMPLEXO GP IbIX-V
O complexo GP IbIX-V tem dois importantes papéis na
funcao da plaqueta: intermedeia a adesao da plaqueta na
parede de um vaso sangliineo no local de uma injuria,
prendendo o fator de Von Willebrand e facilitando a acgao
da trombina em baixas concentracoes, ativando, assim, a
plaqueta e permitindo que esta interacao com o fator de
Von Willebrand induza a ocorréncia de agregacao plaque-
taria®, e inicia a adesao das plaquetas nos lugares de inju-
ria vascular. Como outros receptores de adesao, que ligam
o complexo com o fator de Von Willebrand, este complexo
também pode traduzir sinais ao citoplasma da plaqueta,
promovendo uma cascata de eventos que leva a formacao
de um tampao hemostético plaquetario.’

O complexo GP IbIX-V tem um importante papel na reacao
de adesao da plaqueta e na formacao de plaquetas nor-
mais, sendo responsavel pela morfologia normal.®

A estrutura do complexo compreende 4 subunidades de
polipeptideos: GP Iba, GP Ibf, GP IX e GP V. Cada uma
dessas sub-unidades estao envolvidas em diversos proces-
sos, assim como, sinalizacao celular, adesao e desenvolvi-
mento.’

A GP Iba contém um local de ligacao para o fator de Von
Willebrand, liga-se a a-trombina na parte externa da ca-
deia e, também, da lugar para a ligacao da proteina 14.3.3
e com o citoesqueleto de actina no interior da plaquetas. O
GP Iba é ligada a GP Ibp, e existe em quantidade de 1:1
com esta proteina. Os outros componentes do oligéomero,
GP IX e GP V, sao ligados de maneira nao covalentes ao
GP Ibo." No citoplasma da plaqueta, o carboxi-terminal da
GP Iba associa-se com a actina e seus filamentos, assim o
complexo representa um local de anexo principal entre a
membrana e o citoesqueleto plaquetdrio sendo responsa-
vel pela forma das plaquetas e a estabilizacao da membra-
na. O seu rompimento pode explicar o aumento parcial do
volume das plaquetas de pacientes com a SBS."

GP Ibp € ligada por um dissulfeto extra-molecular ao GP
Ibo imediatamente préximo a membrana plasmaética pla-
quetdria. A seqiiéncia citoplasmatica de 34 aminoéacidos
contém uma proteina quinase A de fosforilacao, localizada
na Ser 166, que regula o citoesqueleto plaquetario, reorga-
nizando-o em resposta a uma estimulacao.”"

GP IX tem também uma tnica repeticao de leucina princi-
pal e permanece associado com o GP Ibao.*?

GP V tem 15 repeticoes de leucina e uma pequena cauda
citoplasmaética de 16 aminodacidos. E considerado um vin-
culo adjacente de interacao do complexo GP Ib-IX com GP
Iba. A GP V liga-se somente com a GP Iba e estd em quan-
tidade reduzida em relacao as outras glicoproteinas.®"

Os papéis funcionais de GP Ibf e GP IX no complexo nao
estdo claros, embora "“in vitro” ha sugestdes que ambas
proteinas agem como complexo especifico de suporte, pro-
tegendo a GP Iba da degradacao lissosomica enquanto é
transportada para a membrana da plaqueta. No entanto,
andlises de citometria de fluxo mostraram uma expressao
minima residual de GP Iba na superficie das plaquetas de
SBS, indicando que ha uma capacidade residual para esta
proteina ser expressada sozinha na superficie da célula,

12

porém ela nao se mantém na superficie e fica solta no cito-
plasma, prejudicando a formacao do complexo GP Iba-IX e
sua expressao na superficie plaquetaria. GP V tem papel
na ligacao de alta afinidade da trombina nas plaquetas,
mas nao parece ser essencial para a expressao de superfi-
cie de um complexo funcional.”" Estudos feitos em micros-
copio eletrénico e citometria de fluxo mostraram que pla-
quetas deficientes de GP V eram normais, tanto em tama-
nho como em estrutura e tinham agregacao normal, neste
estudo mostrou-se que GP V ndo é necessario para ex-
pressao ou funcao de GP Iba, portanto é improvavel que a
deficiéncia de GP V seja uma causa da SBS®. Estudos re-
centes mostraram que a unidao coordenada de GP Iba, GP
Ibf e GP IX sdo necessarios para a expressao de superficie
eficiente do complexo funcional. Mutacoes em qualquer
lugar de uma destas trés subunidades podem conduzir a
uma expressao prejudicada do complexo GP IbIX-V. Em
contraste GP V faz um papel secundério, e pelo menos "in
vitro” ele ndo é necessdrio para expressao eficiente do
complexo GP Ib-IX.?

E desconhecida a maneira correta sobre o relacionamento
destes polipeptideos. Sabe-se que o GP Ibf é capaz de li-
gar-se independentemente aos polipeptideos GP Iboa e GP
IX, assim, os dois sdo expressos na superficie plaquetdria.
Sabe-se também que a GP Iba, GP Ibf} e GP IX estao pre-
sentes em quantidade equimolar na superficie plaquetaria
e GP V esta presente somente com a metade do ntimero
das outras 3 glicoproteinas, numa proporcao de 2:2:1, res-
pectivamente GP Iba: GP Ibf: GP IX: GP V.ot

O complexo de GP IbIX-V liga-se com o fator de Von
Willebrand somente através do GP Iba. Para que haja li-
gacao do fator de Von Willebrand na superficie plaqueté-
ria, € necessario que haja a imobilizacao deste fator sub-
endotelial e a presenca de elevadas forcas de ligacao. Este
processo ativa a plaqueta e conduz a agregacao. Uma 6ti-
ma interacao entre o fator de Von Willebrand-GPIba é cru-
cial para a adesao plaquetdria.” “In vitro”, as substancias
que poderao causar esta ligagao sao a ristocetina e a botro-
cetina (proteina retirada do veneno de uma cobra sul-ame-
ricana, a Bothrops jararaca) que agem através de mecanis-
mos diferentes."

A funcao do complexo GP IbIX-V na mediacao da ativagao
da trombina nas plaquetas é controversa, mas € clara a ne-
cessidade de baixas concentracoes de trombina para a ati-
vacao plaquetdria.”” A acao da trombina envolve sinais de
transmembrana nos receptores da trombina, facilitando a
resposta das plaquetas em baixas concentracoes de trom-
bina. Uma resposta deficiente para a trombina, sem duvi-
da, contribui para um sangramento aumentado de pacien-
tes com SBS.?

SINTESE DO COMPLEXO

Baseado em estudos de plaquetas de pacientes com SBS
com diferentes mutagoes, mostrou-se que a manutencao da
estequiometria depende da estabilidade do complexo de
glicoproteinas. Nenhum dos polipeptideos (GP Iba, GP Ibf
e GP IX) é expresso sozinho de maneira eficiente na super-
ficie da célula, a menos que a expressdo na célula fique au-
mentada por manipulacoes tais como amplificacao de ge-
ne. Combinacoes de dois polipeptideos sao mais eficientes
em alcancar a superficie da célula do que os polipeptideos
sozinhos. Estudos com camundongos sem GP V mostraram
expressao de niveis normais do complexo GP IbIX e ndo ti-
veram SBS.*"

As mutagoes mais recentes aparentemente causam desor-
dem pelo decréscimo da expressao de superficie de GP
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Iba. Em vérios casos descritos, quantidades residuais dos
polipeptideos que nao foram afetados sao ainda encontra-
dos nas plaquetas, sendo que GP Iba, GP Ibp sao capazes
de interagirem na falta de outros polipeptideos. Os poli-
peptideos do complexo sdo todos associados logo apés a
sua sintese e ocorre a insercao na membrana do reticulo
endoplasmatico. Antes que o complexo alcance a superfi-
cie da célula, seus polipeptideos sao submetidos a um nu-
mero de modificacoes poés-translacionais, incluindo a
adicao de carboidratos ligados ao nitrogénio e ao oxigénio,
modificando as cisteinas intracitoplasmaticas de GP Ibf e
GP IX pela oscilagdo com acidos gordurosos e sulfatacao
de tirosinas na ligacao de GP Iba. Estas modificacoes sao
todas provaveis para influenciar a funcao do complexo.
Provavelmente, as mutacoes que derivam das modifi-
cacgoes pos-translacionais “in vivo"” podem resultar em va-
riantes da SBS.?

MANIFESTACOES CLINICAS, DIAGNOSTICO E TERAPIA

Manifestacoes clinicas: A SBS é caracterizada clinicamen-
te por um prolongado tempo de sangramento, plaquetas
morfologicamente aumentadas e em quantidade dimunui-
da.11 O diametro das plaquetas normais é de 3,3 + 1,5um
e as plaquetas da SBS tem o diametro de 5,3 + 1,5 pm. Ma-
nifestagdes clinicas comuns incluem episédios freqiientes
de epistaxes, sangramento gengival e cutdneo, hemorra-
gias associadas com o traumas, embora haja uma variagcao
considerdvel entre os individuos portadores da sindrome.
A contagem de plaquetas pode variar de muito baixa (infe-
rior a 30.000/ul) a valores normais (aproximadamente
200.000/pl) e esta contagem pode variar consideravelmen-
te durante os anos de vida. As vezes o tempo de sangra-
mento pode oscilar de normal (de 5 a 10 minutos) até mais
de 20 minutos. Sangramentos associados com a SBS sao
geralmente evidentes ja em criancas novas, entretanto, a
severidade de sintomas podem progressivamente piorar ou
tornar-se brandas durante a puberdade e a vida adulta.
Episédios de sangramentos severos sao associados com
procedimentos cirdrgicos, extracoes dentdrias, mens-
truacao, gravidez ou acidentes. Equimoses sem trauma sig-
nificante sao relativamente comuns, assim como, episédios
de epistaxes espontaneas e sangramento gengival e gas-
trointestinal, com possibilidade de melena. Menorragia po-
de ser controlada com contraceptivos orais. Gravidez em
pacientes com SBS pode apresentar complicacdes de seve-
ridade varidvel. Sangramentos associados com o parto sao
geralmente apoiados por transfusoes de sangue e/ou pla-
quetas e pode necessitar histerectomia para controlar o
sangramento. Multiplos nascimentos sdo incomuns em
portadoras de Bernard-Soulier.’

Diagnéstico: As desordens plaquetarias de adeséo, ati-
vacao, secrecao e agregacao, ou as varias coagulopatias
sao freqiientemente nao distingtiiveis em suas manifes-
tacoes clinicas isoladas, apresentando um desafio para o
diagnéstico, requerendo testes especializados ou andlises
bioquimicas. Inicialmente, para o diagnéstico da SBS, de-
ve-se fazer a contagem de células sanguiineas, para a veri-
ficacdo de trombocitopenia e anormalidades morfolégicas
de plaquetas. Experimentalmente, pode ser diferenciada
das outras desordens de sangramento, pela analise funcio-
nal da suspensao de plaquetas agitada em um agregome-
tro. A caracteristica anormal na SBS é um defeito isolado
de agregacao de ristocitina, diferentemente do defeito da
doenca de Von Willebrand, esta anomalia nao é corrigida
pela adicao de uma plasma normal." A confirmacao bio-
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quimica é feita através de citometria de fluxo, que utiliza
um marcador de superficie de plaquetas lavadas seguida
por uma eletroforese em gel de dodecil de sédio-sulfato-
poliacrilamida e a autoradiografia, ou imunoblotting de
plaquetas lisadas com anticorpos especificos de glicopro-
teinas plaquetarias, estabelecendo um genétipo anormal,
permitindo uma defini¢ao precisa da anormalidade.’
Terapia: A terapéutica indica medidas gerais de suporte e
tratamento especifico de episédios de sangramento. Medi-
das gerais incluem educacao dos pacientes sobre a origem
de seus sangramentos e a importancia de evitar traumas,
também o aconselhamento ao nao uso de medicag¢oes anti-
plaquetarias, tais como aspirina. Higiene dental adequada
deveria ser mantida para prevenir doencas gengivais e mi-
nimizar procedimentos odontolégicos. A deficiéncia de fer-
ro pode resultar em sangramentos gengival crénico ou me-
norragia. Em alguns casos a esplenectomia tem aparente-
mente sido benéfica em caso de trombocitopenia modera-
da e severa, com melhora dos sintomas clinicos, embora es-
te tratamento deva ser evitado por causa do alto risco de
hemorragia poés-cirirgica. Controle de episoédios de san-
gramento ou profilaxia para prevencao de sangramentos
durante os procedimentos cirdrgicos geralmente requer
transfusoes de sangue e/ou plaquetas, apesar do risco des-
tes pacientes desenvolverem alo-anticorpos anti-plaquetas
e anti-hemacias. Anestésicos como alotano ou debucaina,
que comprometem reacao plaquetaria, devem ser evitados.
O uso de drogas anti-fibrinoliticas como 4cido §-episolon-
aminocaproéico ou acido tranexamico pode ou nao ser be-
néfico.’

Devido a relativa facilidade com a qual as lesées molecula-
res podem ser determinadas e dada a simplicidade dos ge-
nes afetados, a SBS parece uma doenca candidata ideal
para a terapia genética. Provavelmente, envolvendo trans-
ducéo da célula tronco hematopoiética com um trabalho de
coépia do gene defeituoso, sob o controle de seu provedor
especifico.’

DISCUSSAO

Esta revisao bibliogrdfica mostrou que a SBS é uma desor-
dem hemorragica que manifesta-se clinicamente desde a
infancia e que somente pela sintomatologia clinica nao é
possivel obter um diagnéstico conclusivo." Mas, com auxi-
lio de caracteristicas patolégicas, obtidas através exames
laboratoriais, traca-se uma linha de estudo que levard a
SBS. Evidencia-se, entdo, a importancia da leitura dos es-
fregacos de sangue em um hemograma, pois a SBS carac-
teriza-se, principalmente, por alteracoes plaquetarias, pois
apresentam-se em quantidade diminuida, tamanho au-
mentado e formas bizarras,*!'.

Para viabilizar o diagnéstico desse disturbio, outras provas
complementares sao necessarias (a confirmacao bioquimi-
ca é feita através de citometria de fluxo, autoradiografia ou
imunoblotting de plaquetas lisadas usando anticorpos es-
pecificos de glicoproteinas plaquetdrias, que ird estabele-
cer um genoétipo anormal),’ mas a observagao das caracte-
risticas morfolégicas é de grande valor diagnéstico.

Uma vez que a SBS é causada por um defeito genético,
existem grandes possibilidades de uma futura cura inter-
mediada pelo advento da terapia genética, que ird se tor-
nar uma realidade em um futuro préximo.°

Devido a poucas informacodes existentes sobre esta sindro-
me, o conhecimento aqui revisado podera vir a auxiliar fu-
turos estudos académicos e, também, sanar duvidas e difi-
culdades em interpretacgoes clinicas, que possam surgir du-
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rante a analise laboratorial.
CONCLUSAO

Através da literatura analisada podemos concluir que:

- A Sindrome de Bernard-Soulier € transmitida hereditari-
amente de maneira autossomica recessiva, sendo muito ra-
ra, com maior prevaléncia em locais onde casamentos con-
sanglineos € culturalmente comum.

- A causa da SBS pode ser por deficiéncia de GP Iba, GP
Ibp e GP IX, fazendo com que o complexo GP IbIX-V tenha
defeito funcionais. Foi demonstrado que a auséncia da GP
V nao interfere na funcao do complexo GP IbIX-V7' Alte-
racoes nas repeticoes de leucina podem causar uma difi-
culdade na ligacao com o fator de Von Willebrand, poden-
do assim causar esta desordem.

- A SBS pode ser confundida com a doenca de Von Wille-
brand e a Purpura Trombocitopénica Imunolégica por suas
caracteristicas clinicas. Estas desordens podem ser diferen-
ciadas, principalmente, pela falta de agregacao com a ris-
tocitina e plaquetas em quantidade diminuida, com o ta-
manho aumentado e morfologia bizarra. Pacientes com
SBS apresentam tempo de sangramento aumentado, for-
macao de frequentes epistaxes e sangramentos.

- Para diagnosticar a SBS sao importantes as caracteristicas
de quantidade e morfologia das plaquetas, assim como, os
exames complementares de agregacao de ristocitina, cito-
metria de fluxo, imunoblotting de plaquetas lisadas usan-
do anticorpos especificos de glicoproteinas plaquetdrias.
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Toxoplasmose: perfil sorologico de mulheres em idade
fértil e gestantes

Toxoplasmosis: serological profile of childbearing age and pregnant women

Luiza Detanico & Rita Maria Callegari Basso

/R

PALAVRAS-CHAVE - toxoplasmose, soroprevaléncia, triagem.

ESUMO - Com o objetivo de determinar o perfil sorolégico de mulheres em idade fértil e gestantes atendidas em um laboratério do
municipio de Caxias do Sul (RS), Brasil, foi realizado um estudo retrospectivo dos resultados dos testes sorolégicos efetuados no perio-
do de marco a agosto de 2004. A prevaléncia de soropositividade no total de mulheres pesquisadas foi de 36,8% (IC 95%: 33,9 - 39,8)
e entre aquelas que estavam gravidas de 31,0% (IC 95%: 26,8 - 35,5). Houve associacao estatisticamente significativa entre a soro-
prevaléncia e a idade das mulheres estudadas (p<0,001), com maior prevaléncia na faixa dos 37 aos 49 anos (51,7%). Os resultados
reafirmam a importancia de testes sorolégicos de rotina para a prevencao da toxoplasmose congénita.

/

logical routine tests to prevent the congenital toxoplasmosis.
KEYWORDS - toxoplasmosis, seroprevalence, screening

(¢ SUMMARY - In order to evaluate the serological profile for toxoplasmosis of childbearing age and pregnant women attended at a\
private laboratory in Caxias do Sul (RS), Brazil, it was carried out a retrospective study of the serological results performed from march
to august 2004. The prevalence of soropositivity for toxoplasmisis in all women studies was 36,8% (IC 95%: 33,9 - 39,8) and for the
pregnant women was 31,0% (IC 95%: 26,8 - 35,5). A relation between the seroprevalence and the women's age was observed
(p<0,001), the seroprevalence was higher among women aged 37-49 years (51,7%). The results reinforce the importance of the sero-

/

INTRODUGAO

toxoplasmose é uma zoonose que tem como agente

etiolégico o protozodrio Toxoplasma gondii, parasito
intracelular obrigatério.** A infeccao é muito freqliente em
varias espécies de mamiferos e aves. O gato e outros feli-
deos sdo os Unicos hospedeiros nos quais o T. gondii pode
realizar todo seu ciclo de vida, fase assexuada e fase sexu-
ada. O homem e os outros animais sao os hospedeiros in-
termedidrios, onde o parasita realiza apenas a fase assexu-
ada de seu ciclo.” O contdagio pode ocorrer devido ao con-
sumo de 4gua e comida contaminadas com oocistos, in-
gestao de carne crua ou mal-cozida contaminada com cis-
tos, transfusao de sangue, transplante de 6rgaos e por via
transplacentdria.”’” A doenca ocorre, geralmente, sob a for-
ma cronica assintomaética, sendo que, o imunocomprometi-
mento do paciente pode levar a formas graves da infeccao.
A toxoplasmose congénita é particularmente grave e geral-
mente fatal.*
Para que a transmissao congénita ocorra, € necessario que
a mae esteja na fase aguda da doenca ou tenha havido
uma reagudizacao devido a imunodepressao da gestante
(mulheres cronicamente infectadas).” Em Minas Gerais,
constatou-se uma incidéncia de toxoplasmose congénita
de 0,5%% e no Rio Grande do Sul de 8/10.000 nascidos vi-
vos.”” Os maiores fatores de risco para toxoplasmose em
mulheres grdavidas, seqgundo um estudo europeu, foram
atribuidos ao consumo de carnes cruas (30%) ou mal cozi-
das (60%) e ao contato com o solo (6% a 17%).*
O curso da doenca depende da idade da gestacao em que
se deu a infeccdo. Em uma pesquisa realizada na Itdlia, o
risco de infeccao sintomaética foi de 10,4% dos infectados
no segundo trimestre da gestacao e de 8,7% no terceiro tri-
mestre.” As gestantes na fase aguda (ou reagudizacgao) da
doenca podem abortar, desenvolver partos precoces ou a
termo, gerar criancas sadias ou apresentando anomalias le-
ves a graves. A doenca geralmente provoca sintomas vari-
ados, mas comumente enquadrados dentro da sindrome ou

tétrade de Sabin, assim caracterizada: coriorretinite (90%
dos casos), calcificagoes cerebrais (69%), retardo psicomo-
tor (60%) e micro ou macroencefalia (50% dos casos).” Ge-
ralmente os casos de toxoplasmose congénita apresentam
evolucdao subaguda ou cronica, regredindo as alteragoes
viscerais e permanecendo as neuroculares.* Dos 47 casos
de toxoplasmose congénita relatados numa triagem neona-
tal realizada no Brasil, apenas oito (17 %) tiveram manifes-
tacoes clinicas: dois casos de calcificacdo intracraniana,
quatro de coriorretinite, um caso de calcificacao intracrani-
ana e coriorretinite e um caso de hepatoesplenomegalia
com linfoadenopatia.”

Os métodos sorolégicos sdo os mais comumente usados pa-
ra o diagnéstico da toxoplasmose. Para gestantes e mulhe-
res em idade fértil, é de extrema importancia que os mar-
cadores sorolégicos diferenciem infecgao latente de recen-
te. A triagem soroldgica deve compreender a pesquisa de
anticorpos IgG e IgM contra Toxoplasma gondii para que
se possa distinguir entre os trés perfis sorol6gicos possiveis
da doenca. O perfil I esta presente na soroconversao recen-
te e caracteriza-se pela presenca de IgM e IgG de baixa
avidez. O perfil II ou de transicdo apresenta elevados ni-
veis de IgG, com indices de avidez crescente, e reducao
gradativa de IgM. Finalmente, o perfil III, caracteristico da
infeccdo cronica ou latente, apresenta apenas anticorpos
IgG geralmente em baixos titulos e com elevada avidez.’
Nos Estados Unidos encontrou-se um percentual de 15%
de anticorpos contra Toxoplasma gondii entre mulheres na
faixa dos 15 aos 44 anos." No Brasil, em um estudo realiza-
do no Parand, 66% das mulheres testadas mostraram-se re-
agentes a toxoplasmose IgG, com 70% de soropositividade
entre aquelas em idade fértil." Outro estudo, realizado em
Recife, constatou uma prevaléncia de 51,6% de anticorpos
IgG entre mulheres com 18 a 40 anos.?

A soropositividade para toxoplasmose em gestantes foi de
10,9% na Noruega,” 14% em Estocolmo,” 20,3% na Fin-
landia' e de 67,3% em Paris.!" No Brasil, a soroprevaléncia
entre gravidas foi de 67% no Parana,” 51,6% em Minas
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Gerais,” 77,1% no Rio de Janeiro,' 32,7% em Sao Paulo,*
74,5% no noroeste do Rio Grande do Sul* e 59,8% na cida-
de de Porto Alegre.”

A gravidez de mulheres soronegativas para anticorpos an-
ti-toxoplasmose é muitas vezes considerada sem risco de
transmissao congénita, sem que haja o acompanhamento
necessario. No entanto é fundamental que estas gestantes
sejam submetidas a exames mensais e, caso ocorra a Soro-
conversao, o tratamento deve ser iniciado imediatamente.?
Estudos ja comprovaram que a triagem desta infeccao du-
rante a gravidez é economicamente vidvel, mesmo em pai-
ses com baixa incidéncia." Na Franca e na Austria esta po-
litica foi empregada a partir da década de setenta e muitos
resultados ja foram comprovados. Na Austria houve um
decréscimo de 50-70 casos de toxoplasmose para 1 em ca-
da 10.000 nascimentos.>*

A realizacao de testes sorolégicos que permitam o diagnoés-
tico da toxoplasmose em mulheres em idade fértil e duran-
te o acompanhamento pré-natal, assume importancia real
para a prevencao da toxoplasmose congénita. O exame re-
alizado em mulheres em idade fértil possui grande valia
para uma posterior diferenciacao entre infeccao latente e
recente durante uma futura gestacao. Este estudo teve co-
mo objetivo estimar a prevaléncia de soropositividade pa-
ra toxoplasmose em mulheres em idade fértil (15 aos 49
anos) e gestantes, atendidas em um laboratério particular
do municipio de Caxias do Sul (RS).

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo transversal retrospectivo dos tes-
tes sorolégicos para o diagnostico de toxoplasmose, reali-
zados em mulheres entre 15 e 49 anos, atendidas em um
laboratério de grande porte? localizado no municipio de
Caxias do Sul (RS), no periodo de mar¢o a agosto de 2004.
Foram considerados apenas os resultados obtidos no pri-
meiro atendimento, sem levar em consideracao testes rea-
lizados posteriormente. Foi observado o nimero de mulhe-
res que se declaravam gravidas no momento da requisigcao
dos exames.

Foram analisados os resultados obtidos em 1080 amostras
de soro testadas para toxoplasmose-IgG e toxoplasmose
IgM pelo método E.L.F A (Enzyme-Linked-Fluorescent-As-
say) com tecnologia BIOLAB-MERIEUX (Sistema Vidas®).
Considerou-se IgG reagente quando a concentracao foi su-
perior a 8 Ul/mL, e IgG nao reagente quando a dosagem
dos anticorpos foi inferior a 4 Ul/mL. A dosagem de IgM foi
considerada reagente quando superior a 0,65 e nao rea-
gente quando inferior a 0,55. Valores situados entre 4 e 8
UI/mL para IgG e entre 0,55 e 0,65 para IgM foram consi-
derados inconclusivos (Manual do Fabricante — bioMérei-
eux® — Vidas® Toxo IgG e Vidas® Toxo IgM. Maio, 2003).
As mulheres testadas foram consideradas soropositivas pa-
ra toxoplasmose quando apresentaram IgG reagente inde-
pendente do achado de IgM reagente. Quando apresenta-
ram IgG e IgM nao reagente, foram consideradas susceti-
veis a infeccdo. Neste estudo, quando as pacientes apre-
sentaram IgG e IgM reagente, nao foi possivel diferenciar
infeccao aguda de cronica.

A soropositividade para toxoplasmose foi estimada através
do célculo da taxa de prevaléncia e respectivos intervalos
de 95% de confianca. O teste do Qui-quadrado, com nivel
de significancia de 0,05, foi utilizado para avaliar a relacao
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entre faixa etdria e soropositividade. Os dados foram ana-
lisados com a utilizacao dos programas computadorizados
SPSS 11.0 for Windows e PEPI for Windows.

RESULTADOS

Dos 1080 testes sorolégicos pesquisados, 15 nao foram con-
siderados pois apresentaram resultados inconclusivos para
toxoplasmose-IgG e ou toxoplasmose-IgM. Das 1065 amos-
tras restantes, 458 pertenciam a mulheres que se declara-
ram gravidas no momento da requisicao dos exames.

A taxa de prevaléncia de soropositividade para toxoplasmo-
se nas mulheres estudadas foi de 36,8% (IC 95%: 33,9 -
39,8). Quando se avaliou a distribuicdo desta prevaléncia
nas diferentes faixas etarias, houve associacao estatistica-
mente significativa entre a soropositividade e a idade das
mulheres (p<0,001), observando-se uma maior prevaléncia
entre aquelas compreendidas na faixa dos 37 aos 49 anos
(51,7%). As freqliéncias de soropositividade e suscetibilida-
de, distribuidas segundo faixa etdria, estao descritas na Ta-
bela 1. A distribuicao das mulheres pesquisadas quanto a
idade e a soropositividade estd representada na Tabela 2.

Tabela |
Freqiiéncias de soropositividade e suscetibilidade para
toxoplasmose, segundo faixa etaria, obtidas nas amos-
tras das mulheres atendidas em um laboratério de Caxi-
as do Sul, no periodo de marco a agosto de 2004.

Faixa etaria Soropositividade Total de amostras Suscetibilidade

(anos) [1gG(+);IgM(-)] [1gG(+);IgM(+)] Soropositivas [1gG(-); IgM(-)]

n° % n°® % n°® % n° %
15-25 8 81 15 14 101 9.5 187 17,6
26-36 173 162 26 24 199 186 400 37,6
37-49 74 70 18 17 92 8,7 86 8,0
Total 333 31,3 59 55 392 36,8 673 632
Tabela Il

Distribuicao, segundo faixa etaria e soropositividade,
das mulheres que realizaram sorologia para
toxoplasmose em um laboratoério de Caxias do Sul,
no periodo de marco a agosto de 2004.

Faixa etaria ~ Mulheres estudadas ~ Mulheres Soropositivas* Intervalo de
(anos) n°/% n°/% 95% de confianga
15-25 288/27 101/35 29,5 - 40,8
25-36 599/56,2 199/34 30,2 - 38,0
37-49 178/16,8 92/51,7 44,0-59,2

*Teste do Qui-quadrado p<0,001.

A prevaléncia de soropositividade entre as gestantes foi de
31,0% (IC 95%: 26,8 - 35,5). Sendo que, 2,8%(IC 95%: 1,5
- 4,8) apresentaram sorologia positiva para toxoplasmose-
IgG e para toxoplasmose-IgM. Estes resultados estao des-
critos na Tabela 3, assim como a proporcao de gestantes
suscetiveis a infecgao.
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Tabela Il
Desfecho dos testes sorolégicos para toxoplasmose IgG
e IgM nas gestantes pesquisadas em um laboratério de
Caxias do Sul, no periodo de marco a agosto de 2004.

Intervalo de 95%

Desfecho n° % de confianca

Soropositividade

[IgG(+);1gM(-)] 129 28,2 24,0-32,5
[IgG(+);IgM(+)] 13 2,8 1,5-4.8
Total soropositividade 142 31,0 26,8 —35,5
Suscetibilidade
[1gG(-):1gM(-)] 316 69,0 64,5732
Total de amostras 458 100

DISCUSSAO

Este estudo analisou mulheres que realizaram testes soro-
légicos através de um mesmo método diagnéstico em ape-
nas um laboratoério, evitando desta forma vicios de afericao
e diferencas metodolégicas. O método sorolégico utilizado
para a deteccao de anticorpos IgG apresenta sensibilidade
e especificidade de 99,65% e 99,92%, respectivamente. J&
para anticorpos IgM, a sensibilidade € de 96,00% e a espe-
cificidade é de 99,25%.(Manual do fabricante — bioMérei-
eux® — Vidas® Toxo IgG e Vidas® Toxo IgM. Maio, 2003).

A deteccao de anticorpos anti-Toxoplasma gondii da classe
IgG em 36,8% das mulheres em idade fértil pesquisadas,
reflete um percentual de soropositividade abaixo daqueles
encontrados em outros estudos realizados no Brasil.*’Estes
chegam a demonstrar percentuais que variam de 60 a 75%
de soropositividade."” No entanto, os dados sao compara-
veis aos encontrados em pesquisas realizadas nos Estados
Unidos, onde 15 a 50% das mulheres em idade fértil apre-
sentam-se soropositivas."”

Entre as gestantes, a proporcao de soropositividade (31%)
encontra-se dentro dos limites de prevaléncia relatados no
Brasil, que variam desde 32,4%, em Sao Paulo®, até 77,1%
no Rio de Janeiro,' ficando abaixo dos valores obtidos em
Paris (67,3%)."

Neste trabalho, observou-se associacao entre a soropositi-
vidade e a idade das mulheres, com uma maior prevalén-
cia (51,7%) entre aquelas na faixa dos 37 aos 49 anos. Este
fato, que pode ser explicado pelo maior tempo de expo-
sicdo aos fatores de risco, ja foi observado em estudos an-
teriores.*'*®

A presenca de anticorpos IgM, acompanhados dos anticor-
pos IgG, em 5,5% das amostras analisadas, nao fornece
subsidios suficientes para caracterizar a vigéncia de uma
infeccao aguda. Isto porque, a persisténcia das IgM anti-to-
xoplasmicas, apds soroconversao, pode ocorrer durante va-
rios meses ou anos, fendomeno regularmente descrito. As-
sim, a presenca de anticorpos desta classe nao permite afir-
mar o carater recente da infeccdo na auséncia de histérico
sorolégico.>67*

Entre as mulheres gravidas, 2,8% apresentaram este perfil
sorolégico de dificil interpretacao e, principalmente nestes
casos, é preciso que a ocorréncia de infeccao aguda seja
precisamente diagnosticada para que se estime o risco de
infeccdo congénita. Para isto, realizam-se testes soroldgi-
cos complementares que possibilitem datar com maior pre-
cisao a idade da infeccao.
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A deteccao de IgA anti-Toxoplasma pode ser utilizada pa-
ra este fim. Esta classe de anticorpos possui cinética mais
rapida que a IgM, desaparecendo da circulagdo, num peri-
odo de 3 a 6 meses."**Qutro teste sorolégico que pode ser
utilizado é o indice de avidez dos anticorpos IgG. O termo
avidez refere-se a afinidades dos anticorpos com o antige-
no. Anticorpos IgG de baixa afinidade sao produzidos no
inicio da resposta imune primaéria e, ao longo do tempo, sao
selecionados os clones de linfécitos B produtores de IgG de
elevada afinidade. Uma avidez em niveis baixos significa
infeccao aguda, num periodo inferior a 4 meses.'**2%

O risco de infeccao por toxoplasmose durante a gestacao e
consequente risco de transmissao congénita foi apresenta-
do por 69% das gravidas pesquisadas. Nestes casos, o re-
comendado é que se realizem testes sorologicos, a cada 4
ou 5 semanas, durante toda a gestacao.” Esta medida per-
mite a deteccao de possivel soroconversao materna que,
caso ocorra, sinaliza o inicio do tratamento da gestante pa-
ra minimizar o risco de transmissao e a gravidade das se-
quelas no feto.*”® A droga preferencialmente utilizada é a
espiramicina, que nao atravessa a barreira placentaria e
nao oferece risco iatrogénico para o embriao.**

Gestantes de risco (suscetiveis a infeccdo) devem receber,
além do acompanhamento sorolégico, informacoes sobre
medidas de profilaxia capazes de minimizar os riscos de
contaminacao por toxoplasmose. Muitas mulheres nao sa-
bem como evitar a infeccdo e, comprovadamente, sabe-se
que a politica de advertir as gestantes quanto a medidas
basicas de higiene a serem tomadas neste periodo pode re-
duzir em 63% a chance de infeccao durante a gestacao.**
Os resultados obtidos neste estudo nao permitem estender
as conclusdes a populacao geral, visto que os dados foram
obtidos em apenas um laboratério. Entretanto, este fato,
garante a uniformidade de metodologia. Sendo assim, a
andlise dos resultados permite reafirmar a importancia da
realizacao rotineira de testes sorolégicos para o diagnosti-
co da toxoplasmose. A situacao ideal seria que todas as
mulheres em idade fértil fossem submetidas a uma sorolo-
gia para toxoplasmose antes da gravidez. Isto estabelece-
ria seu padrdo imunolégico em relacao a infeccao e even-
tual risco de adquiri-la durante uma futura gestacao.
Estes resultados apontam que a toxoplasmose é uma in-
feccdo com uma taxa de prevaléncia importante na popu-
lacao estudada, refletindo o risco que o grande percentual
de gestantes suscetiveis possuem de contrair a infeccao.
Frente a estes fatos, fica claro que a reducao dos casos de
toxoplasmose congénita serd fruto da triagem sorolégico
de rotina durante o pré-natal e do fornecimento de infor-
macoes sobre medidas de prevencao a infeccao.
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Bacteriuria assintomatica em gestantes do Centro de
saude ambulatorial Abdoral Machado, Crateus - CE.

Asymptomatic bacteriuria in pregnant women of the Centro de saliide ambulatorial Abdoral
Machado, Crateus - CE.

Nadia Accioly P. Nogueira' & Maria Aparecida A. Moreira®

‘R

das e ampicilina.

ESUMO - Um grupo de 80 gestantes atendidas no CESA-AM, nédo apresentando quais-quer sintomas ou sinais de infeccao urina-
ria, foi selecionado através de entre-vista para investigacao da incidéncia de Bacteritria Assintomatica (BA). O diagnéstico de BA foi
realizado através de urocultura, a sensibilidade dos agen-tes etiolégicos isolados foi avaliada por antibiograma e a incidéncia de BA
foi correlacionada com idade, paricao e trimestre de gestacao. Nove (11,25%) gestantes apresentaram BA e a maior incidéncia ocor-
reu na faixa etaria de 15 a 25 anos, na primeira gestacao e ap6s o primeiro trimestre de gestacao. A enterobactéria Escherichia coli foi
o principal agente etiol6gico isolado (77,78%) e todas as cepas mostraram sensibilidade a nitrofurantoina e resisténcia as sul-fonami-

\PALAVRAS-CHAVE - Bacteritria assintomatica, gestantes, Escherichia coli Y,

toin and resistant to sulfonamid and ampicillin.

/SUMMARY - A group of 80 pregnant women, who didn’'t have any symptom or signs of uri-nary tract infection (UTI), was attended\
at CESA-AM and was selected by inter-view to participate at a study about the incidence of Asymptomatic Bacteriuria (AB). The di-
agnostic AB was established by urineculture, the sensitivity of etio-logical agents was evaluated by antibiogram and the AB was re-
lated to age, number of pregnancy and trimester of pregnancy. Nine (11,25%) women pre-sented AB and the higher incidence hap-
pened in the range of age between 15 and 25 years old, at first-pregnant women and just after the first trimester of pregnancy. The
enterobacterium Escherichia coli was the major etiological agent found (77,78%) and all isolated strains were sensitive to nitrofuran-

\KEYWORDS - Asymptomatic Bacteriuria, pregnant women, Escherichia coli Y,

INTRODUCAO

As Infecgoes do Trato Urindrio (ITU) sdo patologias de
ocorréncia freqliente e acometem pessoas de todas as
faixas de idade. Entre os diversos agentes etiolégicos res-
ponséveis pelas ITU destacam-se os germes Gram-negati-
vos entéricos, especialmente a espécie Escherichia coli.
Nas ITU gestacionais a E. coli é o uropatégeno mais fre-
gliente, sendo responsavel por mais de trés quartos dos ca-
sos (Duarte et al., 1997)

Na gestacdo, a ocorréncia de ITU varia de 2 a 10% (Gra-
ham et al, 2001) e estd associada a uma maior incidéncia
de nascimentos de criancas prematuras e/ou de baixo pe-
so, assim como, uma maior mortalidade perinatal e maior
morbidade materna (Heilberg & Schor, 2003).

A Dbacteritria assintomdtica é definida como a ocorréncia
de proliferacao bacteriana na urina de pacientes com au-
séncia de sinais e sintomas de infec¢ao aguda. Para consi-
derda-la significante e diferencid-la de contaminacao € ne-
cessdria, pelo menos, a realizacao de duas culturas de uri-
na, nas quais, o mesmo germe deve ser isolado e a conta-
gem de colonias em placas deve ser superior ou préoxima a
10° UFC/mL (Heilberg & Schor, 2003).

Na gravidez, a incidéncia de BA varia de 2 a 14 % (Uncu *
@ 2002), tende a ser persistente e tem um baixo indice de
cura espontanea, podendo evoluir até pielonefrite aguda,
quando ndao tratada (Lindheimer & Davison, 1993; Smaill,
2001). Devido ao risco de bacteritria assintomaética, as ges-
tantes devem ser rastreadas em sua primeira avaliacao
pré-natal (Lindheimer & Davi-son, 1993).

Esse trabalho teve como objetivos avaliar a prevaléncia de
bacteritria assintomética em gestantes atendidas no CE-
SA-AM, de Cratets-CE, identificar os agentes etiol6gicos
responsaveis e sua sensibilidade a antimicrobianos e co-
nhecer o perfil sécio-economico, cultural e obstetra das
gestantes portadoras de BA.

MATERIAL E METODOS

No periodo de setembro a novembro de 2002, foi selecio-
nado um grupo de 80 gestantes atendidas no CESA-AM,
de Cratets-CE, todas com auséncia de sintomas e sinais de
ITU. Esse grupo foi entrevistado para que fossem obtidas
informacoes sobre situacao sdcio-econdmica, cultural e
obstetra. A ocorréncia de BA foi diagnosticada por urocul-
tura em meio de Cled (Merck) e MacConkey (Merck). As
urinas foram colhidas por miccdo espontanea e as urocul-
turas foram realizadas em duplicata. As gestantes, que
apresentaram nas duas uroculturas contagem de colonias
em placa superior a 10° UFC/mL e o isolamento do mesmo
agente etiol6égico, foram consideradas portadoras de BA.
Os agentes etiolégicos isolados foram identificados por
provas bioquimicas, utilizando-se o Kit para Enterobactéri-
as-Newprov, de acordo com as instrucoes do fabricante, e
a sensibilidade das cepas isoladas foi determinada pelo
método da difusao em meio sélido (NCCLS, 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A maioria das gestantes entrevistadas era mulheres jovens,
com idade entre 15 a 25 anos (58,75%), casadas (60,0%),
de baixo nivel de instrucgao (1° grau incompleto, 52,5%), de
baixa renda familiar (menos de um saldrio minimo, 52,5%)
e donas de casa (31,25%).

A predomindéncia de gestantes na faixa etdria de 15 a 25
anos de idade (58,75%), devido a um inicio precoce da vi-
da sexual, deve estar relacionada, principalmente, ao des-
conhecimento de métodos de prevencao e de controle da
natalidade (Tabela 1). Dessas gestantes, a grande maioria
(35; 74,47%) estava na primeira gestacdao. Vinte e duas
gestantes (75,86%), com idades en-tre 26 e 35 anos, esta-
vam pelo menos na segunda gestacao, confirmando que no
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grupo estudado o periodo de procriacao teve inicio bastan-
te cedo, quando as mulheres ainda eram muito jovens.

Tabela |
Distribuicao das gestantes atendidas no CESA-AM
(Cratetis-CE), de acordo com a faixa etaria e paricao,
no periodo de setembro a novembro de 2002.

Paricao
Faixa etaria Gestantes
(anos) 12 Gestag&o 22 Gestagao 3?2 Gestagéo ou (N°, %)
mais
15-25 35 06 06 47 (58, 75)
26-35 07 13 09 29 (36, 25)
36-45 02 01 01 04(5)
Total (N°, %) 44 (55) 20 (25) 16 (20) 80 (100)

A incidéncia de BA nas gestantes estudadas foi de 11,25%
(9 casos) (Gréfico 1; Tabela 2), o que estd de acordo com tra-
balhos realizados anterior-mente, onde foi constatada uma
incidéncia na faixa de 2 a 14% (Uncu et al., 2002). Todos os
casos de BA constatados foram diagnosticados nos 2° e 3°
trimestres gestacional, 5 (6,25% do total de uroculturas re-
alizadas) e 4 (5% do total de uroculturas realizadas), respec-
tivamente (Tabela 2). Esses resultados discordam daqueles
obtidos por Srougi (1999), nos quais, a maior incidéncia de
BA ocorreu no 1° trimestre de gestacao. No entanto, estao
de acordo com es-tudos relatados por Kass (1960), que ob-
servou uma predominancia de BA em gestantes nos 2° e 3°
trimestre. Segundo o autor, essa freqtiéncia esta relacio-na-
da as alteragdes anatomicas e funcionais que ocorrem na
mulher ap6s o 1° trimestre gestacional.

Tabela Il
Bacteritria Assintomatica em gestantes atendidas no CESA-
AM (Crateus-CE), de acordo com a paricao e trimestre de
gestacao, no periodo de setembro a novembro de 2002.

Trimestre de Gestacéo

1° 2° B2 Uroculturas
Paricéo
Uroculturas
N BA N BA N BA N BA
12 Gestagdo 6 0 21 4 17 4 44 8
22 Gestagdo 5 0 9 1 6 0 20 1
3?2 Gestacéo
4 0 1 0 11 0 16 0
ou mais
Total 15 0 31 5 34 4 80 9

N = urinoculturas realizadas; BA = bacteriuria assintomatica

51 5
§ 44 4
s
28 7]
z 1 I
0 T T 1
1° 20 3°
Trimestre de Gestagédo

Grafico 1- Bacteriuria Assintomatica (BA) em gestantes atendi-
das no CESA-AM (Crateus-CE), de acordo com o trimestre de
gestacao, no periodo de se-tembro a novembro de 2002.
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A distribuicao de casos de BA segundo a faixa etaria (Ta-
bela 3) nos mostra uma maior incidéncia de BA em mulhe-
res de 15 a 25 anos (77,78 %), seguida daquelas de 26 a 35
anos (22,2 %) e nenhum caso nas gestantes com idade su-
perior a 35 anos. Kass (1960) considera ser a idade um dos
principais fatores de risco para o estabelecimento de bac-
teritria assintomaética em ges-tantes. Esse autor constatou
uma maior incidéncia de BA em gestantes com mais que 35
anos de idade e varias gestagoes, do que naquelas com me-
nos de 21 anos e na primeira gestacao, e relacionou como
fatores de risco a idade, a paricdo e o nivel sécio-econoémi-
co. Embora nossos resultados discordem da-queles obtidos
por Kass (1960), nao podemos desconsiderar o fato de que
a-penas 5% das gestantes estudadas tinham idade superi-
or a 35 anos (Tabela 1).

Tabela 1l
Bacteriuria Assintomatica em gestantes atendidas no
CESA-AM (Crateus-CE), de acordo com a faixa etaria, no
periodo de setembro a novembro.

Faixa Etaria Bacteriuria Assintomatica

(anos) Ne° %
15-25 7 77,78
26-35 2 22,22
36-45 0 0
Total 9 100

A maioria das gestantes com BA (6; 66,67% das gestantes
com BA) ndo concluiram o 1° grau e tinha renda familiar
mensal inferior a 1 saldrio mi-nimo (Tabela 4), sugerindo
que desnutricao, hdbitos de higiene inadequados e desin-
formacao contribuem para o estabelecimento de infeccoes,
entre elas as infecgdes urindrias. Esses achados estdo de
acordo com as conclusoes de Silva et al. (2002), ao obser-
varem que gestantes de classes sociais mais baixas, inde-
pendente da cor ou raca, apresentam taxa de morbidade
mais elevada que aquelas pertencentes a classes sociais
mais favorecidas.

Tabela IV
Bacteriuria Assintomatica em gestantes atendidas no
CESA-AM (Cratels-CE), de acordo com a escolaridade e
renda familiar, no periodo de setembro a novembro de 2002.

Renda familiar Escolaridade

(Salario minimo)  1° grau incompleto  1° grau completo Total
Inferior 6 (66,67 %) - 6 (66,67%)
Igual ou superior - 3 (33,33%) 3(33,33%)
Total 6 (66,67%) 3(33,33%) 9 (100,00%)

A espécie microbiana isolada com maior frequéncia como
agente etio-légico responsével pela ocorréncia de BA ges-
tacional, no grupo estudado, foi a enterobactéria Escheri-
chia coli (77,78%) (Tabela 5), o que estd de acordo com es-
tudos realizados por diversos pesquisadores, nos quais, es-
ta espécie se des-taca como a principal causa das infeccoes
urindrias, tanto na comunidade quanto no hospital (Duarte
et al., 1997; Srougi, 1999).
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Tabela V
Agentes etiolégicos isolados em uroculturas de gestan-
tes atendi-das no CESA-AM (Crateus-CE), no periodo de
setembro a novembro de 2002.

Espécie Bacteriana Isolada Isolamento
N° %
Escherichia coli 7 77,8
Enterobacter sp 1 11,1
Klebsiella sp 1 1.1
Total 9 100

As cepas de E. coli responsaveis por BA sdo, de acordo com
Srougi (1999), variantes menos virulentos que se adaptam ao
hospedeiro, o que expli-ca a auséncia de sinais e sintomas
clinicos bem determinados na bacteritria assintomatica.

A sensibilidade das cepas isoladas foi determinada pelo
teste do antibio-grama, utilizando-se discos de Nitrofuran-
toina, Norfloxacima, Cefalexina, Ami-cacina, Gentamici-
na, Imipenem, Cefuroxima, Ciprofloxacim, Cefalotina,
Acido Nalidixico, Sulfonamida e Ampicilina.

Todas as cepas de E. coli isoladas das uroculturas das es-
tantes estu-dadas apresentaram resisténcia as Sulfonami-
das e Ampicilina e sensibilidade a Nitrofurantoina. Sendo
a maioria, 6 (85,71%), também resistente ao Acido Nali-di-
xico. Os antimicrobianos Nitrofurantoina, Norfloxacim,
Imipenem e Ciproflo-xacim foram os famacos mais eficien-
tes em inibir o crescimento de E. colj, in vitro.

Uma tnica cepa de Enterobacter foi isolada nesse estudo e
apresentou resisténcia a Nitrofurantoina, Acido Nalidixico,
Sulfonamidas e Ampicilina e sensibilidade a todas as ou-
tras drogas testadas. Também, foi isolada uma cepa de
Klebsiella, que, ao antibiograma, apresentou resisténcia ao
Acido Nalidixico e as Sulfonamidas e sensibilidade as de-
mais drogas testadas.

De acordo com os resultados obtidos para os antibiogramas
realizados, podemos concluir serem o Acido Nalidixico e as
Sulfonamidas ineficazes no tratamento de infec¢des urinéa-
rias causadas por E. coli, Enterobacter e Klebsiel-la, devido

a elevada resisténcia desses patégenos a essas drogas.
CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho enfatizam a necessi-
dade de se detectar a ocorréncia de bacteritiria assintoma-
tica em gestantes, assim como, ressaltam a importancia da
determinacao do perfil de sensibilidade dos agentes etiol6-
gicos isolados.
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Avaliacao dos parametros sangiineos de hepatotoxi-
cicidade em coelhos normais submetidos a tratamen-
tos com antocianina e antocianina + naringenina

Evaluation in the sanguine paramters of hepatotoxicity in normal rabbits subimitted to treatment
with anthcyanin and anthocyanin + naringenin

Joselito Nardy Ribeiro’; Ténia Toledo de Oliveira’; Tanus Jorge Nagem®; Davilson Bragine Ferreira
Junior’ & Aloisio da Silva Pinto®.

/RESUMO - Diversos trabalhos tém atribuido aos flavonéides inimeras propriedades farmacolégicas. Dentre esses flavonoides a an-\
tocianina (extraida da uva roxa) e a naringenina (extraida da laranja) demonstraram reducao dos niveis sangtiineos de glicose e tria-
cilglicerol em coelhos diabéticos.

Apesar de, segundo relatos na literatura, a toxicidade em relacao flavonoéides parecer rara, sao citadas reacoes adversas, quando usa-
das doses farmacolégicas cronicas, como hepatite e perda de peso de alguns 6rgaos como o figado.

O presente ensaio teve como objetivo investigar se as substancias testadas nessas doses terapéuticas ocasionavam algum efeito ad-
verso no metabolismo hepatico de coelhos normais.

O experimento teve 30 dias de duracao, sendo as medidas de peso e dosagens dos constituintes do sangue (proteinas totais, alanina
aminotransferase, aspartato aminotransferase, gama — glutamiltranspeptidase) realizadas a 0, 15 e 30 dias.

Os resultados indicaram que, de modo geral, as substancias — teste nao ocasionaram alteragoes relevantes no metabolismo desses ani-
mais saudaveis.

PALAVRAS-CHAVE - Antocianina, Naringenina , Hepatotoxicidade Y,

SUMMARY - Several works have been attributing to the flavonoids countless pharmacological properties. Among those flavonoids,\
the anthocyanin (extracted of the purple grape) and naringenin (extracted of the orange) showed reducing glucose and triacylglyce-
rol levels in the blood of diabetic rabbits.

According to literature reports, regardless the toxicity relating flavonoids seems rare, adverse reactions are mentioned, when used
chronic pharmacological doses, as hepatitis and weight loss of some organs as liver.

The present assay had as objective to investigate if the substances tested in those therapeutic doses caused any adverse effect in the
hepatic metabolism of normal rabbits.

The experiment lasted 30 days, where the weight measures and the constituents of the blood dosages (total proteins, alanine amino-
transferase, aspartate aminotransferase, gamma - glutamiltranspeptidase) were checked in 0, 15 and 30 days.

The results indicated that, in general, the substances tested didn't cause relevant alterations in the metabolism of thoSe healthy ani-

mals.
\KE YWORDS - Anthocyanin, Naringenin, Hepatotoxicity

/

INTRODUGAO

Os flavonoides antocianinas sao os principais pigmentos
responsdveis pelas cores das flores. Muitas dessas
substancias se apresentam nas cores: vermelho e azul. Elas
sao hidrossoluveis e se localizam nos vacuolos. A cor de um
pigmento antocianinico depende da acidez encontrada no
vacuolo; por exemplo, a cianidina é vermelha em meio aci-
do, violeta em meio neutro e azul em meio basico. Em al-
gumas plantas, as flores mudam de cor apés a polinizacao,
geralmente pela grande producdo de antocianinas (RA-
VEN; EVERT; EICHORN, 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, repolho roxo etc. (FREUND; WAS-
HAM; MAGGLON, 1988).

DRENSKA; BANTUTOVA; OVCHAROV (1989) verifica-
ram que as antocianinas possuem atividade anticonvulsi-
vante, enquanto TAMURA e YAMAGAMI (1994) demons-
traram que esses flavonéides possuem atividade antiinfla-
matoria.

A naringenina é um flavonéide que pertence a classe das

flavonas. Essa substancia apresenta-se sem cor e é encon-
trada, em grande quantidade, em frutas citricas; sua impor-
tancia se deve ao fato de, por reacoes quimicas simples,
darem origem as diidrochalconas, compostos de sabor do-
ce bem acentuado e substitutos em potencial da sacarose (
BOBBIO e BOBBIO, 1995).

Estudos de diversos pesquisadores tém demonstrado vari-
as bioatividades dos flavonéides (HERTOG et al., 1993).
Tem-se relatado, por exemplo, que os flavonéides inibem a
peroxidacao de lipidios (RATTY e DAS, 1988) e a agre-
gacao de plaquetas (TZENG et al, 1991). Os flavonédes
exercem efeitos antioxidantes, atuando contra os radicais
livres (FRAGA et al., 1987).

OLIVEIRA et al. (1997) verificaram que, a uma concen-
tracao de 10° M, os flavonodides naringenina, rutina e quer-
cetina apresentaram uma alta acao na inibicao da enzima
aldose redutase de E. Coli que é a enzima que catalisa a re-
ducao de glicose e galactose, produzindo sorbitol e dulci-
tol, respectivamente, usando como co-fator o NADH. Essa
enzima tem sido encontrada em tecidos de animal como
cornea, retina, sangue etc. A excessiva presenca de sorbi-
tol em ratos e humanos diabéticos causam a formacao de
cataratas.
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Estudos de NAGEM et al. (1999) demonstraram redugao
estatisticamente significativa dos niveis de colesterol e tri-
acilglicer6is em ratos adultos da raca Wistar com o trata-
mento com naringina e antocianinina associadas. Verifica-
ram ainda que, embora nao estatisticamente significativo,
os resultados evidenciaram uma tendéncia de aumento de
colesterol — HDL.

RIBEIRO (2001) verificou que doses de 10mg de antociani-
na de uva roxa e 10mg de naringenina de laranja propor-
cionou ganho de peso consideravel assim como reducao
dos niveis sangtiineos de glicose e triacilgliceréis em coe-
lhos, machos albinos da raca Nova Zelandia, com diabete
induzida com aloxano. Verificou ainda esse ganho de peso
e redugdes dos niveis de glicose e triacilglicer6is com dose
de 20mg de antocianina no mesmo modelo animal.

A toxicidade de flavonoéides para animais e humanos pare-
ce ser extremamente rara, ja que nenhum residuo de flavo-
néide foi encontrado em acimulo no corpo (KUHNAU,
1976). No entanto, tém-se relatado reacdes adversas a ad-
ministracao de flavonéides em doses farmacolégicas croni-
cas (JAEGER; WALTI; NEFTEL, 1988) quando se excede o
recomendado, que é de 23 mg/dia (HERTOG et al. 1993) a
170 mg /dia (KUHNAU, 1976). Efeitos t6xicos tem sido do-
cumentados com a administracao de doses de 1 a 1,5
mg/dia de flavonéides, como o cianidanol. Esses efeitos
sdo: falha renal grave, anemia hemolitica, trombocitope-
nia, hepatite, febre e reacoes adversas na pele (CRIQUI e
RINGEL, 1994).

CRIQUI e RINGEL (1994) verificaram que, com uma dieta
de 2 % de quercetina, ratos desenvolviam cancer de bexi-
ga. No entanto, HIRONO et al. (1981) nao observaram es-
sa doenca quando administraram acima de 10 % desse
mesmo flavonéide na dieta de ratos.

TIMBERLAKE e BRIDLE (1980), estudando, durante 90 di-
as, os efeitos de antocianinas extraidas da uva Vitis labrus-
ca na reproducao de caes e ratos, observaram efeito cola-
teral em caes da raca Beagle machos, no entanto esses ani-
mais consumiram menos alimentos e por causa disso, per-
deram massa corpérea durante as cinco primeiras semanas
de estudo. Em duas geracoes de ratos houve perda de pa-
ladar e perda de peso em alguns érgaos, como o figado.
Entretanto, nenhum efeito colateral foi observado quando
se estabeleceu um nivel de 7,5% de antocianinas na dieta,
equivalente a cerca de 5 mg/kg de peso corporal/dia.

OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo investigar se as
substancias antocianina e naringenina associada a antocia-
nina ocasionam algum efeito adverso nos niveis sangiiine-
os de marcadores da funcao hepatica em coelhos saudaveis.

MATERIAIS E METODOS

Neste ensaio foram utilizados 24 coelhos saudaveis, ma-
chos, albinos da raca Nova Zelandia, com idade de dois
meses.

Ap6s a chegada desses animais eles foram acondicionados
em gaiolas individuais, permanecendo a temperatura am-
biente por cinco dias, para adaptacao, recebendo dgua a
vontade e sendo alimentados, diariamente, com 120g de
racao para coelhos da marca Linha Natural da Purina.
Apbs esse periodo esses animais foram divididos ao acaso
nos seguintes grupos: Grupo 1 (G1) composto por seis ani-
mais, que receberam apenas 120 g de racao diariamente e
dgua a vontade (grupo-controle), Grupo 2 (G2) composto
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por seis animais, que receberam 120 g de racao, dgua a
vontade e uma céapsula de 100 mg de talco farmacéutico di-
ariamente, Grupo 3 (G3) composto por seis animais, que
receberam 120 g de racdo, &gua a vontade e uma capsula
de 20 mg de antocianina diariamente, Grupo 4 (G4) com-
posto por seis animais, que receberam 120 g de racao, dgua
a vontade e uma cépsula contendo a mistura de 10 mg de
antocianina + 10 mg de naringenina diariamente.

Os exames de sangue foram realizados aos 0, 15 e 30 dias.
O sangue dos animais foi retirado pelo plexo retro orbital
para serem realizadas as dosagens no soro sanguineo de
proteinas totais, albumina, alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST) e gama - gluta-
miltransferase (y-GT). Estas dosagens foram realizadas uti-
lizando-se o aparelho Alizé (analisador multiparamétrico
de bioquimica) e "kits" da marca BIOLAB.

Procedeu-se a andlise de variancia e ao teste de F ( P< 0,05
e P<0,01).

Os grupos G1 e G2 foram comparados entre si pelo teste de
F. Os grupos G3 e G4 foram comparados entre si pelo tes-
te de Tukey ( P< 0,05) e com os grupos G1 e G2 por meio
do teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

O efeito do tempo foi verificado por meio do desdobramen-
to do tempo dentro de tratamentos e testado pelo teste F
(P< 0,05 e P< 0,01).

RESULTADOS

Os resultados referentes aos niveis médios no soro de Pro-
teinas Totais e suas respectivas percentagens de variagao
encontram-se na tabela 1.

Tabela |
Valores médios de Proteinas Totais, em mg/dL, e
percentual de variagdo em relacao aos grupos
controle, em coelhos submetidos a diferentes
tratamentos e avaliados aos 0, 15 e 30 dias.

Tempo Grupo tratado Proteinas Variagdo (%) Varia¢do (%)
(dias) (mg/dL) emrelagdoa em relagdo a
Gl G2
0 Gl-ragdo 51,90"
G2-ragio 51,524
G3-ragio 48,33"
G4-ragdo 57,23%
15 Gl-ragdo 51,70"
G2-ragdo + talco farmacéutico 52,40% - -
G3-ragdo + antocianina 47,65" -7,83 -9,06
G4-ragdo + antocianina + naringenina 57,02° +10,29 +8,82
30 Gl-ragdo 53,13*
G2-ragdo + talco farnacéutico 5127% - -
G3-ragdo + antocianina 48,63" -38,14* -5,15
G4-ragdo + antocianina + naringenina 59,65° -27,70* +16,34

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mintscula no diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05).

Em cada tempo A difere de B pelo teste F (P< 0,05).

*Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnet (P< 0,05) em cada tempo.

Segundo os resultados apresentados na tabela 1 nenhuma
diferenca foi estatisticamente significativa.

Os resultados obtidos neste modelo experimental indicaram
que os flavonéides utilizados néo alteraram significativa-
mente os niveis normais de Proteinas totais no sangue dos
animais. Isso leva a crer que nao ocorreram danos ao orga-
nismo desses animais, por exemplo, lesdes hepéticas, resul-
tantes da administracao dessas substancias. Além disso, sa-
bendo que os niveis normais de proteinas plasmaéticas em
coelhos é em torno de 50 a 53 mg/dL, verificou-se que os
mesmos estao de acordo com os apresentados na tabela 1.
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Os resultados referentes aos niveis médios de Albumina no
soro e suas respectivas percentagens de variacao encon-
tram-se na tabela 2.

Tabela Il
Valores médios de Albumina, em mg/dL, e percentual de
variacao em relacao aos grupos controle, em coelhos
submetidos a diferentes tratamentos e avaliados aos
0, 15 e 30 dias.

Tempo Grupo tratado Albumina Variagdo (%) Variagdo (%)
(dias) (mg/dL) emrelagdo a em relagdo a
Gl G2

0 Gl-ragdo 443" - -
G2-ragdo 4424 - -
G3-ragdo 4,54° - -
G4-ragdo 4,51° - -

15 Gl-ragdo 445" - -
G2-ragdo + talco farmacéutico 4,44A - -
G3-ragdo + antocianina 4,53" +1,80 +2,03
G4-ragdo + antocianina + naringenina 4,51° +1,35 +1,58

30 Gl-ragdo 446" - -
G2-ragdo + talco farmacéutico 4,44" - -
G3-ragdo + antocianina 4,54* +1,79 +2,25
G4-ragdo + antocianina + naringenina 4,49° +0,67 +1,13

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula nao diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05).

Em cada tempo A difere de B pelo teste F (P< 0,05).

*Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnet (P< 0,05) em cada tempo.

Pela analise da tabela 2 observou-se que as diferencas ob-
tidas nao foram estatisticamente significativas.

Os resultados obtidos neste ensaio indicam que as substan-
cias-teste ndo ocasionaram alteracoes significativas nos ni-
veis normais de albumina dos animais dos grupos G3 e G4.
Essa conclusdo é reforcada quando se observa a seme-
lhanca dos niveis dessa proteina, com os valores encontra-
dos na literatura, com relacao a coelhos, da ordem de 4,0 a
4,5 mg/dL.

Os resultados referentes aos niveis médios da alanina ami-
notransferase no soro (ALT) e suas respectivas percenta-
gens de variacao encontram-se na tabela 3.

Tabela Il
Valores médios de ALT, em U.l., e percentual de variacao
em relacao aos grupos controle, em coelhos submetidos
a diferentes tratamentos e avaliados aos 0, 15 e 30 dias.

Tempo Grupo tratado ALT  Variagdo (%) Variagdo (%)
(dias) (U.L) emrelagdioa em relagdo a
Gl G2
0 Gl-ragdo 106,33 - -
G2-ragdo 40,00° - -
G3-ragio 41,00 -61,44% +2,50
G4-ragio 96,00 -9,72 +140,00
15 Gl-ragdo 101,33 - -
G2-ragdo + talco farmacéutico 41,50° - -
G3-ragdo + antocianina 41,50h -59,04* -19,69
G4-ragdo + antocianina + naringenina 92,17 -9,04 0
30 Gl-ragio 104,00* - +122,10%
G2-ragdo + talco farnacéutico 41,00% - -
G3-ragdo + antocianina 40,33b -61,22% -1,63
G4-ragdo + antocianina + naringenina 96,33" -7,38 +134,95*

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula nao diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05).

Em cada tempo A difere de B pelo teste F (P< 0,05).

*Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnet (P< 0,05) em cada tempo.
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A analise da tabela 3 mostrou que grupo 3 (G3) apresentou
diferenca significativa pelo teste de Dunett. No primeiro
dia de experimento, antes de se administrar a mistura de
flavonoéides ja havia ocorrido aumento de 140% na ativida-
de de ALT do grupo G4 em relacao ao G2. Além disso, es-
se grupo nao apresentou diferencas significativas, durante
todo o ensaio, em relacdao ao grupo-controle, que recebeu
apenas racao (G1).

Embora pareca que a substancias — testes influenciaram
profundamente a ALT, deve-se considerar que o grupo G3
jd apresentava aumentos estatisticamente significativos,
em relacao o grupo G1, antes mesmo de se iniciarem os
tratamentos. Isso quer dizer que ja era da natureza desse
grupo essa relacao de divergéncia.

Os resultados referentes aos niveis médios da aspartato
aminotransferase no soro (AST) e suas respectivas percen-
tagens de variacao encontram-se na tabela 4.

Tabela IV
Valores médios de AST, em U.l., e percentual de variacao
em relacao aos grupos controle, em coelhos submetidos
a diferentes tratamentos e avaliados aos 0, 15 e 30 dias.

Tempo Grupo tratado AST  Variagdo (%) Variagdo (%)
(dias) (UL) emrelagdoa em relagdoa
Gl G2

0 Gl-ragdo 65,50" - -
G2-rago 81,67" - -
G3-ragdo 56,00" - -
G4-ragdo 64,50" - -

15 Gl-ragdo 65,83" - -
G2-ragdo + talco farmacéutico 83,33" - -
G3-ragdo + antocianina 55,67 -15,43 -31,99
G4-ragdo + antocianina + naringenina 59,50° -9,62 -24.75

30 Gl-ragdo 67,33 - -
G2-ragdo + talco farnacéutico 82,83" - -
G3-ragdo + antocianina 56,33" +3,95 +17,91
G4-ragdo + antocianina + naringenina 62,33° -5,29 +7,43

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula nao diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05).

Em cada tempo A difere de B pelo teste F (P< 0,05).

*Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnet (P< 0,05) em cada tempo.

Quando se analisou a tabela 4 verificou-se que nenhuma
diferenca significativa, pelo teste F (P<0,05), ocorreu du-
rante todo o periodo experimental.

Os resultados aqui apresentados evidenciam que as subs-
tancias-teste ndo ocasionaram alteracoes significativas na
atividade da AST, levando a crer que também néao causa-
ram danos relacionados ao aumento da atividade dessa en-
zima nos animais utilizados neste modelo experimental.

Os resultados referentes aos niveis médios da Gama — Glu-
tamiltranspeptidase, no soro (y—GT) e suas respectivas per-
centagens de variacao encontram-se na tabela 5.

Avaliando-se a tabela 5 observou-se que durante todo o en-
saio que as diferencas ocorridas na atividade dessa enzima
nao foram consideradas estatisticamente significativas.

Os resultados aqui obtidos indicam que as substancias-tes-
te nao interferiram significativamente na atividade de y-GT.
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Tabela V
Valores médios de A-GT, em U.l, e percentual de variacao
em relacao aos grupos controle, em coelhos submetidos
a diferentes tratamentos e avaliados aos 0, 15 e 30 dias.

Tempo Grupo tratado Y-GT  Variagdo %  Variagdo %
(dias) (Ul) emrelagioa em relagdoa
Gl G2
0 Gl-ragdo 12,83*
G2-ragio 11,334
G3-ragdo 13,17°
G4-ragdo 11,67°
15 Gl-ragdo 13,334
G2-ragdo + talco farmacéutico 11,834 - -
G3-ragdo + antocianina 12,83% -3,75 +8,45
G4-ragdo + antocianina + naringenina 10,67* -19,85 -9.81
30 Gl-ragdo 12,67*
G2-ragdo + talco farnacéutico 11,174 - -
G3-ragdo + antocianina 13,17* +3,95 +17,91
G4-ragdo + antocianina + naringenina 12,00" -5,29 +7,43

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula nao diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05).

Em cada tempo A difere de B pelo teste F (P< 0,05).

*Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnet (P< 0,05) em cada tempo.

DISCUSSAO

Proteinas Totais

Mais de 7% do plasma sangiiineo consiste de proteinas co-
mo albumina e globulinas. Outras proteinas em microquan-
tidades sd@o anticorpos, enzimas e certos tipos de hormonios.
As globulinas sao produzidas pelos linfécitos e pelas célu-
las plasmaéticas. Essas proteinas sao denominadas imuno-
globulinas. As imunoglobulinas sao classificadas em IgM,
IgG, IgA, IgD e IgE, sendo IgG a mais abundante nos ani-
mais normais. A IgE é produzida pelos animais que estao
enfrentando processos alérgicos diversos. Dessa forma,
num processo alérgico ocorre aumento de proteina total no
plasma, incrementado pela IgE (SWENSON, 1988).

A albumina plasmatica, o fibrinogénio, parte das globuli-
nas e a protrombina sao formados no figado. As globulinas,
incluindo imunoglobulinas, sao formadas nos linfonodos e
em outras células do sistema reticuloendotelial do bago e
da medula 6ssea. A sintese de proteinas plasmaticas é re-
duzida significativamente nas lesdes hepaticas graves ou
deficiéncias prolongadas de proteinas na dieta. Isso pode
reduzir o fibrinogénio plasmatico, resultando em aumento
do tempo de protrombina e retardando o tempo de coagu-
lacao do sangue nos capilares. A pressao osmética, produ-
zida pelas proteinas plasmaticas, opoe-se a pressao hidros-
tatica e, dessa forma, evita o excesso de passagem de dgua
para os tecidos, o que pode causar edema (SWENSON,
1988).

Segundo MOTTA (2003), a hiperproteinemia pode signifi-
car desidratacao, enfermidades monoclonais e enfermida-
des policlonais crénicas, dentre elas a cirrose hepatica.
Ainda, o mesmo, cita que a hipoproteinemia pode signifi-
car aumento do volume plasmaético, perda renal de protei-
nas, perda de proteinas pela pele, gota e disturbios da sin-
tese protéica dentre elas enfermidade hepatica nao - vir6-
tica severa e a insuficiéncia da funcao hepatocelular na en-
fermidade hepética cronica.

Resultados indicando a nao-toxicidade de flavondides em
relacao aos niveis normais de proteinas plasmaéticas tam-
bém foram obtidos por LIMA (2000), que, ao avaliar os
efeitos toxicoldgicos de alguns flavonéides (dentre eles a
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quercetina) no nivel de proteina total de coelhos saudaveis,
verificou que tais substancias ndo provocaram alteracoes
consideraveis no metabolismo protéico desses animais.

Albumina

A albumina é a mais importante proteina plasmatica e cor-
responde a cerca de 60% das proteinas plasmaticas totais,
sendo que, por volta de 40% estda presente no plasma e
60% no espaco extracelular.

O figado produz 12 g de albumina/dia, representando 25%
do total de proteinas sintetizadas pelo figado e metade das
proteinas secretadas. Entre as func¢des importantes da al-
bumina estd a capacidade de se ligar a varias substancias,
que incluem hormonios esteréides, bilirrubina e triptofano
do plasma. Além disso, a albumina se liga a aproximada-
mente 10% do cobre plasmadtico. Uma variedade de dro-
gas, incluindo sulfonamidas, penicilina G e aspirina, liga-
se a albumina, o que tem implica¢coes farmacolégicas.
Acredita-se, também, que a albumina seja responsavel por
cerca de 75% a 80% da pressao osmoética do plasma (MUR-
RAY et al., 1994).

A sintese de albumina é afetada em uma série de molésti-
as, particularmente aquelas do figado. O plasma de paci-
entes com doenca do figado freqiientemente apresenta de-
créscimo da relacao A:G (albumina: globulina) (MURRAY
et al., 1994).

A hipoalbunemia é promovida pela diminuicdo ou defeito
da sintese devido ao dano hepatocelular, deficiéncia na in-
gestdao de aminoacidos, aumento de perdas de albumina
por doenca e catabolismo induzido por estresse fisiolégico
(MOTTA, 2003).

Aminotransferases (ALT e AST)

As aminotransferases (ALT e AST) catalisam a transferén-
cia reversivel de uma amina de um aminodcido para um --
cetodcido. Essas enzimas, geralmente, encaminham os
grupos aminas a de vdarios aminodacidos para o a-cetogluta-
rato, para a conversao em NH4 + (STRYER, 1996; LEHNIN-
GER, 2000).

Essas enzimas estao presentes, em altas concentracoes, no
musculo, figado e cérebro. A elevacao da atividade das
aminotransferases no sangue indica necrose ou moléstia,
especialmente nesses tecidos (MURRAY et al., 1994).
Segundo OCKNER (1993) a elevacao dos niveis da ALT é
relativamente especifica da doenca hepatobiliar. Apesar
dos niveis de AST poderem estar aumentados nas doencas
de outros 6rgaos valores mais de 10 vezes acima do limite
superior de variacao normal refletem habitualmente uma
patologia hepdtica ou biliar. Os valores das aminotransfe-
rases sao Uteis para monitorizar a evolugdo da hepatopatia
parenquimal aguda ou cronica.

A ALT é encontrada principalmente no citoplasma do he-
patécito, enquanto 80% da AST esta presente na mitocon-
dria. Essa diferenca tem auxiliado no diagnoéstico e prog-
noéstico de doencas hepdticas. Em dano hepatocelular leve
a forma predominante no soro é a citoplasmatica, enquan-
to em lesdes graves ha liberacao da enzima mitocondrial,
elevando a relacao AST/ALT (MOTTA, 2003).

Em outro estudo de toxicidade aguda, LIMA (2000) consta-
tou que alguns flavonéides (dentre eles a rutina) nao alte-
raram significativamente a atividade de AST em coelhos
machos albinos da raca Nova Zelandia.

Gama - Glutamiltranspeptidases (y-GT)

A y-GT é uma indicadora sensivel das doencas hepaéticas.
Os niveis sao freqiientemente elevados nas disfuncoes do
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figado, ocasionadas por alcoolismo. Essa enzima esta pre-
sente no figado, nos rins e no pancreas e transfere acido
glutamico C-terminal de um peptidio para outros peptidios
ou L-aminoacidos (MURRAY et al., 1994).

Segundo MOTTA (2003) aumentos na atividade da y—GT
podem significar, dentre outras, esteatose hepatica (hepa-
tites medicamentosas) ou a inducao de aumento de sua ati-
vidade por determinados fdmacos.

CONCLUSOES

Pode-se concluir, entdo, que as substancias testadas nao
ocasionaram efeitos adversos significativos no metabolis-
mo hepatico de coelhos saudéveis.

O fato de que, nesse experimento, alguns resultados nao
terem sido significativos, do ponto de vista estatistico, sig-
nifica que foram promissores do ponto de vista bioldégico.
Uma sugestdo de trabalhos futuros é que se prolonguem
por mais tempo os ensaios e que se testem doses mais ele-
vadas.
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indice de concordancia entre dois diferentes observa-
dores na revisao de esfregacos citolégicos cérvico-

vaginais anteriormente diagnosticados como ASC-US:
utilizacao da técnica convencional de Papanicolaou*

Indices of concordance between two different observes in reviews of cervical/vaginal cytologic
smears after diagnostics of ASC-US: utilization of the conventional Papanicolaou test

Rodrigo de Almeida Vaucher'; Fabio Roberto dos Santos' & Vera Regina Andrade Vargas®

\

/RESUMO - Atualmente, os problemas encontrados no diagnoéstico de células escamosas atipicas de significado indeterminado sao
devido a falta de uniformizacao dos critérios citolégicos utilizados por diferentes observadores em diferentes laboratérios, gerando al-
tas taxas de discrepancia entre seus resultados. O objetivo deste trabalho foi revisar os critérios morfolégicos para ASC-US e compa-
rar os resultados encontrados por dois diferentes observadores em 45 esfregacos, previamente diagnosticados por dois farmacéuticos
bioquimicos especialistas em citologia clinica. Foram revisados 45 esfregacos com ASC-US. Destes, 35 esfregacos tiveram o diagnés-
tico final conclusivo para ASC-US, confirmado pelos observadores (Indice de concordancia de 77,8%); trés esfregacos foram conside-
rados pelos observadores apenas, como processos inflamatérios inespecificos (6,7%). Sete esfregacos apresentaram diagnésticos dife-
rentes, considerado somente por um dos observadores. As discrepancias entre os observadores chegaram a 15,5%. Nenhum dos ob-
servadores diagnosticou algum esfregaco como lesao intra-epitelial de baixo grau ou lesao intra-epitelial de alto grau. A experiéncia
do observador €, e continuard sendo, um dos fatores mais importantes para o diagnoéstico seguro de esfregacos classificados como
ASC-US, em laboratérios de citologia clinica.

PALAVRAS-CHAVE - Células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US); citologia; exame de Papanicolaou. Y,

/SUMMARY - Actuality, the problems in the diagnostic of the atypical squamous cells of undetermined significance (ASC-US) is de-
vice the lack of uniformity of the cytological criteria utilizes for the different observes in different cytologic laboratory, produce high
rate of divergence results. The aim of this study was to review the morphologic criteria for ASC-US and to compare the results for the
two different observes in 45 cases in advance diagnostic for two pharmaceutics-biochemist specialists in clinical cytologic. Were revi-
ewed 45 smears with ASC-US. These, 35 smears had ASC-US, confirmed for the both observers (concordance indices of 77,8%), 3 sme-
ars had only inflammation for a both observers (6,7%). Seven smears had different diagnostic, and was considering for the one obser-
ver. The divergence results between observes were 15,5%. Neither of the observers had diagnostic of low grade squamous intraepi-
thelial lesion (LSIL) or high grade squamous intraepithelial lesion (HSIL). The experience of the observer is, and will be the most im-
portant for the save diagnostic of ASC-US in cytologic laboratory.

\KEYWORDS - atypical squamous cells of undetermined significance (ASC-US); cytology; Papanicolaou smears. J

No entanto, apesar do exame citopatolégico ser de extrema
importancia e de grande significado diagnostico e clinico,
existe uma preocupacao intensa na veracidade das infor-
macoes do mesmo, ou seja, estd cada vez mais exigindo-se
o controle da qualidade dos exames realizados e do profis-
sional responsavel por estes resultados, para que nao ocor-
ram discrepéncias entre os laudos e, principalmente, para
que haja uma preocupacao na padronizacdo das analises®.
Um dos pontos de controvérsias entre os citologistas estd
na categoria de “células escamosas atipicas de significado
indeterminado” (ASC-US, Atypical Squamous Cells of Un-
determined Significance), as quais se caracterizam por
anormalidades celulares mais intensas que reacoes infla-
matorias reacionais, mas que sao insuficientes para carac-
terizar um diagnéstico definitivo de lesdo intra-epitelial es-
camosa (SIL, Squamous Intraepithelial Lesion)". Por este

INTRODUCAO

diagnéstico precoce do carcinoma cervical é realizado

pelo rastreamento populacional com exame citopato-
légico de Papanicolaou. Desde a sua introdugao, nos Esta-
dos Unidos, por volta de 1940, a incidéncia e mortalidade
por carcinoma cervical tém sido reduzidas em mais de 70%
dos casos*. A recomendacao para a deteccao precoce de
carcinoma de cérvice é a realizacao anual do exame cito-
patolégico. Atualmente, em todo o mundo, 80% das mu-
lheres que morrem de carcinoma de cérvice, nunca realiza-
ram ou estao, pelo menos, hd mais de 5 anos sem realizar
esse tipo de exame preventivo de cancer’.
No Brasil, indices publicados pelo Ministério da Satde in-
dicam que aproximadamente seis milhoes de mulheres en-
tre 35 e 49 anos nunca realizaram o exame de Papanico-

laou, sendo levadas ao 6bito devido a essa patologia. En-
tretanto, vem ocorrendo uma diminuicao ano a ano, grada-
tivamente, desses indices, gracas as campanhas de pre-
vencao realizadas junto a populacao e a melhoria do trei-
namento dos profissionais que realizam os exames em la-
boratoérios' .

motivo, ASC-US é utilizado para indicar células escamosas
que possuem critérios citolégicos mais acentuados que
aqueles encontrados em condicoes inflamatérias reativas,
porém faltam caracteristicas para um diagnoéstico de lesao
pré-neoplésicas ou neoplésicas®. Esses critérios para inter-
pretacao do diagnéstico de ASC-US envolvem subjetivida-
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de, conduzindo a baixa reprodutibilidade interpessoal e
contribuindo para ampla variacao das taxas reportadas por
diferentes observadores e laboratoérios®.

Atualmente, o relato do diagnéstico citolégico é realizado
segundo o Sistema Bethesda (The Bethesda System — TBS).
Nesse sistema foi incluida essa categoria de "células esca-
mosas atipicas de significado indeterminado” (ASC-US)!,
que é o foco deste estudo. A partir de 2001, depois de re-
alizada a revisao do TBS, essa categoria diagnoéstica foi
subdividida em: células escamosas atipicas que podem
apresentar alteracoes de significado indeterminado (ASC-
US) e alteracgoes celulares que nao excluem lesao intra-epi-
telial escamosa de alto grau (ASC-H)*. Além disso, no TBS
de 2001 ainda foram incluidos o diagnéstico descritivo e a
avaliacao da amostra.

Existe um consenso que o diagnéstico de ASC-US nao de-
ve representar mais que 5%, com uma taxa média de 2,8%,
de todos as amostras encaminhadas a um servigo de citopa-
tologia, sendo estabelecido ainda que estes casos nao de-
vem exceder duas a trés vezes o nimero de espécimes cor-
respondentes a lesdes intra-epitelial de baixo grau
(LSIL)>***, De acordo com o Sistema Bethesda, existem al-
guns critérios morfolégicos convencionais que sao adotados
para o diagnéstico de ASC-US, a saber: aumento nuclear de
duas a trés vezes o tamanho normal do nucleo de uma cé-
lula escamosa intermediaria, com um discreto aumento da
relacdo nucleo/citoplasma, variacdo no tamanho e forma
nuclear e binucleacao podem ser observados; hipercroma-
sia discreta pode estar presente, mas a cromatina mantém
igualmente a distribuicao sem granula¢oes, membranas nu-
cleares usualmente sao suaves e regulares, algumas irregu-
laridades discretas podem ser observadas (Figura 1)*.
Assim, as lesoes que sao diagnosticadas em citologia de es-
fregacos cérvico-vaginais e classificadas como ASC-US de-
vem levar em consideracao as alteracoes celulares morfo-
légicas definidas pelo Sistema Bethesda, sendo de suma
importancia na deteccao precoce de um futuro cancer e
nao devem ser confundidas com as alteracdes celulares
morfolégicas encontradas nas LSIL. Portanto, os critérios
para diferenciacao entre os dois estdgios devem ser bem
definidos entre os citologistas do laboratério, a fim de evi-
tar resultados falso-positivos, acarretando tratamento des-
necessdrio a paciente. O exame criterioso do esfregaco ci-
tolégico por profissional especializado seria uma das ma-
neiras mais simples de minimizar esse tipo de situacao,
além de diminuir a variagdo nos resultados diagnoésticos re-
alizados por diferentes laboratérios. Por esse motivo, o trei-
namento e a experiéncia do observador é muito importan-
te, e ajuda a diminuir os erros de triagem dos exames peri-
6dicos para a prevencao do cancer de colo uterino, que tem
sido a melhor estratégia de satide publica para a deteccao
de lesoes pré-neoplésicas e neoplésicas®.

Dada a importancia da citologia oncética e a adequada uti-
lizacdo dos critérios morfolégicos para a definicdo de cada
tipo de lesao apresentada pelos pacientes, o objetivo do
presente trabalho foi reavaliar os critérios morfol6gicos pa-
ra ASC-US e comparar os resultados dos diagnésticos en-
contrados por dois diferentes observadores para 45 esfre-
gacos, previamente diagnosticados nessa categoria pelo
Laboratério Osvaldo Cruz da cidade de Santo Angelo — RS
(Brasil), utilizando para isso anadlise estatistica. Assim, o
numero de diagnosticos citolégicos conclusivos para ASC-
US, que é geralmente influenciado pela rigidez na adogao
de critérios morfolégicos e pelo grau de experiéncia na in-
terpretacao dos espécimes citolégicos, foi testado entre
dois observadores, a fim de identificar através do teste
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Kappa o indice de discrepancias existentes entre eles, bem
como avaliar o indice de concordancia dos mesmos.

MATERIAIS E METODOS

Quarenta e cinco esfregacos citolégicos com resultados de
“células escamosas atipicas de significado indeterminado”
(ASC-US), segundo os critérios de classificacao do Sistema
Bethesda 2001, foram incluidos e reavaliados por dois alu-
nos do II Curso de Especializacdo em Citologia Clinica da
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas — Regional Sul
(SBAC-RS). Esses resultados de ASC-US foram diagnosti-
cados entre os 5961 exames (Tabela 1) realizados no Labo-
ratério Osvaldo Cruz — Santo Angelo (RS), no periodo de 1°
de agosto de 2002 a 31 de marco de 2003. Foram excluidos
do estudo os esfregacos diagnosticados, no mesmo perio-
do, que apresentaram resultados negativos para lesao in-
tra-epitelial ou malignidade, lesao intra-epitelial de baixo
grau (LSIL) e lesao intra-epitelial de alto grau (HSIL). Es-
ses exames foram previamente diagnosticados por dois ci-
tologistas especialistas em Citologia Clinica. Os esfregacos
citolégicos foram identificados por nimeros e divididos em
dois grupos A e B. Cada aluno avaliou um grupo diferente
e apo6s trocaram de grupo sem que um soubesse o diagnés-
tico encontrado pelo outro.

Apbés as avaliacoes dos esfregacos, esses foram classifica-
dos de acordo com os diagnésticos encontrados pelos alu-
nos. Para que os esfregacos fossem considerados como ca-
tegoria de ASC-US (Figura 1), as alteracoes citologicas en-
contradas deveriam ser mais evidentes que as encontradas
em processos reativos, mas que ainda sao pouco significa-
tivas para um diagnéstico seguro de lesao intra-epitelial
escamosa. Assim, foram considerados, para determinar o
diagnoéstico final de cada esfregaco, os critérios morfol6gi-
cos convencionais adotados e recomendados pelo Sistema
Bethesda 2001, a saber:

1. Aumento nuclear de duas a trés vezes o tamanho normal
do nucleo de uma célula escamosa intermedidria, com um
discreto aumento da relacao nicleo/citoplasma.

2. Variagao no tamanho e forma nuclear e binucleacao po-
dem ser observadas.

3. Hipercromasia discreta pode estar presente, mas a cro-
matina mantém igualmente a distribuicdo sem granu-
lacoes.

4. Membranas nucleares usualmente sao suaves e regula-
res, algumas irregularidades discretas podem ser observa-
das?.

Também foram incluidos nesta categoria os esfregacos que
apresentavam metaplasia escamosa atipica, paraceratose
atipica ou disceratose e alteracdes sugestivas, porém nao
definitivas de infec¢des pelo Papilomavirus Humano
(HPV).

Para realizacao da andlise estatistica dos resultados foi uti-
lizado o Teste Kappa, para determinar a concordancia en-
tre os observadores.

RESULTADOS

De um total de 45 esfregacos citolégicos previamente diag-
nosticados como ASC-US pelo Laboratério Osvaldo Cruz,
apenas 35 tiveram o diagnéstico final conclusivo para
ASC-US, confirmado por ambos os alunos (Indice de con-
cordancia entre alunos de 77,8%) (Tabela 1).
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Tabela |
Freqiiéncia das categorias diagnésticas encontradas nos
5961 exames citologicos realizados pelo Laboratoério
Osvaldo Cruz - Santo Angelo (RS).

Categorias diagnosticas Freqii
Numero de esfregacos %

ASC-US/AG 88 1,47
LSIL 80 1,34
HSIL 31 0,51
Carcinoma escamoso 6 0,10
Adenocarcinoma 5 0,08
Negativo para lesao intra-epitelial ou 5751 96,5
malignidade

Total 5961 100%

ASC-US: células escamosas atipicas de significado indeterminado; AG células glandulares
atipicas; LSIL: lesdo intra-epitelial escamosa de baixo grau; HSIL: les&o intra-epitelial escamosa
de alto grau.

Trés esfregacos das 45 preparagoes ndo apresentaram di-
agnosticos finais conclusivos para ASC-US, e ambos os
alunos consideraram os esfregacos apenas como processos
inflamatoérios inespecificos (6,7%) (Tabela 2).

Tabela Il
Avaliacao dos esfregacos realizada pelos
dois observadores.

Casos considerados negativos para ASC US 3 (6,7%)
Casos considerados como ASC -US 35 (77 ,8%)
Casos com discrepancias 7 (15,5%)

Total esfregagos citolégicos 45 (100,0%)

Sete esfregacos das 45 preparagdes apresentaram diagnos-
ticos finais diferentes, consideradas somente por um dos
alunos. As discrepancias entre os alunos chegaram a
15,5% (Tabela 2). O indice Kappa para esta discrepancia é
de 0,39, podendo a concordancia entre os alunos ser consi-
derada como moderada do ponto de vista estatistico. Ne-
nhum dos dois alunos diagnosticou um dos 45 esfregacos
como lesdo intra-epitelial de baixo ou alto grau ou alto
grau (LSIL ou HSIL).

Em relacao aos critérios morfolégicos para diagnéstico de
ASC-US, nao foram observadas grandes discrepancias nos
diagnésticos realizados pelos alunos, uma vez que o indice
de concordancia entre os alunos foi elevado. Mas, obser-
vou-se discrepancia quando foram levados em conside-
racao outros critérios nao cléssicos que também se classifi-
cam na categoria de ASC-US (células metaplasicas esca-
mosas e paraceratose atipica ou disceratose), além dos pro-
cessos inflamatérios (Tabela 3).

Tabela lll

Discrepancias em relacdo a ASC-US sobre células meta-
plasicas, paraceratose e inflamacao.

Di pa Observador 1 Observador 2
n % n %
Metaplasia 2 28,6 3 42,8
Paraceratose 1 14,2 2 28,6
Inflamagéao 4 57,2 2 28,6
Total 7 100 7 100

n = numero de casos com discrepancia entre dois observadores.

Em relacdo as discrepancias entre os observadores, levan-
do-se em consideracao os processos inflamatérios, apenas
um dos observadores diagnosticou os casos como sendo
processo inflamatorio, identificando o agente etiolégico ou
apenas reportaram o resultado como processos inflamatoéri-
os inespecificos (Tabela 4).
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Tabela IV
Discrepancias em relagcao aos processos inflamatorios.

Discrepancias Observador 1 Observador 2

Inflamag ao n % n %
Candida sp. 1 25 1 50
Gardnerella vaginalis 1 25 0 0
Inflamagdes inespecificas 2 50 1 50
Total 4 100 2 100

n = numero de casos com discrepancia entre dois observadores

Finalmente, reportamos a freqiiéncia final do diagnoéstico
encontrado entre os dois observadores, levando-se em con-
sideracgao os grupos que foram classificados de acordo com
a faixa etdria das mulheres que tiveram os seus esfregacos
revisados no estudo: Grupo A (17 a 25 anos), Grupo B (26
a 35 anos), Grupo C (36 a 45 anos) e Grupo D (46 a 54 anos)
(Tabela 5).

Tabela V
Freqiiéncia dos diagnésticos encontrada entre os dois dife-
rente observadores em consideracéo aos grupos de faixa
etaria das mulheres: Grupo A (17 a 25 anos), Grupo B (26 a
35 anos), Grupo C (36 a 45 anos) e Grupo D (46 a 54 anos).

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Total
Obs 1/ Obs 2 n % n % n % n %
Diagnostico
Inflamatério 3/0 6,7/0 2/3 44/67 3/4 6,7/89 2/3 44167 10/10
ASC-US 6/9 133/20 9/8 20/177 15/12 333/26,7 5/6 112/133 | 35/35
Total 45/45

n = numero de casos com discrepancia entre dois observadores
Obs 1/ Obs 2 = Observador 1 e observador 2




Figura 1. Células escamosas em uma preparacao citolégica
convencional apresentando atipias de significado indeterminado
(ASC-US).

Fonte: Dados da pesquisa, Laboratério Osvaldo Cruz, Santo
Angelo, RS.

DISCUSSAO

Como mencionado anteriormente, existe um consenso ado-
tado pelos citologistas para delimitacdo do diagnéstico fi-
nal para ASC-US. Entretanto, ainda existe controvérsia no
diagnéstico cérvico-vaginal dessa categoria citolégica, ge-
rando discordancia entre os citologistas, devido ao desco-
nhecimento por parte de muitos laboratérios citolégicos,
das possibilidades diagnésticas recomendadas pelo Siste-
ma Bethesda®. Além disso, ainda existem as chamadas dis-
crepancias que sdo comumente observadas em relacdo ao
diagnéstico de ASC-US que variam de acordo com os co-
nhecimentos individuais do citologista, podendo girar em
torno de 50%?°. Apesar dos critérios citolégicos ja terem si-
do estabelecidos19, sua aplicacao é subjetiva e este fato
aumenta as discrepancias reportadas por estes diferentes
laboratoérios, estimadas desde 0,2% até 9%".

As discrepancias interobservadores neste estudo foram de
22,2%. Do ponto de vista estatistico podem ser considera-
das como moderadas, uma vez que as publicadas na litera-
tura sdo semelhantes®. E dificil encontrar uma razao para
estas variacoes e para este indice de discrepancias. Sao co-
nhecidas variacoes na interpretacao das trocas por um
mesmo observador, podendo influir circunstancias como: a
experiéncia pessoal, informacodes clinicas proporcionadas
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ao citologistas e o diagnéstico estabelecido pelo laborat6-
rio para um exame anteriormente realizado no mesmo pa-
ciente®. Segundo Jones, 1995, esta variabilidade pode ser
motivada pelo método de rastreabilidade executado, uma
vez que para reportar o diagnéstico final de ASC-US se faz
necessaria a observacao dos critérios morfolégicos das al-
teracoes celulares no citoplasma e nicleo das células pre-
sentes nos esfregacos. As revisoes dos esfregacos foram de
grande importancia, pois ajudaram a identificar as discre-
pancias entre os dois observadores no estudo, por que fo-
ram detectadas células metapldsicas, pelos observadores,
com pouca freqiiéncia nos esfregacos (28,6% observador 1
e 42,8% observador 2). Na literatura, tem sido descrito um
aumento no aparecimento de casos de lesoes intra-epiteli-
ais de baixo e alto grau (LSIL e HSIL) nos casos de ASCUS
que apresentam células metapldsicas em especial, células
metaplésicas atipicas®.

Entretanto, foram investigadas as discrepancias entre os
dois observadores e foram detectadas, além das variacoes
em células metaplésicas, variacoes relacionadas a parace-
ratose (14,2% observador 1 e 28,6% observador 2), indi-
cando que ambos identificaram esse importante critério,
embora diagnosticaram em esfregacos diferentes. Nao fo-
ram encontrados na literatura dados comparativos da per-
centagem de esfregacos que apresentam paraceratose e
que sejam classificados como critérios de ASC-US.

Em relacéo as discrepancias entre dois observadores, cha-
ma atencao o fato de que ambos detectaram agentes etio-
légicos causadores de inflamacao nos esfregacos com Cdn-
dida sp. (25% observador 1 e 50% observador 2) ou Gard-
nerella vaginalis (25% observador 2), reportando como di-
agnostico final apenas processo inflamatério. Em 50% dos
casos inflamatoérios reportados o diagnéstico final foi de
processos inflamatérios inespecificos. Esses resultados fo-
ram semelhantes aos encontrados na literatura mas, so-
mente, quanto aos agentes etiolégicos que, segundo Ala-
nen et al., 1998, podem provocar alteracoes inflamatérias
intensas no colo uterino, induzindo os citologista a reporta-
rem resultados finais falso-positivos para ASC-US. Nao en-
controu-se na literatura, nenhum estudo para ASC-US que
apresentasse percentagens de processos inflamatérios pa-
recidas com as nossas, devido principalmente ao pequeno
numero de esfregagos com discrepancia observados (7 ca-
sos) com diagnéstico final de processos inflamatérios, nos
quais nao detectou-se significancia estatistica.

Por este motivo, a revisao dos esfregacos foi considerada
satisfatoria, pois unificou os critérios entre os observadores.
Tentou-se verificar ainda a existéncia de alguma possibili-
dade de associacao dessa discrepancia com a idade das pa-
cientes. Para isso, avaliamos a freqiiéncia final do diagnoés-
tico encontrado entre os dois observadores, levando-se em
consideracao os grupos que foram classificados de acordo
com a faixa etdria. Os diagnoésticos encontrados foram:
(6,7% observador 1 e 0% observador 2 no grupo A), (4,4%
observador 1 e 6,7% observador 2 no grupo B), (6,7% ob-
servador 1 e 8,9% observador 2 no grupo C) e (4,4% obser-
vador 1 e 6,7% observador 2 no grupo D) para esfregacos
inflamatoérios e (13,3% observador 1 e 20% observador 2 no
grupo A), (20% observador 1 e 17,7% observador 2 no gru-
po B), (33,3% observador 1 e 26,7% observador 2 no grupo
C) e (11,2% observador 1 e 13,3% observador 2 no grupo
D) para esfregagos diagnosticados como ASC-US. Existem
muitos trabalhos que vém sendo publicados, descrevendo
o seguimento para ASC-US em mulheres p6s-menopausa,
jd que estas apresentam maior incidéncia de lesdes intra-
epiteliais escamosas (SIL). Nestes, ainda nao foi evidencia-

RBAC, vol. 38(1): 29-33, 2006



da uma correlacao entre a idade e o aumento no nimero de
discrepancias nos esfregacos diagnosticados como ASC-
US mas, sim, um aumento do nimero de casos diagnosti-
cados como ASC-US". Nesse estudo, nao parece existir re-
lacao das discrepancias com a idade das mulheres, sendo
assim nao existe grandes variagoes dos resultados encon-
trados entre os observadores para mulheres pré e pés-me-
nopausa.

Portanto, dos 45 esfregacos analisados pode-se constatar
que ocorreu predominio absoluto de resultados para ASC-
US em 77,8% dos esfregacos diagnosticados por ambos ob-
servadores, resultados que, comparados com os diagnosti-
cos liberados pelo Laboratério Osvaldo Cruz, assemelham-
se inteiramente. Esse resultado indica uma boa concordan-
cia dos alunos, entre si mesmos e com o laboratério, sendo
esta também relatada em trabalhos publicados de controle
da qualidade para laboratoérios citolégicos que giram em
torno 80%*'**¢, J4, para os esfregacos citolégicos com pro-
cessos metaplasicos e inflamatoérios, pode-se verificar dife-
rentes resultados encontrados em relacao aos laudos libe-
rados pelo laboratoério.

CONCLUSOES

e Em relacao aos critérios morfolégicos para diagnéstico de
ASC-US nao foram observadas grandes discrepancias nos
diagnésticos realizados pelos alunos, uma vez que o indice
de concordancia entre os alunos foi elevado.

- Observou-se discrepancia quando foram levados em con-
sideracao outros critérios nao classicos que também se
classificam na categoria de ASC-US (células metapldsicas
escamosas e paraceratose atipica ou disceratose), além dos
processos inflamatorios.

e Comparando os resultados dos diagnésticos encontrados
pelos dois observadores para 45 esfregacos, encontramos:
- 35 esfregacos tiveram o diagnéstico final conclusivo para
ASC-US, confirmado por ambos (Indice de concordancia
entre alunos de 77,8%).

- 3 esfregacos foram considerados por ambos, apenas como
processos inflamatoérios inespecificos (6,7%) e sete esfre-
gacos apresentaram diagnésticos finais diferentes, consi-
deradas somente por um dos observadores.

- A discrepancia entre os alunos chegou a 15,5%. O indice
Kappa para esta discrepancia é de 0,39.

¢ Dessa maneira, ficou demonstrado que a experiéncia do
observador €&, e continuara sendo, um dos fatores mais im-
portantes para o diagnéstico seguro de esfregacos classifi-
cados na categoria de “células escamosas atipicas de sig-
nificado indeterminado (ASC-US)", em laboratérios de ci-
tologia clinica, como os relatados até o presente momento
na literatura.

CONSIDERAGOES FINAIS

Em trés esfregacos das 45 preparagdes nao houve concor-
déncia no diagnéstico final conclusivo para ASC-US e, am-
bos os alunos consideraram os esfregagcos apenas como
processos inflamatérios inespecificos (6,7%). Estes casos
deverao ser revisados pelos citologistas, uma vez que foi
observada discrepancia entre os diagnésticos dos alunos.
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Perfil de resisténcia da bactéria da espécie Serratia
marcescens isolada de infeccoes hospitalares no
Hospital Geral de Fortaleza (H.G.F.)*.

Resistance profile of the Serratia marcescens bacterium species isolated in hospital infections
within the Fortaleza General Hospital (H.G.F)

Fabio Frota de Vasconcelos’, Everardo AlbuquerqueAMenezes’, Francisco Afrénio Cunha', Maria
Nubia Cavalcante Salviano®, Maria Rozellé Ferreira Angelo® & Indcio Régis Nascimento Oliveira®.

~

RESUMO - Serratia marcescens é o membro mais importante desse género e é geralmente associado a uma variedade de infeccao
humana, em particular pneumonia e septicemia em pacientes com cancer reticulo endotelial que recebem quimioterapia. As vezes,
esse microrganismo também provoca infecgoes do trato urindario e infecgoes em ferimentos. Devido a viruléncia potencial de espécies
de Serratia, € importante que esses microrganismos sejam separados do grupo Enterobacter. A producao de Dnase extracelular detec-
tavel por espécies de Serratia é uma caracteristica confidvel, através da qual essa separacao pode ser feita. O objetivo deste trabalho
foi verificar o perfil de resisténcia de cepas de Serratia isoladas em pacientes com infeccao hospitalar no Hospital Geral de Fortaleza.
Foram pesquisados todos os casos de infeccao hospitalar na UTI e Bercério, no periodo de 1° de janeiro a 30 de dezembro de 2002, no
Hospital Geral de Fortaleza. As Bactérias isoladas foram identificadas por meio do aparelho de automacao MicroScan. Para tal, foram
utilizados Painéis Convencionais BreakPoint Combo e ID tipo 2, e painéis Convencionais Liofilizados MicroScan® Liofilizados
MIC/Combo 14, destinados a determinacao da susceptibilidade a agentes antimicrobianos. A UTI e o Berc¢drio sao dois locais onde
ocorreram a frequéncia da bactéria Serratia marcescens (3,44%). O setor que apresentou maior resisténcia a antibiéticos foi o bercario,
sendo resistente a varios antibidticos de ultima geracdo. A UTI apresentou mais sensibilidade, incluindo aos antibiéticos de ultima ge-
racao.

PALAVRAS-CHAVE - Serratia marcescens, resisténcia, Infeccoes Hospitalares Y,

/¢ SUMMARY - Serratia marcescens is the most important member of its genus and is generally associated with several human infec-\
tions, particularly pneumonia and septicemia in patients with reticuloendothelial cancer receiving chemotherapy. At times, this micro-
organism is also the cause of both urinary tract-related and wound-related infections. Due to the potential virulence of the Serratia
species, it is necessary that these microorganisms be separated from the Enterobacter group. The production of estracellular DNase
detectable by Serratia species is a trustworthy feature, through which the separation can be achieved. This study is aimed at verifying
the resistance profile of Serratia variants that were isolated in patients with hospital infection, hospitalized in the Fortaleza General
Hospital (H.G.E). The investigation encompassed all cases of hospital infection found in H.G.E's Intensive Care Unit (ICU) and Nur-
sery Ward from January 1st to December 30th, 2002. The isolated bacteria were identified by means of the automation appliance Mi-
croScan. Conventional BreakPoint Combo and type 2 ID Panels were utilized as well as MicroScan® conventional Liofilized panels
(Liofilized MIC/Combo 14), for the purpose of determining the bacteria’s susceptibility to antimicrobians. The ICU and the Nursery
Ward are the two places where the presence of the Serratia marcescens bacterium was found (3.44%). The ward that presented grea-
ter resistance to antibiotics was the Nursery Ward, being resistant to various latest-generation antibiotics. The ICU proved to be mo-
re susceptible, including the latest-generation antibiotics.

KEYWORDS - Serratia marcescens, resistent, nosocomial infections J

INTRODUCAO

Os bacilos gram-negativos pertencentes as Enterobacte-
riaceae sdo as bactérias isoladas com mais freqiiéncia
em amostras biolégicas. Distribuidos amplamente na natu-
reza, esses microrganismos sao encontrados no solo, a&gua,
plantas e, como indica o nome da familia, no trato intesti-
nal de seres humanos e animais1.

Devido a viruléncia potencial de espécies de Serratia, € im-
portante que este microrganismo seja separado do grupo
Enterobacter. A producgao de Dnase extracelular detectavel
por espécies de Serratia é uma caracteristica confidvel,
através da qual essa separacdo pode ser feita. As dife-
rencas na utilizacdo de carboidratos, tais como: Ducitol,
Adonitol, Inositol, Sorbitol, Arabinose e Rafinose, também
ajudam na identificacdo de espécies de Serratia***.

Destas espécies de Serratia identificadas, a Serratia mer-
cescens é a que causa a maioria absoluta das doencas hu-

manas. Nesta espécie, os organismos sao fermentadores
lentos de lactose, sdo moveis e positivos para as atividades
da lipase, da gelatinase, da ornitina descarboxilase e da
DNAase'.

S. marcescens é o membro mais importante desse género e
é geralmente associado a uma variedade de infeccao hu-
mana, em particular, pneumonia e septicemia, em pacien-
tes com cancer reticuloendotelial que recebem quimiotera-
pia. As vezes, esse microrganismo também provoca in-
fecgoes do trato urinario e infecgoes em ferimentos'.

Em determinada ocasiao, esse microrganismo foi utilizado
como comensal inécuo para detectar contaminacao ambi-
ental, a principio devido a caracteristica pigmentacao ver-
melha de algumas cepas, de facil deteccdo em meios de
cultura. Entretanto, é reconhecida como um patégeno im-
portante, com propriedades invasoras e tendéncia a resistir
a muitos dos antibiéticos utilizados na atualidade'.

S. marcescens pode ser um importante oportunista nosoco-

Recebido em 08/12/2004
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mial, como evidenciado em um caso recente de meningite
infantil, ap6s utilizacdo de solucao desinfetante de cloreto
de benzalconio contaminada®®.

O género Serratia é considerado atualmente uma bactéria
emergente, causando infec¢ao em todo o mundo, pricipal-
mente infeccdes hospitalares. Esta bactéria, segundo a lite-
ratura internacional, estd sendo isolada com freqiiéncia em
espécimes clinicos'’.

Diante do que foi exposto acima e devido a alta resisténcia
de Serratia marcescens, bem como, o aumento da preva-
léncia desta bacteriose em nosso meio e devido ao apare-
cimento de resisténcia destas cepas aos antimicrobianos,
surgiu o interesse em estudar este patégeno no Hospital
Geral de Fortaleza.

MATERIAL E METODOS

Foram pesquisados todos os casos de infeccao hospitalar
na UTI e Bergério, no periodo de 1° de janeiro a 30 de de-
zembro de 2002 no Hospital Geral de Fortaleza. As Bacté-
rias isoladas foram identificados com base nas provas bio-
quimicas realizadas pelo aparelho de automacao MicroS-
can®!, foram utilizados Painéis Convencionais BreakPoint
Combo e ID tipo 2, e painéis Convencionais Liofilizados
MicroScan® Liofilizados MIC/Combo 14, destinados a de-
terminacao da susceptibilidade a agentes antimicrobianos.
O procedimento de microdiluicao para a determinacao da
sensibilidade de antimicrobianos fornece ao microbiologis-
ta um método seguro para a obtencao de resultados quan-
titativos para os testes de sensibilidade. Este procedimento
é usado para determinacao da concentracao inibitéria mi-
nima (MIC) dos antimicrobianos.

Os antibidticos utilizados no Painel MicroScan® foram:
Ampicilina, Ciprofloxacina, Levofloxacina, Nitrofurantoi-
na, Penicilina, Rifampicina, Tetraciclina, e Vancomicina.

RESULTADOS

Durante o periodo de estudo foram observados Serratia da
espécie Serratia marcescens nos setores pesquisados (UTI
e Bercario) em infecgoes hospitalares. A freqiiéncia da bac-
téria Serratia marcescens em infecgdes hospitalares nos se-
tores de UTI e Bercario do Hospital Geral de Fortaleza, no
ano 2002 foi de 3,44% (11 casos). 96,66% foram de in-
feccdes por outras bactérias de acordo com a figura 1.

A freqiiéncia da bactéria Serratia marcescens em infeccoes
hospitalares no bercdrio do Hospital Geral de Fortaleza no
ano de 2002 foi de 7%, de acordo com a figura 2.

93% 7% 7%

Il Outras Bactérias
O Serratia marcescens

Figura 2 - Freqiiéncia da bactéria Serratia marcescens em infeccoes
hospitalares no bercario do Hospital Geral de Fortaleza, no ano de 2002.

A frequéncia de Serratia marcescens em infec¢oes hospita-
lares na UTI do Hospital Geral de Fortaleza no ano 2002 foi
de 4%, de acordo com a figura 3.

4%

96%

[JOutras Bactérias
Serratia

Figura 3. Freqiiéncia de Serratia marcescens em infec¢coes hos-
pitalares na UTI do Hospital Geral de Fortaleza no ano de 2002.

Tabela |
Perfil de ® Resisténcia e (S) Sensibilidade aos antibiéticos
que foram utilizados no Hospital Geral de Fortaleza, no perio-
do 01 de janeiro a 30 de dezembro de 2002, no tratamento de
pacientes com infeccao hospitalar por Serratia marcescens.

ANTIBIOTICOS Bergario UTI

3,44%

96,66%

[ Serratia marcescens
B Outras bacterias

FIGURA 1 - A freqliéncia da bactéria Serratia marcescens em in-
feccoes hospitalares no HGF nos setores de UTI e Bercario em 2002.
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A tabela 1 mostra o perfil de sensibilidade da bactéria Ser-
ratia marcescens, em infeccoes hospitalares no bercério e
UTTI do Hospital Geral de Fortaleza no ano 2002.

O setor em que ocorreu maior resisténcia as antibiéticos foi
o bercario, com onze (11) casos de resisténcia aos antimi-
crobianos testados e cinco (05) sensiveis. Na UTI, os resul-
tados mostraram uma maior sensibilidade, com nove (09)
casos de resisténcia a antimicrobianos e oito (08) sensiveis.

DISCUSSAO

Os problemas associados as infec¢oes hospitalares por Ser-
ratia marcescens vém se tornando cada vez mais eviden-
tes. Diversos autores tém descrito casos de infec¢oes noso-
comiais por Serratia, e o espectro das infec¢oes inclui me-
ningites, infeccoes pulmonares, septicemias, endocardites
e uma grande variedade de infecg¢oes localizadas'.

As infeccoes causadas por Serratia estdao claramente asso-
ciadas com hospitalizacao, especialmente, com problemas
invasivos como cateterizacao intravenosa, intubacao respi-
ratéria e manipulacoes no trato urindrio. Além disso, epi-
demias de pneumonia causada por Serratia tém sido asso-
ciadas com contaminacao da agua em aparelhos utilizados
para terapia respiratéria. Antes do uso extensivo destes
procedimentos, a Serratia marcescens era uma bactéria
inofensiva, isolada mais freqiientemente de fontes ambien-
tais como a dgua®.

Neste trabalho verificou-se que houve uma freqiiéncia de
3,44% (11 casos) da bactéria Serratia em infecgdes hospita-
lares nos setores da UTI, e Bercario do Hospital Geral de
Fortaleza no ano de 2002 (Figural). Também, pode-se ob-
servar que a Serratia marcescens foi a inica encontrada
nestes 11 casos, o que vem confirmar o trabalho de Bermu-
dez e Vidal® que relataram a freqiiéncia da bactéria Serra-
tia marcescens associadas as infeccoes hospitalares e, as-
sim como neste trabalho, tiveram uma freqiiéncia de 3,5%.
Concluiram, assim, que esta bactéria vem se tornando ca-
da vez mais evidente, bem como, o aumento da sua fre-
qliéncia, o que também foi observado este trabalho.

Nas figura 2 e 3 observou-se os principais locais onde fo-
ram isoladas as Serratia marcescens, de infec¢oes hospita-
lares no hospital Geral de Fortaleza: No bercario (figura 2)
ocorreu uma freqiiéncia de 7% e na UTI (figura 3) ocorreu
uma freqiiéncia de 4% de cepas de Serratia marcescens.
Bermudez e Vidal® encontraram uma freqiiéncia muito bai-
xa na UTI do Hospital do Cancer, apenas dois isolados, es-
te trabalho observou-se 4% de cepas de Serratia marces-
cens na UTI (figura 3).

Em relacao aos testes de susceptibilidade, observou-se que
no setor de neonatologia houve maior resisténcia da bacté-
ria Serratia marcescens aos antibidticos, em relacdo a UTI
onde observou-se um pouco menos de resisténcia (Tabela
2). No estudo de Bermudez e Vidal?, também observaram a
quase total ineficdcia das cefalosporinas de primeira ge-
racao contra Serratia marcescens, assim como, aumento na
freqiiéncia de resisténcia a alguns aminoglicosideos e total
resisténcia a ampicilina. Houve uma sensibilidade da bac-
téria Serratia a sulfa+trimetoprim, gentamicina e ciproflo-
xacina assim como imipenem.

Assim, como Medeiros e O Brian’, achou-se que esta alta
incidéncia de resisténcia pode estar relacionada a pressao
seletiva exercida pelos antibiéticos, devido os longos peri-
odos de terapia antimicrobiana necessaria em muitos des-
tes pacientes.

Esta bactéria possui consideravel resisténcia a maioria dos
antibidticos, seja por impermeabilidade da parede celular
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ou producao de betalactamases, fazendo das infec¢oes por
Serratia uma das mais dificeis de serem tratadas. Esta con-
siderdvel resisténcia a antibiéticos também foi observada
no trabalho realizado por Kriger et al.™.

Na atualidade, a resisténcia bacteriana adquirida € descri-
ta em praticamente todas as espécies de bactérias, conhe-
cendo-se detalhes dos mecanismos de aquisicao de resis-
téncia e os mecanismos moleculares da manifestacao da
resisténcia' ™.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, conclu-
iu-se que estudos freqlientes devem ser realizados a fim de
avaliar alteragdes na prevaléncia e, principalmente na, re-
sisténcia aos antimicrobianos usados na terapéutica de in-
feccoes por Serratia marcescens.

CONCLUSAO

e A UTI e Bergério sao dois locais onde apareceram as bac-
téria Serratia marcescens (3,44%);

e As bactérias isoladas do berc¢édrio apresentaram maior re-
sisténcia a antibiéticos, sendo resistente a varios antibioti-
cos de ultima geracao;

e A cefepime, uma cefalosporina de 4° geracao inibiu a
Serratia marcescens, isto € muito bom, porque assim temos
antibiético de escolha para o tratamento desta infeccao
hospitalar;

e As bactérias isoladas na UTI apresentaram maior suscep-
tibilidade, incluindo os antibi6ticos de ultima geracao, de-
monstrando a eficiéncia da Comissao de Controle de In-
feccao Hospitalar;
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Brasileiro de Analises Clinicas;
2) Para concorrer ao Prémio, os autores deverdo remeter a Secretaria da SBAC, até 30 dias
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e métodos, resultados, discussao, conclusao, bibliografia, resumo em portugués, summary em
inglés, palavras chaves (unitermos) e key words (uniterms).
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IV - DA COMISSAO JULGADORA
1) A Comissao Julgadora sera composta de pelo menos 05 (cinco) membros nomeados pela
Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas, sendo um o Presidente;
2) A composicdo da Comissao Julgadora sera divulgada pela SBAC nos Programas oficiais dos
CBAC;
3) A Comisséao Julgadora selecionara os 03 (trés) melhores trabalhos apresentados, outorgando a
um deles o Prémio NEWPROV, e aos outros 02 (dois), sera outorgado um diploma de Mencgao
Honrosa;
4) A decisédo da Comissao Julgadora é soberana e irrecorrivel.

V - DISPOSICOES GERAIS
1) O Prémio NEWPROV ¢ indivisivel e sera conferido a apenas um trabalho, ficando a inteiro critério
dos autores seu eventual rateio;
2) O Trabalho concorrente ao Prémio NEWPROV obrigatoriamente, deve ser apresentado na
sessao de Temas livres por um dos autores regularmente inscrito no Congresso;
3) Caso a Comissao Julgadora dos Prémios decidir ndo premiar nenhum dos trabalhos apresenta-
dos para concorrer ao prémio em virtude de néo atingir os objetivos de prémios, o valor deste sera
revertido para pagamento dos anuncios da empresa promotora publicados na RBAC, no SBAC
Jornal e divulgados no site da SBAC.
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Levantamento de Protozoonoses e Verminoses nas
sete creches municipais de Uruguaiana, Rio Grande

do Sul -

Brasil.*

Setting up of protozoonoses and verminosis in the seven municipal day care centers of
Uruguaiana, Rio Grande do Sul - Brazil.*

Eder Mauro Silveira Chaves'; Leticia Vazquez’; Kellen Lopes®; Juliana Flores?; Liliane de Oliveira®;
Lisiane Rizzi®: Emil Youssef Fares® & Marcus Querol*

/RESUMO - O presente trabalho objetivou verificar a incidéncia de parasitoses intestinais em criancas, nas sete creches municipais
de Uruguaiana, RS, Brasil. A pesquisa foi realizada em dois ciclos, o primeiro de maio a setembro de 2002 e o segundo, de maio a no-
vembro de 2003. Em ambos os periodos foram coletados uma amostra de cada crianga. O material foi colocado em frascos plasticos e
os exames foram processados conforme o método de Lutz, Hoffmann, Pons e Janer (1919) ou Técnica de Sedimentacao Espontanea,
que é utilizada para diagnosticar ovos e larvas de helmintos e cistos de protozoarios (VALLADA, 1993). Foram constatadas as seguin-
tes verminoses: Ascaris lumbricoides, Hymenolepis nana, Trichuris trichiura, Strongyloides stercoralis, Enterobius vermicularis e das
protozoonoses verificou-se Giardia lamblia, Entamoeba coli e Entamoeba hystolitica
PALAVRAS-CHAVE - parasitoses intestinais; criancas; Uruguaiana.

/

KEYWORDS - intestinal parasitoses; children; Uruguaiana.

SUMMARY - The aim of this paper was to verify the incidence of intestinal parasitosis in children, in the seven municipal day care
centers of Uruguaiana, RS, Brazil. The research was made in two periods, the first, from May to September of 2002 and the second,
from May to November of 2003. In both periods it has been collected a sample of each child. The collected material was disposed in
plastic flasks and the tests were processed according to the method of Lutz, Hoffmann, Pons and Janer (1919) or the Technic of Spon-
taneous Sedimentation, which is used to diagnosticate eggs and worms of helminths and protozoars (VALLADA, 1993). The followed
verminosis were found: Ascaris lumbricoides, Hymenolepis nana, Trichuris trichiura, Strongyloides stercoralis, Enterobius vermicula-
ris and among the protozoonoses was verified Giardia lamblia, Entamoeba coli and Entamoeba hystolitica.

~

/

INTRODUCAO

Oestudo da parasitologia é fundamental, pois, as do-
encas parasitdrias sao freqiientes na populacao mun-
dial. Alguns parasitos representam um grave problema de
saude publica, sendo, na maioria das vezes, ao lado da ma
nutricdo, os responsaveis por deficiéncia no aprendizado
das criancas e no desenvolvimento fisico, podendo ocasio-
nar incapacidade funcional (CIMERMAN,1999).

Partindo do exposto, vé-se que, indubitavelmente, as para-
sitoses intestinais constituem um grave problema de satude
publica, tornam-se uns dos principais fatores debilitantes
da populacao e, como conseqiiéncia, temos o comprometi-
mento do desenvolvimento fisico e intelectual das criancas,
principalmente na menor faixa etdria, e isso ocorre nao
apenas no estado do Rio Grande do Sul, mas em todo Bra-
sil. Uruguaiana, cidade localizada no extremo oeste do RS,
ndo foge a essa realidade. A deficitaria rede de esgoto, co-
mo também as precéarias condi¢des de higiene onde vivem,
aliadas a falta de limpeza dos reservatoérios de dgua e a nao
utilizacdo de agua filtrada ou fervida, certamente sao os
principais responsdveis pela incidéncia de parasitoses ora
verificada.

Com o intuito de contribuir para a conscientizacao da po-
pulacdo dos problemas de satude publica decorridos de
contaminacdo por protozodrios e vermes tipicos de areas
carentes de saneamento bésico e de divulgar os resultados

dos exames das criancas das creches, realizou-se este tra-
balho.

MATERIAIS E METODOS

Nos periodos de maio a setembro de 2002 e maio a novem-
bro de 2003 foram analisados 1288 exames parasitolégicos
de fezes em criancas de 5 meses a 6 anos e 11 meses de
idade, nas sete creches municipais de Uruguaiana — RS. As
creches estudadas foram: Tia Mercedes, Tia Nina, Cinde-
rela, CAIC, Sitio do Saci Pereré, Vové Chica e Casinha da
Emilia. Seis dessas sdo localizadas em 4reas periféricas,
sendo que, em todas elas existem crianc¢as carentes que re-
sidem em locais com falta de saneamento bésico e precari-
as condicoes de moradia.

As amostras foram processadas conforme o método de
Lutz, Hoffmann, Pons e Janer (1919) ou Técnica de Sedi-
mentacdo Espontanea, que é utilizada para diagnosticar
ovos e larvas de helmintos e cistos de protozodrios. Foi exa-
minada uma lamina de cada amostra, por individuos.
Previamente, foram feitas palestras educativas sobre pre-
vencao e conscientizacdao, com distribuicao de folhetos ex-
plicativos para os pais, assim como, instru¢des quanto a co-
leta do material. Ao final da palestra, foram entregues os
frascos previamente identificados com o nome de cada cri-
anca. A direcao das creches encaminhava diariamente ao
Laboratério Vitalab os frascos com o material coletado.
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*Pesquisa realizada no Laboratério Vitalab

'Farmacéutico e Bioguimico Coordenador e Executor do Projeto - vitalab@bnet.com.br
2Académicas do Curso de Ciéncias Biolégicas PUCRS — Campus Uruguaiana —leticia_guima@yahoo.com.br; joannhaju@yahoo.com.br; jf091@bol.com.br; ken-
dra_li@hotmail.com
*Farmacéuticos e Bioguimicos Colaboradores nas Andlises - vitalab@bnet.com.br
“Orientador do Curso de Ciéncias Biolégicas — NUPILABRU (Nucleo de Pesquisas Ictiologicas, Limnolégicas e Aquicultura da Bacia do Rio Uruguai) — Campus Uru-
guaiana — mquerol@pucrs.campus2.br

RBAGC, vol. 38(1): 39-41, 2006

39



RESULTADOS

Na figura 1, observa-se o numero total 1288 (100%) cri-
ancas analisadas em ambos os ciclos, sendo 793 (61,6 %) cri-
ancas nao parasitadas e 495 (38,4 %) criancas parasitadas.

Tabela | - Figura 1
Total de Positividade em Ambos os Ciclos

150

1007

501

Resultados Freqﬁéncia Numero de ] Monoparasitados |  Biparasitados Triparasitados
individuos B Niumero de individuos 241 32 5
B [requencia 35,9% 4.8% 0,7%
1 o,
Parasitados 38,4% 495 igura 2a - Total De Parasitas Encontrados Por Individuo
Nio parasitados 61.6% 793 A tabela 2, figura II e figura IIA mostram o resultado obti-
P ’ do no primeiro ciclo, contou do exame de 672 criancgas, ob-
5 tendo-se os seguintes resultados: 278 positivos (41,4%) e
Total 100,0% 1288 394 negativos (58,6 %), onde se encontrou: 35,9% (241) mo-
noparasitados, 4,8% (32) biparasitados e 0,7% (5) triparasi-
tados; entre os helmintos destacaram-se 18% (50) de Asca-
120,0% 1400 ris lumbricoides; 4,7% (13) de Hymenolepis nana; 2,2% (6)
100,0% - r 1200 de Trichuris trichiura; 1,4% (4) de Strongyloides stercoralis;
. L 1000 1,1% (3) de Enterobius vermicularis; entre os protozoarios
80.0% 1 0o — destacaram-se 74,1% (206) de Giardia lamblia; 14% (39)
60.0% FE Frequéneia de Entamoeba coli; 0,7% (2) de Entamoeba histolytica.
L 600 —e&— Numero de individuos )
40,0% | Tabela lll - Figura 3
400 Total de Parasitas Encontrados no Segundo Ciclo
20,0% A F 200
0,0% Lo Parasitos Freqiiéncia Individuos
Parasitados Nao Total parasitados
parasitados
Giardia lamblia 74,6% 162
Tabela Il - Figura 1 : — ~
Total de Parasitas Encontrados no Primeiro Ciclo Ascaris lumbricoides 22,6% 49
nli 0,
Parasitos Freqiiéncia Individuos Entamoeba coli 9,2% 20
IS (0Ll Enterobius vermicularis 3,2% 7
Giardia lamblia 74,1% 206 7 o 8% 7
[ymenolepis nana ,8%
Ascaris lumbricoides 18,0% 50 ; ; 5% )
Trichuris trichiura ,8%
Entamoeba coli 14,0% 39
Strongyloides stercoralis 1,4% 3
Hymenolepis nana 4,7% 13
Trichuris trichiura 2,2% 6
Strongyloides stercoralis 1,4% 4 R Frequéncia
u
Enterobius vermicularis 1,1% 3 Individuos parasitados
Entamoeba histolytica 0,7% 2
80% 250
70%
60‘%2 T 200 (=0 Frequéncia
50% + 150
40% o
30% =+ 100 |—e—Individuos
%8:? 4 50 parasitados
(]
0% 0 A tabela 3 figura III e figura IIIA mostra o resultado obtido
& no segundo ciclo, contou do exame de 616 criancgas, obten-
&0\"‘ o do-se os seguintes resultados: 217 positivos (35,2%) e 399
6\"" & & negativos (64,8%), onde se encontrou 31,0% (191) mono-
2 N <8 parasitados, 3,9% (24) biparasitados, 0,3% (2) triparasita-
dos; entre os helmintos destacaram-se: 22,6% (49) de Asca-
ris lumbricoides; 3,2% (7) de Enterobius vermicularis; 1,8%
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(4) de Hymenolepis nana; 1,8% (4) de Trichuris trichiura;
1,4% (3) de Strongyloides stercoralis; entre os protozodrios
destacaram-se 74,6% (162) de Giardia lamblia; 9,2% (20)
Entamoeba coli.

200
150
1001
501
Monoparasitados | Biparasitados Triparasitados
B Numero de Individuos 191 24 2
B Freqiiéncia 31,0% 3,9% 0.3%

Figura 3a - Total de Parasitos Encontrados por Individuo
DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdao de acordo com CIMERMAN
(1999), confirmando que o elevado indice de parasitismo
de protozoonoses e verminoses estao ligadas a grande fal-
ta de saneamento e baixas condi¢oes de vida, o que contri-
bui para a disseminacao, que também estd associada a va-
rios fatores, como dgua, alimentos manipulados por pesso-
as contaminadas, contato direto (pessoa a pessoa), princi-
palmente em creches, asilos, orfanatos, clinicas, riachos e
reservatoérios contaminados.

Ainda, NEVES (1991) salienta que a deficiéncia de princi-
pios higiénicos, precdrias condi¢coes de moradia, favore-
cem a disseminacao e podem levar a incidéncia de parasi-
toses em determinadas regioes.

Nao é dificil visualizar um ciclo vital de parasitas em ter-
mos de processos populacionais primdérios. Protozodrios e
helmintos continuam a produzir impacto bem real na vida
do homem e de seus animais domésticos (WILSON, 1980).

Este estudo demonstra a necessidade emergencial de mei-
os de controle sobre o contato das criancas com o meio con-
taminado, e de necessidade do conhecimento da popu-
lacao sobre a aquisicao destas doencas e suas consequién-
cias sociais.
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KTitqu de Especialista em Analises Clinicas

0 TEAC - Titulo de Especialista em Andlises Clinicas, € um documen-
to outorgado pela SBAC — Sociedade Brasileira de Anlises Clinicas, no
qual somente os profissionais que exercem as Andlises Clinicas, e que
sejam legalmente habilitados para assumirem a responsabilidade técni-
ca por Laboratdrios Clinicos, de acordo com a legislaco federal vigente
no pais, & que podem prestar o Concurso para obter o Certificado do
Titulo de Especialista em Analises Clinicas.

0Os candidatos para se inscreverem no Concurso do TEAC, deverdo
solicitar regulamento e ficha de inscrigdo na SBAC-Nacional ou
Regionais/Delegacias, por fax, telefone, e-mail, carta ou pessoalmente.

Condicdes para inscricao no Concurso do TEAC:

1. 0s candidatos habilitados a prestarem o Concurso sao:
Farmacéutico-bioquimico, Médico e Biomédico.

2. Ser socio da SBAC efetivo e estar em dia com os seus deveres
estatudrios.

3. Preencher ficha de inscrig&o, colocando quais as matérias de peso
03e 02

3.1 0 candidato obrigatoriamente tera que escolher as matérias de
peso 03 e 02, a peso 03 devera ser a matéria de maior conhecimento
do candidato, e peso 02 a Segunda matéria de maior conhecimento do
candidato, as outras matérias contardo como peso 01.

4. Pagar taxa de inscrig&o do concurso.

5. Para os inscritos no Congresso Brasileiro de Andlises Clinicas,
havera desconto de 50% na taxa de inscrigdo do Concurso do TEAC.

6. Apds estes procedimentos, o candidato tem direito de receber o
Programa do Concurso (impresso ou em disquete).

As Disciplinas:

1 - De acordo com o Programa o Candidato é avaliado pela Banca
Examinadora do Concurso, no qual tera que ser aprovado nas seguintes
Especialidades das Analises Clinicas:

- Bioquimica Clinica;

- Hematologia Clinica;

- Imunologia Clinica;

- Microbiologia Clinica;

- Parasitologia Clinica.

2 - 0 contetido programatico do Controle da Qualidade e da
Seguranca, € aplicado a essas disciplinas.

3 - Excepcionalmente o candidato também podera ter o apostilamen-
to de Citologia Esfoliativa no Certificado do TEAC. Neste caso, o can-
didato também tera que se inscrever no Concurso para obtengdo do
TECC - Titulo de Especialista em Citologia Clinica, pela SBCC —
Sociedade Brasileira de Citologia Clinica, sendo aprovado recebera o
certificado pela SBCC.

4 - Tendo sido aprovado no Concurso para obtengéo do TECC, e no
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verso do Certificado.
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sendo aprovado no Concurso do TEAC, o candidato tera o Certificado do
Titulo de Especialista em Andlises Clinicas, sem 0 apostilamento em

\\\Citologia Esfoliativa.

6 — Os portadores do Titulo de Especialista em Analises Clinicas, que
se submeterem a prova para obtencdo do TECC, pela SBCC e forem
aprovados, terdo seus Titulos apostilados no verso a especialidade de
Citologia Esfoliativa.

As Provas:

0 Concurso do TEAC é composto das Provas Escritas, Praticas de
Conhecimento (dissertativa, Oral e Slide) e de Titulos (exercicio profis-
sional e atualizagéo de conhecimentos).

Obs: a avaliacdo em Citologia pela SBCC, serd Prova Escrita, Pratica e
Avaliagdo curricular.

Avaliacdo da Prova de Titulos a Outorga do TEAC.:

0s Candidatos aprovados terdo que enviar no prazo maximo de 2 anos
(de acordo com o Regulamento do TEAC), Curriculum Vitae e cdpia de
documentacao comprobatdria de exercicio profissional e atualizagéo de
conhecimentos.

Validade do TEAC:

0 TEAC é um documento que tem validade de 05 (cinco) anos, de
acordo com o seu Regulamento. Sendo assim, apds 5 (cinco) anos da
data de outorga ou da data da Gltima renovacao do Titulo de Especialista
o profissional tera que comprovar que continua exercendo a profissdo e
que se atualizou nos (ltimos cinco anos, enviando os documentos que
somem 2.000 pontos de acordo com o Capitulo lll - Da Avaliago, Artigo
8°, do Regulamento do TEAC.

0 Portador do TEAC que, na renovagéo néo atingir o valor de pontos
determinado no Regulamento, poderd submeter-se as Provas de
Conhecimentos, que serdo avaliadas, de acordo com o item 1 do Artigo 8°.

Proximo Concurso do TEAC:

Informamos, que 0 66° Concurso para Outorga do TEAC — Titulo de
Especialista em Andlises Clinicas, seré realizado em 03/06/2006 de 08
as 12h (Prova Escrita/Slide) e 13:30 as 18h (Prova Oral), durante o 33°
Congresso Brasileiro de Andlises Clinicas e 6° Congresso Brasileiro de
Citologia Clinica, em CURITIBA - PR.

A taxa de inscrigéo para o Concurso do TEAC e TECC é no valor R$
198,00 (cada). Para os inscritos no 33° CBAC e 6° CBCC, havera descon-
to de 50% nas inscricdes.

0 prazo de recebimento das fichas de inscrigdo para o Concurso do
TEAC sera até o dia 15/05/2006, (data de postagem).

Lembramos que a ficha de inscrigdo e 0 pagamento da taxa para 0
Concurso do TEAC, deverdo ser enviados para a SBAC-Nacional, Rua
Vicente Licinio, 99 — Tijuca — 20270.902 — RIO DE JANEIRO - RJ.

No caso de duvida e esclarecimentos,
entre em contato conosco:
SBAC, através dos tel./fax (21) 2187-0800 e 2187-0805 ou
através do e-mail: teac@sbac.org.br
SBCC, através dos tel./fax (62) 3229-0468 e 3223-5661 ou
através do e-mail: shacgo@terra.com.br /
J
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Presenca de hiper-homocisteinemia em pacientes por-
tadores de trés fatores de risco para doenca cardio-
vascular: hipertensao, tabagismo e histérico familiar.

The presence of homocysteinemia in patients carrying three risk factors for cardiovascular dis-
eases: hypertension, smoking habit and family history.

23,4,
H

Nilton Rosini"?; Andreza Diegoli Rosini’; Donaida Maria Mousse®**; Maria de Lourdes Rovaris® &

Marcos José Machado®

/RESUMO - A hiper-homocisteinemia é um fator de risco independente para desenvolvimento de doenca cardiovascular e na pre-
senca de outros fatores de risco (FR) podera acarretar em risco adicional para o surgimento do evento. Foram realizadas dosagens sé-
ricas de homocisteina e creatinina em 146 pacientes (51 homens e 95 mulheres) cadastrados no programa HIPERDIA/MS sendo todos
portadores de trés FR associados: hipertensao, tabagismo e histérico familiar para doenca cardiovascular. A média geral foi de 14,48
pmol/L + 5,98 (15,38 pmol/L + 6,77 e 13,99 pmol/L + 5,48, homens e mulheres respectivamente). A hiper-homocisteinemia esteve
presente em 34,90% (39,20% e 32,60%, homens e mulheres respectivamente), de acordo com o intervalo de referéncia entre 5 — 15
pmol/L . Entretanto, segundo recomendac¢oes da DACH-LIGA Homocysteine, valores entre 12 — 30 pmol/L sao considerados como mo-
derada hiper-homocisteinemia. O estudo revelou que 60,30% (70,60% e 54,70%, homens e mulheres respectivamente) estavam aci-
ma de 12 pmol/L. Na avaliacao do estudo, a dosagem de homocisteina sérica deve ser realizada em pacientes cadastrados no progra-
ma HIPERDIA/MS, pois além de hipertensos e/ou diabéticos, a presenca de hiper-homocisteinemia pode ser um risco adicional para
o desenvolvimento de doenca cardiovascular.

\PALAVRAS-CHAVE - Homocisteina, hipertensao, tabagismo, histérico familiar para doenca cardiovascular, cardiovascular. Y,

~

/SUMMARY - Hiper-homocysteinemia is an independent risk factor in the development of cardiovascular diseases and in the presen-
ce of other risk factors (RF) may bring about an additional risk for the occurrence of the event. Serum dosages of homocysteine and
creatinine in 146 patients (51 men and 95 women), registered at the HIPERDIA/MS Program, all presenting three associated RF’s;
hypertension, smoking habit and family history for cardiovascular diseases. The general average has been 14.48 umol/L + 5,98 (15,38
umol/L +6,77 and 13,99 umol/L + 5,48, for men and women respectively). Hiper-homocysteinemia had been present in 34.90%
(39.20% and 32.60%, men and women, respectively), according to the reference interval between 5— 15 umol/L. Although, according
to Homocysteine DACH-LIGA recommendations, values between 12 — 30 umol/L are considered being a moderate hiper-homocys-
teinemia. The study has revealed that 60.30% (70.60% and 54.70%, men and women, respectively) had been above 12 umol/L. In the
evaluation of the study, the serum dosage of homocysteine has to be performed in patients registered at the HIPERDIA/MS Program
for, besides being hypertense and/or diabetic, the presence of hiper-homocisteinemia may be an additional risk for the development
of cardiovascular disease.

KEYWORDS - Homocysteine, hypertension, smoking habit, family history for cardiovascular disease, cardiovascular. Y,
INTRODUGCAO mocao da aterogénese®.

A maioria dos eventos cardiovasculares tem como causa FR

homocisteina (4cido 2-amino-4 mercaptobutanéico) é tradicionais, como a hipertensdo, aumento de lipoproteina

um aminodcido sulfurado, produto da demetilacao in- | de baixa densidade (LDL), triglicérides, diminuicao de li-

tracelular da metionina e sua elevacdo nos niveis sangiii- | Poproteina de alta densidade (HDL), tabagismo, no entan-

neos é considerado fator de risco (FR) independente para o to um percentual significativo tem origem em outros FR en-
desenvolvimento de doenca cardiovascular (DCV).%7, tre eles a HCY, sendo merecedores de estudos®.

Estudos sugerem que a hiper-homocisteinemia (HHCY) O tabagismo esta associado ao aumento de HCY sérica’’,

promove a disfuncdo endotelial, sendo este o mecanismo | @pesar do mecanismo continuar indefinido. A fumaca do

de maior importancia para o aumento da aterosclerose, aci- cigarro induz efeito localizado em células, influenciando

dente vascular cerebral (AVC), infarto agudo do miocéardio na concentragao de HCY pela mudanga no estado oxiredu-

(IAM) e, possivelmente, doenca de Alzheimer®. A dimi- tivo do thiol'?, além de inibir a metionina sintase - uma das

nuicao na producéo de 6xido nitrico (fator de relaxamento | enzimas responsaveis pela remetilacao da HCY? _
endotelial), pela producdo de assimétrica dimetilarginina A HHCY também esta associada a hipertensao, especial-

(ADMA) que diminui a atividade da 6xido nitrico sintetase mente a pressdo sistélica, e o tratamento com acido félico
(eNOS)*** e 0 aumento do stress oxidativo com a inibicao tem contribuido para a diminuigao da pressao arterial. A re-
da producdo ou funcdo de enzimas anti-oxidantes como a lacao entre o aumento de HCY sérica e a hipertensao tem
superoxido desmutase, sdo conseqiiéncias de HHCY®%, O sido explicada pelo enrijecimento arterial, disfuncao arteri-
aumento na expressao e secrecao de proteina quimiotdatica al em conseqtiéncia da diminuicdao da bioviabilidade do
de monécitos-1 (MCP-1) e interleucina-8 (IL-8) pela HHCY NO, diminuicao sérica de folato e resisténcia a insulina®.

altera a funcao das células endoteliais contribuindo na pro- Entre as causas de HHCY existem as de origem genética,
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por deficiéncias nutricionais e situagoes fisiopatoldégicas
como enfermidade renal, hipotireoidismo, anemia pernici-
osa, neoplasias".

No presente estudo, foi verificado o nivel sérico de HCY
em pacientes cadastrados no programa HIPERDIA/MS e
que apresentavam trés FR associados: hipertensao (previa-
mente diagnosticada e em tratamento medicamentoso), ta-
bagismo e histérico familiar para DCV.

MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Conselho Municipal
de Satide - Brusque/SC, pelo Comité de Etica do Hospital
Arquidiocesano Consul Carlos Renaux, (local em que estd
instalado o Laboratério de Andlises Clinicas Verner Will-
rich e realizadas as dosagens séricas) e pelo Comité de Eti-
ca em Pesquisas com Seres Humanos da Universidade Fe-
deral de Santa Catarina. Todos os participantes assinaram
termo de consentimento livre e esclarecido para participa-
rem do estudo.

Foram coletadas e analisadas amostras sangiiineas de 146
pacientes (51 homens e 95 mulheres) com idade entre 30 —
92 anos, cuja média foi de 57,3 anos (58,8 e 56,6 anos, ho-
mens e mulheres, respectivamente). Todos cadastrados no
Plano de Reorganizacao da Atencao a Hipertensao Arteri-
al e ao Diabetes Mellitus — HIPERDIA/MS na Secretaria
Municipal de Satde — Brusque/SC e apresentavam trés FR
associados para DCV: hipertensao, tabagismo e histérico
familiar.

A dosagem de HCY sérica foi realizada em equipamento
IMX - ABBOTT, utilizando conjunto de reativo diagnoéstico
especifico e a creatinina sérica em equipamento CCX — AB-
BOTT com conjunto reativo Creatinine FS (DiaSys).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para verificar a funcao renal dos participantes, foi realiza-
da a dosagem de creatinina sérica, e a média geral foi de
1,10 mg/dl = 0,70 (1,28 mg/dl + 1,15 e 0,99 mg/dl + 0,18,
homens e mulheres respectivamente). As médias permane-
ceram no intervalo de referéncia para a metodologia utili-
zada. O desvio padrdao da média geral e entre os homens
(0,70 e 1,15) foi elevado, pois um dos pacientes encontra-
va-se com insuficiéncia renal severa (creatinina = 9,21
mg/dl) e ndo estava ciente da patologia. A HCY sérica des-
te paciente foi de 18,65 pmol/L.

A média da dosagem sérica de HCY para o grupo foi de
14,48 pmol/L + 5,98 (15,38 pmol/L + 6,77 para os homens
e 13,99 nymol/L + 5,48 para as mulheres). No intervalo de re-
feréncia de 5 — 15 pmol/L" a média geral e a média para os
participantes do sexo feminino permaneceu de acordo com
o referendado, enquanto nos homens foi superior. No en-
tanto, consideradas elevadas quando comparadas ao estu-
do realizado por Riddel et al (1999), na Nova Zelandia, em
populacéo clinicamente higida, cujos valores foram de 9,0
pmol/L + 3,4 pmol/L e 7,8 + 3,5, homens e mulheres, respec-
tivamente®. O mesmo foi verificado em estudo realizado
por Rosini e Machado (2001), na Cidade de Brusque/SC,
em pacientes normo e hipertensos. Os valores médios en-
contrados foram de 10,87 pmol/L e 13,61 pmol/L (homens)
e 8,53 pymol/L e 10,74 pmol/L (mulheres), respectivamente’.
Dos pacientes analisados 34,9% (n = 51) apresentaram
concentracdo sérica de HCY acima de 15 Imol/L, sendo
39,2% (n = 20) nos homens e 32,6% (n=31) nas mulheres.
Valores entre 12 e 30 pmol/L, segundo a DACH-LIGA Ho-

a4

mocystein (German, Austrian and Swiss Homocysteine So-
ciety), devem ser observados como moderada HHCY, con-
siderados citotéxicos e com prevaléncia de 5 - 10% na po-
pulacao geral e 40% em populacao com doenca vascular”.
Refsun et al (2004) salientam que em adultos com bom es-
tilo de vida e ingestao adequada de vitaminas o limite su-
perior de referéncia deva ser de 12 pmol/L". Considerando
as recomendacgoes da DACH-LIGA Homocystein, 60,3% (n
= 88) dos participantes estavam com valores acima de 12
pmol/L, sendo 70,6% (n = 36) nos homens e 54,7% (n = 52)
nas mulheres.

Segundo Malinow (1999) em pacientes com histéria famili-
ar precoce de DAC, diabéticos e portadores de multiplos fa-
tores de risco, os niveis séricos de HCY deveriam permane-
cer inferiores a 10,0 pmol/L". No estudo realizado 79,3% (n
= 116) dos participantes se encontravam com concentracao
sanglinea de HCY acima deste valor, sendo 84,3% (n = 43)
entre os homens e 76,8% (n = 73) nas mulheres. O percen-
tual de pacientes que apresentou valores de HCY sérica
acima de 10, 12 e 15 pmol/L, esta demonstrado na Figura 1
(todo o grupo) e na Figura 2 de acordo com o sexo.

A presenca de HHCY em pacientes com FR adicionais (ta-
bagismo, hipertensao, diabetes e hiperlipidemia) produz
efeito sinérgico aumentando proporcionalmente o risco pa-
ra desenvolvimento de DCV",

Alguns autores utilizando revisao sistematica aplicando téc-
nicas metanaliticas (metandlise), calcularam o beneficio na
reducao da HHCY sérica e verificaram que a diminuicao
em 3 - 5 pmol/L nos niveis séricos de HCY, pode reduzir a
incidéncia de trombose venosa, AVC e DCV em 25%"*.

A populacéao estudada é hipertensa e em tratamento medi-
camentosa; a elevacao de 5 pmol/L na concentracao sérica
de HCY esté associada com aumento da pressao sistolica e
diastélica, em 0,5 e 0,7 mmHg, respectivamente, em ho-
mens e 0,7 e 1,2 mmHg em mulheres e a utilizacao de Vit
B6, Vit B12 e acido félico para diminuir a HHCY poderia
ser uma terapia auxiliar para reducao da hipertensao®.
Segundo Refsun (2004), as indica¢oes para determinacao
de HCY sérica deveriam seguir os seguintes critérios: a) di-
agnostico de homocistinuria, b) identificacdo de individu-
os com risco para desenvolver deficiéncia em Vit B 12 e fo-
lato, c) avaliacao da HCY como FR para DCV ou outras
patologias™. No estudo realizado, os participantes apresen-
tavam pelo menos trés FR para DCV: hipertensao, tabagis-
mo e histérico familiar para doenca cardiovascular. Outros
FR poderiam estar associados, assim como, foi verificada a
presenca de HHCY, a qual aumenta o risco para o surgi-
mento de doenca cardiovascular, entre os participantes.
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Figura 1 - Percentual de pacientes com concentragéao
sérica de HCY acima de 10; 12 e 15 pmol/L.
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Figura 2 - Percentual de pacientes com concentracao
sérica de HCY acima de 10, 12 e 15 pmol/L, separado por sexo.

CONCLUSAO

Em conformidade com o estudo realizado, a dosagem séri-
ca de HCY deveria ser realizada em pacientes cadastrados
no programa HIPERDIA/MS, pois, além de hipertensos
e/ou diabéticos a presenca de HHCY, seria um risco adici-
onal aos ja existentes aumentando a possibilidade de de-
senvolvimento de DCV.
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Brasileiro de Analises Clinicas;
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balho) material e métodos, resultados, discussao, conclusdo, bibliografia, resumo em portugués,
summary em inglés, palavras chaves (unitermos) e key words (uniterms).
3) Os trabalhos concorrentes deverdo ser escritos em portugués e ser originais,
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da Especialidade;
4) O trabalho premiado sera obrigatoriamente publicado na integra, com exclusividade, na
Revista Brasileira de Andlises Clinicas;
5) Os demais trabalhos selecionados pela Comissédo Julgadora para concorrer ao Prémio
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2) A composicdo da Comissdo Julgadora sera divulgada pela SBAC nos Programas oficiais dos
CBAC;
3) A Comissao Julgadora selecionara os 03 (trés) melhores trabalhos apresentados,
outorgando a um deles o Prémio LABTEST, e aos outros 02 (dois), sera outorgado um diplo-
ma de Mencgéao Honrosa;
4) A decisao da Comissao Julgadora é soberana e irrecorrivel.

V - DISPOSICOES GERAIS

1) O Prémio LABTEST é indivisivel e sera conferido a apenas um trabalho, ficando a inteiro
critério dos autores seu eventual rateio;
2) O Trabalho concorrente ao Prémio Labtest obrigatoriamente, deve ser apresentado na sessao
de Temas livres por um dos autores regularmente inscrito no Congresso;
3) Caso a Comissao Julgadora dos Prémios decidir ndo premiar nenhum dos trabalhos apresenta-
dos para concorrer ao prémio em virtude de néo atingir os objetivos de prémios, o valor deste sera
revertido para pagamento dos anuncios da empresa promotora publicados na RBAC, no SBAC
Jornal e divulgados no site da SBAC.

4) Os casos omissos serao resolvidos pela Diretoria da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas,
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Prevaléncia do polimorfismo G1793A da metilenotetra-
hidrofolato redutase em idosos - Itajai, (SC)

Prevalence of mthfr G1793A polimorfism in elderly- Itajai, (SC)

Darlene Camati Persuhn', Daniela Sackl’, Thaisa Lara Schiitz’ & Sandra Soares Melo®

RESUMO - Mutacées no gene da enzima 5,10-metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), envolvida no metabolismo da homocis-\
teina vém sendo associadas a hiperhomocisteinemia e possivelmente como fator de risco para doencas vasculares. O objetivo do pre-
sente trabalho foi determinar o genétipo do polimorfismo G1793A da enzima MTHFR em 55 idosos internos no Asilo Dom Bosco (Ita-
jai/ SC). Foram coletados 5,0 mL de sangue periférico, apés jejum de 8 horas para a extracdo do DNA. A presenca da mutacao G1793A
da MTHEFR foi determinada através da amplificacao de um fragmento do gene da enzima pela Reacao em Cadeia da polimerase (PCR).
A digestao do fragmento obtido com a enzima Bsbrl, resultou em perfil de restricao que permitiu definir o genétipo dos pacientes. A
analise molecular revelou que 2 pacientes (3,64 %) apresentaram genétipo heterozigoto (GA); enquanto que os 53 restantes (96,36%)
foram classificados como homozigotos normais (GG). Dentre os 55 idosos analisados, nenhum apresentou o genétipo homozigoto al-
terado (AA). Este dado é compativel com a baixa freqiiéncia do alelo A nesta populacao (1,8%). Mais estudos precisam ser realizados

a fim de determinar a importancia deste polimorfismo como fator de risco para doencas vasculares.
PALAVRAS-CHAVE - idosos, MTHFR, G1793A Y,

SUMMARY - 5,10-methylenetetrahydrofolate reductase gene (MTHFR) is involved in homocysteine metabolism. MTHFR mutations\
have been associated to hiperhomocysteinemia and vascular disease risk factor. The objective of this work was to determinate the
MTHFR G1793A genotype in 55 elderly interned at Asilo Dom Bosco, Itajai-SC. After 8 hours fasting, 5.0 mL of peripheral blood we-
re collected and submitted to DNA extraction. MTHFR G1793A polimorfism was detected by amplification of a gene fragment using
Polimerase Chain Reaction (PCR). Bsrbl digestion resulted in electrophoresis profile that allowed defining the genotype. Molecular
analysis revealed that 2 patients (3.64%) were heterozygote (GA) and 53 (96.36%) were normal homozygote (GG). None altered ho-
mozygote (AA) was found. This result is compatible with low allele frequency found in this population (1.8%). More efforts are neces-

KEYWORDS - elderly, MTHFR, G1793A

sary to determinate the importance of this polymorphism as vascular disease risk factor.
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INTRODUCAO

homocisteina (Fig. 1) € um pequeno aminoécido sulfi-

drilico que ocupa posicdo reguladora central no meta-
bolismo da metionina. O plasma possui formas reduzidas
(1%) e oxidadas (98 a 99%) do aminodacido, sendo que de
80 a 90% da forma oxidada se encontra ligada a metileno-
tetrahidrofalato redutase (MTHFR), uma importante enzi-
ma no metabolismo da homocisteina (BRUGADA; MARI-
AN, 1997). Este aminodcido é metabolizado por duas vias,
a remetilacao e transsulfuracao. A via de remetilacao de-
pende da enzima metionina sintase que utiliza a vitamina
B12 como cofator. O 5-metiltetrahidrofolato é doador de
metil nesta reacdo, e a MTHFR é um catalisador no proces-
so de remetilacao de folato. Com o excesso de metionina, a
homocisteina entra na via da transsulfuracao, na qual a ho-
mocisteina reage com a serina em reacao catalisada pela
cistationina sintetase, vitamina B6 dependente, gerando
cistationina que é subseqiientemente hidrolisada para cis-
tefna conforme apresentado na figura 2 (DEVLIN, 1998).
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Figura 2. Metabolismo da homocisteina.

TH4 folato - tetrahidrofolato

MTHFR - metilenotetrahidrofolato redutase

ATP - adenosina trifosfato

PPi - pirofosfato inorganico resultante da hidrélise do ATP
Pi - grupamento fosfato inorgéanico

Fonte: Adaptado de Rodriguez (2003).

A homocisteina pode lesar as células endoteliais ou infra-
regular sua funcao anticoagulante. Estudos sustentam que
mesmo uma pequena elevacao nos niveis de homocisteina
resulta em aumento da ocorréncia de doencas vasculares
(CECIL, 2001). A homocisteina em excesso pode gerar a
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formacao de homocisteina tiolactona que é um intermedia-
rio muito reativo e modifica grupamentos amino livres da
LDL, fazendo com que estas particulas se agreguem, sen-
do fagocitadas por macréfagos. A homocisteina também
pode produzir a lipoperoxidacao e agregacao plaquetaria,
resultando em fibrose e calcificacdo das placas aterosclero-
ticas (DEVLIN, 1998)

Os fatores envolvidos no aumento da homocisteina podem
ser: idade, sexo, etnia, niveis enzimaticos de metionina sin-
tetase, MTHEFR e cistationina redutase, deficiéncia de vita-
minas do complexo B, tabagismo, alcoolismo e sedentaris-
mo (CECIL, 2001).

A 5,10-metilenotetrahidrofolato redutase catalisa a re-
ducao da 5,10-metilenotetrahidrofolato para 5-metilenote-
trahidrofolato. A tltima é a forma predominante do folato e
é a doadora de carbono para a remetilacdo da homocistei-
na para metionina (Fig. 2). Mutacoes nos genes da MTHFR
poderiam reduzir sua atividade enzimética, resultando na
metilacdo inadequada da homocisteina e causar hiperho-
mocisteinemia, assim como, complicacées vasculares
(BRUGADA; MARIAN, 1997).

O gene que codifica a enzima foi mapeado no cromossomo
1, regido 1p 36.3 e apresenta 11 éxons que variam de 102
a 432 pares de base em extensao. O cDNA contém 6099
nucleotideos e a proteina resultante de sua traducao apre-
senta 656 aminoacidos. A molécula apresenta-se na forma
de homodimero com massa molecular total aproxima da
150kD (GOYETTE et al, 1994 GOYETTE et al, 1998).

O polimorfismo C667T no gene da MTHFR, resulta na
substituicao de uma alanina por uma valina na posicao 226
na proteina e foi descrita em 1995 por Frosst e colaborado-
res e tem sido amplamente estudado quanto a sua impli-
cacao enquanto fator de risco genético para doencas vas-
culares. Entretanto, as conclusdes sao ainda controversas
(KLUIJTMANS et al, 1996; BRUGADA; MARIAN, 1997
ARRUDA et al., 1997).

A segunda mutacao no gene da MTHFR, que consiste na
transicdo de A para C no nucleotideo 1298, resultando na
alteracao de cédon de glutamato para alanina foi descrita
posteriormente (VAN DER PUT et al, 1998; WEISBERG et
al, 1998). Assim como a mutacao C677T, esta também resul-
ta em uma reducdo da atividade enzimética, que é mais
pronunciada em individuos homozigotos que heterozigotos.
Entretanto, tem sido menos associada a risco de doencas vas-
culares que a mutacao C677T (FRIEDMAN et al, 1999).
Rady e colaboradores (2002) descreveram uma nova mu-
tacdo no exon 11 deste gene através de rastreamento por
andlises de SSCP e posteriormente seqlienciamento auto-
matizado dos fragmentos polimérficos. A mutacao ocorre na
posicao 1793 em que ocorre substituicao de G por A resul-
tando na alteracao da traducao de uma arginina por gluta-
mina. Os autores relatam ainda a prevaléncia deste alelo em
diferentes populagoes étnicas, revelando uma certa variabi-
lidade de freqiiéncia alélica conforme o grupo estudado.
Tendo em vista a importancia de polimorfismos da MTHFR
como possiveis fatores de risco para doencgas vasculares e a
auséncia de estudos que investiguem a possivel implicacao
da mutacao G1793A, o objetivo deste trabalho foi determi-
nar a frequéncia alélica deste polimorfismo em uma popu-
lacao de idosos institucionalizados, independentemente da
condicao fisica ou histéria mérbida pregressa.

MATERIAIS E METODOS

Populacao e amostragem
Participaram do estudo 55 pacientes idosos, internos no
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Asilo Dom Bosco, em Itajai (SC). Anteriormente a coleta de
sangue para o estudo, todos os pacientes foram informados
sobre a finalidade do mesmo e sobre os procedimentos ex-
perimentais que iriam participar, sendo solicitada a autori-
zacao da instituicao para realizacao deste projeto em um
termo de consentimento. O presente projeto foi submetido
e aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisas da Uni-
versidade do Vale do Itajai, situada no Campus [, na cida-
de de Itajai — SC.

METODOLOGIA

Coleta das amostras de sangue

Aproximadamente 5,0 mL de sangue periférico foram cole-
tados dos idosos apés jejum de 8 horas, em um tubo con-
tendo EDTA para a extracao do DNA e identificacao da
mutagao génica.

Extracao do DNA genoémico de leucécitos

A extracdo do DNA genoémico de leucécitos foi realizada
segundo o método descrito por Miller et al, 1988, com al-
gumas modificacoes.

Foram coletados cerca de 5,0 mL de sangue periférico e
transferidos para dois tubos de 15 mL estéreis (2,5 mL em
cada tubo) com adicao de tampao lise I gelado até comple-
tar o volume de 12,5 mL. Apés homogeneizar, a solucao foi
centrifugada a 3200 rpm por 5 minutos, a + 4°C. O sobre-
nadante resultante foi desprezado e 2,25 mL de tampao li-
se II foi adicionado ao sedimento, para ressuspender o pre-
cipitado; seguido de 62,5 pL. de SDS 10%. Apds agitacao
vigorosa por 10 segundos a temperatura ambiente, 1,0 mL
de NaCl 6 mol/L foi adicionado e a mistura resultante foi
novamente agitada e centrifugada a 2600 rpm a tempera-
tura ambiente por 5 minutos. O sobrenadante foi derrama-
do em tubo limpo de 15 mL, evitando o pellet. Apds adicao
de 3,5 mL de isopropanol absoluto o tubo foi fechado e a
mistura foi realizada por inversao. O DNA precipitado foi
removido para um tubo de eppendorf, retirando o excesso
de isopropanol. O DNA foi lavado com 1,0 mL de etanol
absoluto a 75%, centrifugado a 5000 rpm, por 5 minutos.
Este procedimento foi repetido e o excesso de etanol foi re-
movido cuidadosamente. O DNA foi seco a temperatura
ambiente e ressuspenso em 200pL de agua milli-Q autocla-
vada para realizacao dos procedimentos descritos a seguir.

Diagnéstico da mutacao G1793A da enzima MTHFR

A presenca da mutacao G1793A foi determinada através
da amplificacao de um fragmento do exon 11 do gene que
codifica a enzima MTHFR pela reacao em cadeia da poli-
merase (PCR-Polymerase Chain Reaction). Os primers uti-
lizados foram: S&'CTCTGTGTGTGTGTGCATGTGT-
GCG3'e 5'GGGACAGGAGTGGCTCCAACGCAGGS'.
Os parametros utilizados na reacao foram: uma etapa inici-
al de 2 minutos a 94°C, quarenta ciclos de 1 minuto (desna-
turacao) a 94° C, 1 minuto (anelamento) a 66°C e 1 minuto
(extensao) a 72°C. A reacao sofreu uma etapa extra de ex-
tensao por 10 minutos, 72°C. Este processo gerou um frag-
mento de 310 pares de base.

O fragmento amplificado foi digerido com a enzima de res-
tricao Bsrbl (Biolabs ®) de acordo com as instrugoes do fa-
bricante, seguida de eletroforese de gel de agarose a 1,5%
(Gibco-BRL), corado com brometo de etidio, para visuali-
zacao em transiluminador ultravioleta (Ultra Lum).

A digestao com a enzima Bsrbl do fragmento de 310 pares
de base resultou em duas bandas de 233 e 77 pares de ba-
se no caso do gendétipo normal 1793GG enquanto que no
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heterozigoto G1793A apareceram trés bandas: 310, 233 e
77 pares de base. Na presenca do gendtipo mutante
1793AA, somente a banda de 310 pares de base seria visu-
alizada, entretanto este estudo nao detectou nenhum ho-
mozigoto alterado (RADY et al., 2002).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram analisadas neste projeto amostras de 55 pacientes
idosos internos no Asilo dom Bosco, Itajai/ SC. Destes, 34
(62,96%) eram do sexo feminino, com idade média de 84 +
8 anos (idades entre 71 e 102 anos) e 21 (37,03%) do sexo
masculino, com idade média de 80 = 10 anos (idades entre
61 e 96 anos).

Ap6s a coleta de 5,0 mL de sangue periférico e isolamento
do DNA cromossomal conforme descrito na metodologia,
o fragmento de 310 pares de base que compreende o poli-
morfismo G1793A da MTHEFR foi amplificado pela Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR) a partir de todas as amos-
tras. A digestdao com a enzima Bsbrl revelou que 2 pacien-
tes (3,64 %) apresentaram bandas de 310, 233 e 77 pares de
base, o que significa genétipo heterozigoto; enquanto que
os 53 restantes (96,36%) nao apresentaram o fragmento de
310 pares de base e foram portanto, classificados como ho-
mozigotos normais (Fig. 3).

T D
34567 891011121314

1
3

300pb > 310pb

P
200cb 233pb

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR
digeridos com Bsrbl. A linha 1 representa o marcador de 100
pares de base comercial. Estao representados os fragmentos
de 310 e 233 pares de base. Os pacientes considerados homo-
zigotos normais foram aqueles que apresentaram somente a
banda de 233 pares de base (linhas 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 11, 12, 13
e 14) e heterozigotos aqueles que apresentaram as bandas de
310 e 233 pares de base (linha 10).

Na literatura existe apenas um estudo realizado sobre a
mutacao G1793A desenvolvido por Rady et al (2002). As
etnias envolvidas foram Hispanicos (n total = 95), Afro-
americanos (n total = 97), Judeus Ashkenazi (n total = 117)
e Caucasianos (n total = 159). Verificou-se que 2,6% (n = 3)
dos Judeus Askenazi, 6,2% (n = 6) dos Afro-americanos,
11,6% (n = 11) dos Hispanicos e 12, 6% (n = 20) dos Cau-
casianos eram heterozigotos. A incidéncia do polimorfismo
verificada por Rady et al (2002) foi mais baixa entre os Ju-
deus e Afro-americanos e maior nas duas outras etnias. Os
dados genotipicos relacionados ao polimorfismo G1793A
determinados na populacao em estudo foram comparados
aos observados por Rady et al (2002), conforme dados
apresentados (Tabela 1).
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Tabela |
Distribuicao genotipica e freqiiéncia alélica do
polimorfismo G1793A

Genétipo Judeus Afro- Caucasianos*  Hispanicos* Idosos
MTHFR Ashkenazi* americanos* estudados
G1793A neste trabalho
(%) (%) (%) (%) (%)
(n=117) (n=97) (n=159) (n=95) (n=55)
Homozigoto 0,0 (n=0) 0,0 (n=0) 0,6 (n=1) 0,0 (n=0) 0,0 (n=0)
Heterozigoto 2,6 (n=3) 6,2 (n=06) 12,6 (n =20) 11,6 m=11) 3,64 (n=02)
Normal
974 (n=114) 938 (n=91) 868 n=138) 884 (m=84) 9636 (n=53)
Freqiiéncia
alélica A (%) 1,3 (3234) 3,1 (6/194) 6,9 (22/318) 58 (11/190) 1,8 (2/110)
Freqiiéncia
alélica G (%) 98,7 (231/234) 96,9 (182/194) 93,1 (276/318) 942 (168/190) 98.2 (108/110)

* Rady, et al, 2002

Na populacao estudada neste trabalho 74% dos individuos
eram de etnia caucasiana. Entretanto, a freqiiéncia de he-
terozigotos encontrada na etnia caucasiana, no estudo rea-
lizado por Rady e colaboradores (2002), foi a mais expres-
siva (12,6%) e difere de maneira bastante evidente do pre-
sente trabalho. Conforme mostrado (Tabela 1), dentre os
idosos estudados, a freqiiéncia encontrada do alelo A foi de
apenas 1,8%, e surpreendentemente, um dos pacientes en-
contrado como heterozigoto pertence a etnia afro-america-
na. Dentre os representantes desta etnia no estudo anteri-
or, a freqiiéncia alélica havia sido inferior aquela encontra-
da em caucasianos.

A porcentagem de heterozigotos encontrada neste traba-
lho (3,64%) foi semelhante a de judeus (2,6%) entretanto
mostrou-se inferior a identificada em caucasianos (6,2%) ,
afro-americanos (12,6%) e hispanicos (11,6%) estudados
por Rady et al (2002).

O gendtipo homozigoto (AA) foi praticamente ausente nas
populacoes estudadas, tendo sido encontrado somente um
individuo homozigoto dentre os 155 caucasianos estudados
por Rady et al (2002). Dentre os 55 idosos analisados, ne-
nhum apresentou este genétipo. Este dado revela que o
alelo A néo é prevalente o suficiente para ser encontrado
em homozigose.

A baixa freqiiéncia do alelo A na populacao inviabilizou a
obtencao de dois grupos genotipicos para que se pudessem
estabelecer comparacdes quanto a aspectos clinicos e labo-
ratoriais. Seria necessdrio estudar uma populagao maior a
fim de encontrar um nimero expressivo de portadores do
polimorfismo.

Este é o primeiro trabalho que reporta a prevaléncia deste
polimorfismo em populacao brasileira. H4 necessidade de
mais estudos a fim de contribuir com o conhecimento a res-
peito deste polimorfismo como possivel fator de risco para
doencas vasculares.
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Infeccao do trato urinario: comparacao entre o perfil
de susceptibilidade e a terapia empirica com
antimicrobianos

Urinary tract infection: comparison between susceptibility profile and empirical therapy with
antimicrobials

Larissa Bail'; Carmen Antdnia Sanches Ito® & Luis Anténio Esmerino®

F RESUMO - A infeccao do trato urinario (ITU) é uma das doencas infecciosas mais comuns, perdendo em freqiiéncia somente para as\
infecgoes respiratérias. No presente trabalho foram estudadas 106 uroculturas positivas de pacientes hospitalizados na Santa Casa de
Misericérdia de Ponta Grossa, Parand, Brasil. As bactérias isoladas foram classificadas, sequndo sua origem: 68 (64,25%) em comuni-
taria e 38 (35,8%) em hospitalar. Enterobactérias predominaram entre os isolados (82,1%). A susceptibilidade geral foi de 89,8 % ni-
trofurantoina, 84 % norfloxacina, 82% gentamicina, 75,3% cefalotina, 63,4 % sulfazotrim e 45,7% ampicilina. Dos 94 prontuarios estu-
dados em 80,8% (76/94) constavam antibi6ticos prescritos. Em 62,8% (59/94) deles iniciou-se o tratamento empiricamente e em 18%
(17/94) aguardou-se o resultado do antibiograma para a tomada de decisdao. Na comparacao entre o perfil de susceptibilidade, obser-
vado no antibiograma, com as prescri¢coes empiricas, observou-se que em 81,4% (48/59) dos prontuédrios os antimicrobianos prescri-
tos apresentaram sensibilidade no antibiograma e em 18,6% (11/59) estavam resistentes. O antibiético mais prescrito empiricamente
foi a norfloxacina, onde as Escherichia coli isoladas de infec¢ées comunitdrias e hospitalares apresentaram taxa de resisténcia de
11,6% e 15,8%, respectivamente. Outras Enterobactérias apresentaram taxas de 59% e 12,5%. As taxas de resisténcia inferiores a
20%, entre os principais agentes, mostram que a norfloxacina é adequada para ser utilizada como terapia empirica.

PALAVRAS-CHAVE - Antimicrobianos, enterobactérias, fluoroquinolonas, infeccdo urinéria, terapia empirica. Y,

SUMMARY - Urinary tract infection (UTI) is one of the most common infectious diseases, second in frequency only to respiratory jn-\
fections. In the present work, 106 positive urine cultures were studied from patients hospitalized at Santa Casa de Misericérdia de
Ponta Grossa, Parand, Brazil. The isolated bacteria were classified, according to their source: 68 (64.2%) into community and 38
(35.8%) hospital bacteria. Enterobacteria were the most common among the isolates (82.1%). General susceptibility was 89.8% to ni-
trofurantoin, 84% to norfloxacin, 82% to gentamicin, 75.3% to cephalotin, 63.4% to sulfamethoxazole/trimethoprim, and 45.7% to am-
picillin. Among the 94 patient records studied, 80.8% (76/94) indicated that antibiotics had been prescribed. In 62.8% (59/94) of them,
treatment was started empirically, and in 18% (17/94) a decision was made only upon receiving the antibiogram result. In the compa-
rison between the susceptibility profile revealed by the antibiogram and the empirical prescriptions, it was verified that the antibio-
gram showed sensitivity to the prescribed antimicrobials in 81.4% (48/59) of the patient records, while 18.6% (11/59) indicated resis-
tance. The most frequently prescribed antibiotic was norfloxacin wherein Escherichia coli isolated from community and hospital infec-
tions showed resistance rates of 11.6% and 15.8%, respectively. Other Enterobacteria showed rates of 5.9% and 12.5%. Resistance ra-

tes Iower than 20% among the most important agents indicated that norfloxacin is suitable to be used as empirical therapy.
KEYWORDS - Antimicrobials, empirical therapy, enterobacteria, fluoroquinolones, UTI. J

INTRODUCAO

As infeccdes do trato urindrio (ITUs) podem ser classifi-
cadas em quatro grandes grupos: uretrites, cistites,
sindrome uretral aguda e pielonefrites. Infec¢oes nao com-
plicadas ocorrem primariamente em mulheres sadias e
ocasionalmente em criancas, jovens e adultos do sexo mas-
culino. Geralmente essas infec¢oes respondem prontamen-
te aos agentes antimicrobianos aos quais o agente etiolégi-
co é susceptivel. As infec¢des mais complicadas ocorrem
em ambos 0s sexos e na maioria das vezes sao mais dificeis
de serem tratadas’.

Um aumento na resisténcia a numerosos antimicrobianos
tem sido relatado nos ultimos anos. Betalactamicos e qui-
nolonas sao os grupos de farmacos de maior preocupacao.
Para esses farmacos, o aumento da resisténcia tem sido
maior nos pacientes hospitalizados que nos ambulatoriais™.
Por outro lado, o modelo de resisténcia dos patégenos, cau-
sadores de infeccdes urindrias, frente aos agentes antimi-
crobianos comuns estd em constante mudanca e isso deve

ser levado em consideracdo na escolha da estratégia para
o tratamento'. Muitos casos de ITUs em hospitais sao ini-
cialmente tratados empiricamente baseados na freqiiéncia
dos patégenos, na taxa de resisténcia antimicrobiana local
e na severidade da doenca. O uso de terapia empirica ina-
propriada foi encontrado como sendo causa de mortalida-
de em pacientes com bacteremia originada no trato urind-
rio’. Além disso, alguns estudos mostram que a terapia em-
pirica inapropriada pode levar ao uso desnecessdrio de an-
timicrobianos'. Conseqiientemente, a criacao de um siste-
ma de monitoramento da resisténcia bacteriana vem a ser
um importante passo na deteccdo da resisténcia, ajudando
na selecao da terapia empirica local mais eficaz e permitin-
do a implementacao de medidas de prevencao®.

Pesquisadores na Holanda observaram um aumento na re-
sisténcia de amoxacilina e sulfametoxazol/trimetoprima
em isolados de Escherichia coli, o principal responsével por
infeccdes no trato urinario, em pacientes ambulatoriais.
Contudo, com o passar dos anos, fluoroquinolonas co-
mecaram a serem prescritas mais frequentemente para o
tratamento dessas infeccoes. Isso levou a um aumento das
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infecgOes urindrias causadas por E. coli resistente as fluo-
roquinolonas, dificultando seu tratamento®’.

Um estudo realizado no Canada avaliou a resisténcia bac-
teriana de isolados do trato urinario de pacientes ambula-
toriais. Os dados mostraram que a nitrofurantoina e a ci-
profloxacina sao mais eficientes, que o sulfametoxazol/tri-
metoprima e ampicilina, na terapia empirica das ITUs. Isso
sugeriu uma reavaliacao na terapéutica de primeira e se-
gunda linha nas ITUs*.

Na Espanha, um estudo de casos de cistite aguda em mu-
lheres mostrou cepas de E. coli resistentes as quinolonas
(18,4% para ciprofloxacina; 19,6% para norfloxacina e
22,3% para o acido pipemidico). Excelente susceptibilida-
de foi observada para amoxacilina-clavulanato e aminogli-
cosideos. Alta resisténcia foi observada para a ampicilina
(54,7%) e sulfametoxazol/trimetoprima (35,8%) e baixos
indices para agentes como fosfomicina (2,8%) e nitrofuran-
toina (3,3%)*. Os dados mostraram a importancia de se co-
nhecer os indices de susceptibilidade local com a finalida-
de de se controlar a emergéncia da resisténcia, reduzir os
custos e instituir uma antibioticoterapia empirica com mais
seguranca.

A resisténcia as quinolonas em ITUs tem sido relatada tam-
bém em outros paises. Na India foram relatadas altas taxas
de resisténcia, sendo: 62,4% para o acido nalidixico, 52,5%
para a norfloxacina e 51,5% para a ciprofloxacina'. J& no
Brasil, em Salvador, um estudo sobre a resisténcia das prin-
cipais bactérias isoladas em uroculturas mostrou também
um aumento na frequiéncia de resisténcia para a norfloxa-
cina e ciprofloxacina com o passar dos anos'.
Considerando a freqiiéncia da infeccao urindria e a grande
diferenca no perfil de susceptibilidade das bactérias nos
diversos locais onde foram estudadas, torna-se necessario
o conhecimento da prevaléncia e do padrao de resisténcia
antimicrobiana local. Devemos, com isso, incentivar que os
laboratérios fornecam um registro bacteriolégico preciso
de isolados urindrios e seus respectivos antibiogramas pa-
ra servirem como guia no tratamento empirico de infeccoes
do trato urinario, além de contribuirem no controle da re-
sisténcia bacteriana.

O monitoramento da microbiota patogénica que predomi-
na em determinada regiao, bem como seu comportamento
diante dos antimicrobianos utilizados, é de extrema impor-
tancia para o clinico no acompanhamento terapéutico dos
pacientes e também para o farmacéutico que deve partici-
par na aquisicao do antimicrobiano e na orientacao ao pa-
ciente.

Talvez, em farmdcias ambulatoriais a interacdo entre o cli-
nico, o farmacéutico e o microbiologista seja dificultada pe-
la separacao fisica dos mesmos. Porém, em ambiente hos-
pitalar, o farmacéutico faz parte de uma equipe interdisci-
plinar onde o laboratério de bacteriologia, a administracao
hospitalar, CCIH (Comissao de Controle de Infeccao Hos-
pitalar) e o servigo de infectologia, atuam em conjunto no
sentido de fazer a melhor escolha para a terapia antimicro-
biana. Tal situacao é vivenciada na Santa Casa de Ponta
Grossa, Parand, onde as equipes citadas acima atuam de
maneira sinérgica na analise dos antimicrobianos.

Uma frequiente observacao do comportamento antimicrobi-
ano frente as bactérias pode ajudar ndo somente a prever
o futuro da resisténcia bacteriana, mas também a patoge-
nicidade desses isolados, sua distribuicdo geografica e a
avaliacao da terapéutica adequada. Partindo dessa cir-
cunstancia, optou-se por fazer um estudo onde essa si-
tuacao pudesse ser evidenciada. Dessa forma, esse traba-
lho tem como objetivo estabelecer um perfil de susceptibi-
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lidade antimicrobiana para as bactérias isoladas de pacien-
tes com infeccao do trato urinario e comparar os resultados
dos antibiogramas com as prescri¢oes de antimicrobianos.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram estudadas 106 uroculturas positivas, de forma re-
trospectiva, referentes ao ano de 2001, de pacientes hospi-
talizados na Santa Casa de Misericérdia de Ponta Grossa.
Os critérios utilizados para classificar uma urocultura como
positiva foram: crescimento = 10°UFC/mL de um ou no méa-
ximo dois microorganismos, para os quais tenha sido reali-
zado o antibiograma, conforme registro nos arquivos do
Setor de Microbiologia do Laboratério Alpha de Ponta
Grossa, Parana, Brasil.

Procedimento

As informacoes coletadas foram: nome do paciente, ala de
internamento, sexo, tipo de infeccao, data da coleta, uropa-
tégeno e teste de sensibilidade aos antimicrobianos. A
classificacdo do tipo de infeccdo (comunitéaria ou hospita-
lar) é rotineiramente realizada pela CCIH, seguindo crité-
rios especificos do servico.

Os uropatégenos foram recuperados em dgar Cled e Mac-
Conkey apo6s semeadura semiquantitativa em placa utili-
zando uma alca calibrada de 0,001 mL*. O agar Cled per-
mite o crescimento de todos os microrganismos potencial-
mente patogénicos presentes na urina e o dgar MacCon-
key permite o crescimento seletivo de bacilos gram-nega-
tivos diversos. A identificacdo das bactérias foi realizada
através de provas bioquimicas especificas. Nesse estudo
essas bactérias foram classificadas em trés grupos: Entero-
bactérias; Bacilos Gram-negativos nao fermentadores da
glicose e Cocos Gram-positivos.

Para cada microrganismo isolado, determinou-se sua sus-
ceptibilidade através do método de disco difusao em agar
Mieller-Hinton. Os niveis de resisténcia foram relatados
usando os padroes do Nacional Committee For Clinical La-
boratory Standards (NCCLS)", onde os isolados moderada-
mente sensiveis foram considerados resistentes.

Além dos dados referentes as bactérias, foram analisados
os prontudrios para se determinar a prescricdo de antimi-
crobianos. Cabe salientar que na Santa Casa, para a pres-
cricao de antimicrobianos, é necessdria a realizacao de
exames microbiol6gicos dos provaveis sitios de infeccao e
os antimicrobianos testados no laboratério de microbiolo-
gia sao os padronizados para uso no hospital.

RESULTADOS

Das 106 uroculturas positivas com antibiograma analisadas,
as mulheres foram responsaveis por 70% das amostras. A
freqiiéncia encontrada por ala de internamento mostrou
que 13% dos pacientes estavam internados na unidade de
terapia intensiva (UTI), 17% na maternidade e 70% encon-
travam-se internados entre as alas cirdrgicas e clinicas.

Os agentes responsaveis pelas uroculturas foram separa-
dos em trés grandes grupos. Observou-se que as Entero-
bactérias predominaram entre os isolados com 82,1%. Esse
grupo foi subdividido em dois grupos: Escherichia coli
(58,6%) e o grupo das outras Enterobactérias (23,5%). Co-
cos Gram-positivos e bacilos Gram-negativos nao fermen-
tadores da glicose foram recuperados em taxas de 10,4% e
7,5%, respectivamente (Tabela I).
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Tabela |
Divisdao dos uropatégenos em infeccao
comunitaria e hospitalar.

INFECCAO INFECCAO TOTAL
UROPATOGENO COMUNITARIA | HOSPITALAR GERAL
n % n % n %

ENTEROBACTERIAS 60 88,2 27 71 87 82,1
Escherichia coli 43 63,2 19 50 62 58,6
Outras Enterobactérias 17 16,0 8 29,6 25 235
Enterobacter sp. 8 11,8 4 10,5 12 11,4
Proteus sp. 3 4.4 0 0 3 2,8
Serratia sp. 2 2,9 1 2,6 3 2,8
Klebsiella sp. 2 2,9 2 53 4 38
Citrobacter freundii 0 0 1 2,6 1 0,9
Pantoea aglomerans 1 1,5 0 0 1 0,9
Morganella morganii 1 1,5 0 0 1 0,9
BGN NAO FERM ENTADORES| 3 4,4 5 132 | 8 7,5
DA GLICOSE

Pseudomonas aeruginosa 3 4.4 4 10,6 7 6,6
Acinetobacter baumannii 0 0 1 2,6 1 0,9
COCOS GRAM-POSITIVOS 5 7,4 6 15,8 11 10.4
Staphylococcus sp. 4 59 2 53 6 5,7
Enterococcus sp. 1 1,5 4 10,5 5 4,7
TOTAL 68 100 38 100 106 100

As bactérias isoladas foram ainda divididas, segundo sua
origem, em comunitaria e hospitalar, dessas 68 (64,2%) fo-
ram considerados de origem comunitaria e 38 (35,8%) hos-
pitalar. Nas uroculturas de origem comunitaria predomina-
ram entre as bactérias isoladas Escherichia coli (63,2%) e
Enterobacter sp. (11,8%). Nas uroculturas de origem hospi-
talar predominaram Escherichia coli (50%), Enterobacter
sp. (10,5%), Pseudomonas aeruginosa (10,5%) e Enterococ-
cus sp. (10,5%). A Tabela I mostra a freqiiéncia dos uropa-
tégenos isolados nas infecgoes classificadas como comuni-
taria e hospitalar.

A susceptibilidade das bactérias foi testada frente a um
grupo de antimicrobianos previamente selecionados. Nes-
se estudo apresentamos apenas o resultado do antibiogra-
ma para os antimicrobianos considerados de primeira esco-
lha (ampicilina, cefalotina, sulfazotrim, nitrofurantoina,
norfloxacina e gentamicina).

Os perfis de susceptibilidade para os isolados de infeccoes
comunitarias e hospitalares estdo demonstrados nas Tabe-
las II e III, respectivamente. A Fig. 1 compara o perfil de
susceptibilidade entre esses dois grupos e a Tabela V mos-
tra o perfil de susceptibilidade geral dos antimicrobianos
frente a todos os microrganismos.

No estudo das prescricoes dos antimicrobianos dos 106
prontudrios procurados foram encontrados 94. Desses, em
80,8% (76/94) constavam antibiéticos prescritos. Em 62,8 %
(59/94) deles iniciou-se o tratamento empiricamente e em
18% (17/94) aguardou-se o resultado do antibiograma pa-
ra a tomada de decisao.

O estudo das 59 prescri¢des empiricas mostrou que a nor-
floxacina e a cefalotina foram os antimicrobianos prescritos
com maior freqiiéncia. Norfloxacina foi prescrita para
37,.3% (22/59) dos pacientes e a cefalotina em 30,5%
(18/59). Na comparacao entre o perfil de susceptibilidade,
observado no antibiograma, com as prescri¢oes empiricas
dos antimicrobianos, observou-se que em 81,4% (48/59)
das uroculturas os antimicrobianos prescritos apresenta-
ram sensibilidade no antibiograma e em 18,6% (11/59) os
antimicrobianos prescritos estavam resistentes no antibio-
grama. A Tabela V mostra a avaliacao das prescri¢oes em-
piricas ap6s o resultado do antibiograma.
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Tabela Il
Percentual de susceptibilidade de diferentes microrga-
nismos isolados de infec¢oes urinarias comunitarias
frente a Ampicilina (AMP), Cefalotina (CEF), Sulfazotrim
(SUT), Nitrofurantoina (NIT), Norfloxacina
(NOR) e Gentamicina (GEN).

MICRORGANISMOS | AMP CEF sSuUT NIT NOR GEN
n-% n-% n-% n-% n-% n-%
21-48,8 32-744 24-558 41-953 38-88,4 38-834

Escherichia coli

Outras Enterobactérias | 07-41,2 14-82,3 14-82,3 12-70,6 16-94,1 16-94,1
P. aeruginosa 01-33,3 01-33,3
Staphylococcus sp. 04-100  03-75  04-100  03-75

Enterococcus sp. 01-100 01-100  01-100  01-100

TOTAL 29-475 50-78,1 41-64,0 58-90,6 59-86,8 56-87,5

(n) representa o numero de cepas sensiveis
(...) ndo testado para essa bactéria

Tabela Ill
Percentual de susceptibilidade de diferentes microrga-
nismos isolados de infec¢cdes urinarias hospitalares fren-
te a Ampicilina (AMP), Cefalotina (CEF), Sulfazotrim
(SUT), Nitrofurantoina (NIT), Norfloxacina
(NOR) e Gentamicina (GEN).

MICRORGANISMOS | AMP CEF suUT NIT NOR GEN
n-% n-% n-% n-% n-% n-%

Escherichia coli 8-42,1 15-78,8 13-68.4 18-94,7 16-84,2 15-78,9
Outras Enterobactérias | 1-12,5  3-37,5 4-50 6-75 7-87,5 4-50
P. aeruginosa 3-75 2-50
A. baumannii 0-0 0-0
Staphylococcus sp. 2-100 1-50 2-100 1-50

4-100 4-100 3-75 4-100

Enterococcus sp.
13-41,9 20-70,0 18-62,1 30-90,1 30-78,9 25-69,4

TOTAL

(n) representa o numero de cepas sensiveis
(...) ndo testado para essa bactéria

69.4
GEN 87.5

78.9
NOR 86.8
NIT _%%16
|
cur 62.1 0 com
64
— 70
CEF 78.1
41.9

0 20 40 60 80 100

SUSCEPTIBILIDADE (%)

Figura 1 - Comparacao entre o perfil de susceptibilidade dos
microrganismos isolados de infecgdes urinarias comunitarias
(COM) e hospitalares (HOS) frente a Ampicilina (AMP),
Cefalotina (CEF), Sulfazotrim (SUT), Nitrofurantoina (NIT),
Norfloxacina (NOR) e Gentamicina (GEN).

Tabela IV
Percentual de susceptibilidade geral dos uropatégenos
frente aos antimicrobianos: Ampicilina (AMP), Cefalotina
(CEF), Sulfazotrim (SUT), Nitrofurantoina (NIT),
Norfloxacina (NOR) e Gentamicina (GEN).

MICRORGANISMOS AMP CEF SUT NIT NOR  GEN
Testados (Sensiveis) 92(42) 93(70) 93(59) 98(88) 106(89)  100(82)
Sensibilidade (%) 457 753 634 898 84 82
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Tabela V
Avaliacao das prescricoes empiricas apds o
resultado do antibiograma.

PRESCRICOES EMPIRICAS
ANTIMICROBIANOS SENSIVEL RESISTENTES TOTAL
ANTIBIOGRAMA | ANTIBIOGRAMA
n % n % n %

Norfloxacina 17 28.8 5 8,4 22 37,3
Cefalotina 14 23,7 4 6,8 18 30,5
Sulfametoxazol/Trimetoprima 4 6,8 0 0 4 6.8
Gentamicina 3 5,1 1 1,7 4 6,8
Ceftriaxona 2 34 1 1,7 3 5,1
Amicacina 2 34 0 0 2 34
Ciprofloxacina 1 1,7 0 0 1 1,7
Outros 5 8,5 0 0 5 8,4
TOTAL 48 81,4 11 18,6 59 100

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A infeccgéo do trato urindrio é uma patologia freqiiente na cli-
nica médica, sendo uma das causas que mais leva os pacien-
tes a procura de auxilio médico29,8,26. Acomete principal-
mente as mulheres®***, o que nao variou no presente estudo,
onde 70% dos casos foram assim representados.

No que se refere a etiologia, as Enterobactérias classicamen-
te sdo as responséaveis pela maioria dos casos**'*, No nosso
estudo as Enterobactérias foram recuperadas em 82,1% das
uroculturas e a Escherichia coli foi a bactéria mais freqlien-
temente isolada (58,6%). Entretanto, entre as infec¢oes hos-
pitalares a taxa de freqtiéncia foi menor, 50% contra 63,2%
das comunitérias. Resultados semelhantes foram observados
por Weber et al.(1997)* e Berdichevski et al. (1998)2

No grupo das outras Enterobactérias (23,6% dos isolados),
Enterobacter sp. foi a bactéria mais isolada, tanto nas in-
fecgoes urindrias comunitérias (11,8%) quanto nas hospita-
lares (10,5%). Enterococcus sp. e Pseudomonas aeruginosa
foram recuperadas em uma taxa de ocorréncia de 10,5%
(Tabela I). Semelhante ao relatado na literatura, observou-
se que esses dois agentes estdo principalmente envolvidos
em infeccoes hospitalares* %,

As bactérias isoladas nas uroculturas foram testadas frente a
uma série de antimicrobianos padronizados previamente,
pelo infectologista, a farmdcia hospitalar, a CCIH e o labora-
tério de microbiologia, com base no NCCLS". Para a esco-
lha dos antimicrobianos leva-se em consideracao a eficdcia
clinica frente a um determinado grupo de bactérias, a preva-
léncia de resisténcia local e os custos. Esta selecao tem sido
util no controle de infeccao, tanto comunitéria como hospita-
lar. Por outro lado, estudos nao recomendam a utilizacao de
um determinado farmaco na terapia empirica quando a sua
taxa de resisténcia local for superior a 20%'*. Nesse aspecto
o perfil de susceptibilidade local é muito importante.

O padrao de susceptibilidade para Escherichia coli, princi-
pal agente isolado, mostrou que para os isolados comunité-
rios a sensibilidade foi maior para os antimicrobianos nitro-
furantoina (95,3%), norfloxacina (88,4%) e gentamicina
(88,4%). As E. coli isoladas de infeccdes hospitalares apre-
sentaram perfil semelhante as comunitdrias, exceto para a
gentamicina que foi inferior (78,9%). Como pode ser obser-
vado nas Tabelas II e III.

Quando o padrao de susceptibilidade das outras Entero-
bactérias foi analisado, observou-se que os isolados comu-
nitdarios mostraram perfil de sensibilidade préximo da E.
coli. Ja os isolados de infeccoes hospitalares apresentaram
susceptibilidade inferior em relacédo tanto as outras Entero-
bactérias comunitdrias, quanto as E. coli, como pode ser
observado nas Tabelas II e III.

A avaliacdo do modelo de resisténcia das Enterobactérias
urindrias revelou que E. coli é ainda mais sensivel aos far-
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macos antimicrobianos que outros representantes desse
grupo. Resultado semelhante foi encontrado por Weber et
al. (1997)*. Cabe salientar que algumas bactérias desse
grupo apresentam resisténcia intrinsica para alguns anti-
microbianos, como é o caso do Proteus mirabilis para a ni-
trofurantoina, da Klebsiella pneumoniae para ampicilina e
da resisténcia de algunas espécies de Enterobacter para a
cefalotina e cefoxitina®.

Nosso estudo mostrou que as bactérias isoladas de in-
fecgoes hospitalares sao mais resistentes aos antimicrobia-
nos que as comunitdrias. A susceptibilidade menor entre as
cepas hospitalares foi mais bem observada com os antimi-
crobianos, gentamicina, norfloxacina e cefalotina, como
pode ser observado na Fig. 1. Estudo sobre a freqiiéncia
aumentada de resisténcia entre cepas hospitalares tem de-
monstrado que essa ocorre, provavelmente, devido ao re-
sultado da selecao de cepas resistentes da microbiota en-
dégena dos pacientes e nao devido a transmissdo de cepas
hospitalares resistentes.

A ampicilina mostrou os piores indices de susceptibilidade
geral (45,7%), indicando que esse antibi6tico deve ser uti-
lizado somente frente ao resultado do antibiograma. A bai-
xa susceptibilidade da E. coli para ampicilina, tanto comu-
nitdria (48,8%) quanto hospitalar (42,1%), tem sido relata-
da também em outros estudos” e, existe uma co-selecao de
resisténcia para ampicilina e trimetoprima que é explicado
pela existéncia de plasmideos transmissiveis em E. coli que
codificam resisténcia para ambos".

Resisténcia ao sulfametoxazol/trimetoprima tem aumenta-
do em todo o mundo, mesmo nas infecgdes comunitarias®'®,
limitando seu uso como antibiético empirico. Desde o final
da década de 80 ja se observava uma notdvel diminuicao na
susceptibilidade dos uropatégenos para esses antimicrobia-
nos. Em 1997, Winstanley et al.*, relataram uma taxa média
de resisténcia para as enterobactérias ao sulfametoxa-
zol/trimetoprima de 30%. No Brasil em 1998, um estudo
mostrou que 34,25% dessa mesma classe de microrganis-
mos estavam resistentes’. Quando avaliados uropatégenos
na América Latina pelo programa SENTRY, a freqiiéncia de
resisténcia foi de 42,6%°. Em nosso estudo, a taxa de resis-
téncia ao sulfazotrim para todas as bactérias foi de 36,6%,
tornando-o inapropriado para terapia empirica.

A nitrofurantoina foi o antimicrobiano que mostrou a mai-
or taxa de susceptibilidade geral (89,8%). Para E. coli a
susceptibilidade foi de aproximadamente 95%. Esse far-
maco geralmente é considerado uma alternativa para o tra-
tamento das infec¢des urindrias ndo complicadas’.

Apesar da boa susceptibilidade das bactérias de origem
comunitéaria, Escherichia coli (88,4%) e outras Enterobacté-
rias (94,1%), para a gentamicina, as de origem hospitalar
apresentaram niveis mais baixos de susceptibilidade, Es-
cherichia coli (78,9%) e outras Enterobactérias (50%). O
aumento da resisténcia aos aminoglicosideos em bacilos
Gram-negativos é preocupante, uma vez que esses farma-
cos sao uma boa opcao para o tratamento de infeccoes do
trato urindrio®.

A susceptibilidade geral moderada dos microrganismos
isolados frente a cefalotina (70% comunitéria e 76,1% hos-
pitalar) é também preocupante, pois esse antibiético estd
entre os fdrmacos de primeira escolha para o tratamento
das cistites em gestantes, onde o uso de antibiéticos é limi-
tado e a presenca de infecgao é constante?.

A norfloxacina apresentou uma das melhores taxas de sus-
ceptibilidade para Escherichia coli (88,4%) e outras Ente-
robactérias (94,1%) de origem comunitdria (Tabela II) e
uma discreta taxa inferior entre os isolados hospitalares
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(Escherichia coli 84,2% e outras Enterobactérias 87,5%),
como pode ser observado na Tabela III. A resisténcia para
as fluoroquinolonas tem aumentado, possivelmente pelo
uso intenso desses farmacos no tratamento das infeccdes
urindrias'®*¥.

Outros microrganismos isolados nas uroculturas como os
cocos Gram-positivos (Staphylococcus e Enterococcus),
11% dos isolados, apresentaram boa sensibilidade para os
antimicrobianos e adicionalmente observamos que todas
as cepas isoladas foram sensiveis para oxacilina e vancomi-
cina. J& os bacilos Gram-negativos nao fermentadores da
glicose apresentaram baixa sensibilidade (Tabela III) e adi-
cionalmente apresentaram 100% de susceptibilidade para
o imipenem. Entre esses ultimos agentes, Pseudomonas e
Acinetobacter sao geralmente os mais freqiientemente iso-
lados nas infecgdes urindrias'?. Nesse estudo o baixo nume-
ro de cepas recuperadas desses agentes nao permitiu esta-
belecer uma comparacao segura entre os isolados comuni-
tarios e hospitalares.

No estudo das prescri¢coes dos antimicrobianos foram en-
contrados 94 prontuarios referentes as culturas estudadas.
A andlise desses prontudrios mostrou que em 80,8%
(76/94) deles constavam antibiéticos prescritos. A terapia
empirica foi iniciada em 62,8% (59/94) dos casos. O antibi-
6tico mais prescrito empiricamente foi a norfloxacina, onde
as Escherichia coli isoladas de infeccbes comunitdrias e
hospitalares apresentaram taxa de resisténcia de 11,6% e
15,8%, respectivamente. Outras Enterobactérias apresen-
taram taxas de resisténcia de 5,9% e 12,5%, comunitaria e
hospitalar, respectivamente. Essas taxas de resisténcia in-
feriores a 20%, entre os principais agentes (Enterobactéri-
as), mostram que esse antimicrobiano é adequado para ser
utilizado como terapia empirica.

A cefalotina, por ser utilizada no tratamento de ITU em
gestantes, foi o segundo antibiético mais utilizado empiri-
camente (Tabela V). A nitrofurantoina seria outra opcao te-
rapéutica em situagoes onde ha resisténcia as cefalospori-
nas de primeira geragao®.

Apbs a comparacao dos prontudrios com os resultados dos
exames bacteriolégicos, podemos concluir que: i) as Ente-
robactérias foram recuperadas em 82,1% das uroculturas
e a Escherichia coli em 58,6%; ii) a susceptibilidade geral
das bactérias isoladas foi de 89,8% para a nitrofurantoina,
84% norfloxacina, 82% gentamicina, 753% cefalotina,
63,4% sulfazotrim e 45,7% ampicilina; iii) em 81,4%
(48/59) das prescricdes empiricas os antimicrobianos utili-
zados apresentaram susceptibilidade no antibiograma e
em 18,6% (11/59) estavam resistentes; iv) o antibiético
mais prescrito empiricamente foi a norfloxacina e as taxas
de resisténcia inferiores a 20%, entre as Enterobactérias,
mostram que esse antimicrobiano é adequado para ser uti-
lizado como terapia empirica. O estudo do predominio da
microbiota patogénica e o monitoramento do perfil de sus-
ceptibilidade em uma determinada regidao podem auxiliar
clinicos e farmacéuticos, no acompanhamento terapéutico
e na orientacao dos pacientes.
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duos deficientes em nossa populacao.

/RESUMO - A glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PD) desempenha um papel de fundamental importancia no metabolismo eritroc-\
itdrio, tanto na obtencao de energia a partir da glicose, quanto na sua protecao contra agentes oxidantes. A deficiéncia de G-6-PD é
a anormalidade enzimatica hereditaria mais freqiiente e as manifestacoes clinicas mais comuns sao hemoélise induzida por farmacos e
ictericia neonatal. Com a finalidade de identificar a prevaléncia da deficiéncia de G-6-PD foram avaliados no periodo de dezembro
de 2002 a marco de 2003, 569 individuos de ambos os sexos e faixa etaria compreendida entre 1 e 70 anos, atendidos no Laboratério
de Analises Clinicas do Hospital Universitario Onofre Lopes, Natal RN. A atividade da G-6-PD foi determinada pelo teste de reducao
da metahemoglobina (teste de Brewer) e as amostras que apresentaram atividade deficiente foram confirmadas mediante o teste de
Brewer modificado para avaliacdo semiquantitativa. Foram identificados 20 deficientes (02 brancos e 18 pardos) representando uma
prevaléncia de 3,5 % na amostra como um todo e 1,6 % e 4,3 % entre os brancos e pardos, respectivamente. Tendo em vista os resul-
tados obtidos e considerando a importancia do diagnéstico da deficiéncia de G-6-PD, torna-se relevante o reconhecimento de indivi-

PALAVRAS-CHAVE - glicose-6-fosfato desidrogenase, teste de reducdo da metahemoglobina, eritroenzimopatia

/e SUMMARY - The G-6-PD plays an important role in the erythrocyte metabolism, as much in the gain of energy through glucose, as
in your protection against oxidants agents. The G-6-PD deficiency is the most common known enzymopathy and the most common
clinical manifestations are drug-induced hemolytic anemia and neonatal jaundice. To identify the prevalence of G-6-PD deficiency
were analyzed 569 patients both sexes with age between 01 to 70 years old, in the period of December 2002 to March 2003, attended
at Clinical Analysis Laboratory of Hospital Universitdrio Onofre Lopes, Natal — RN. The activity of G-6-PD was determined by the
methemoglobin reduction test and Brewer's test modified to semi quantitative avaliation did the confirmation of the samples that pre-
sented deficient activity. Were identified 20 deficients representing a prevalence of 3,5% in the group and 1,6% and 4,3% in white
and mulattos, respectively. In view of the obtained results and considering the importance of the diagnosis of the G-6-PD deficiency,
the recognition of deficient individuals in our population becomes considerable.

\KEYWORDS - glucose-6-phosphate dehydrogenase, methemoglobin reduction test, enzymopathy J
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INTRODUCAO

glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PD) desempe-

nha um papel de fundamental importancia no metabo-
lismo eritrocitario, tanto na obtencao de energia a partir da
glicose, quanto na sua protecao contra agentes oxidantes.
A G-6-PD cataliza a primeira reacao da via da hexose mo-
nofosfato na qual a glicose-6-fosfato é oxidada a 6-fosfo-
gluconolactona com a reducao concomitante de NADP a
NADPH. Portanto, é essencial na protecao da hemécia con-
tra a acao de oxidantes por manter a glutationa no estado
reduzido (Beutler, 1994).
A producao da G-6-PD no eritrécito humano é controlada
por um gene localizado no bra¢o longo do cromossomo X
(regidao Xq 28) que consiste de 13 exons e 12 introns, com
a regiao codificante dividida em 12 segmentos, variando
de 38 a 236 pares de base. A sua caracterizagcdo bioquimi-
ca permitiu reconhecer mais de 400 variantes genéticas
descritas por técnicas padronizadas, a maioria das quais
com atividade deficiente (Luzzatto et al., 2001).
De todas as variantes de G-6-PD com atividade deficiente,
as que mostram maior importancia pela sua frequéncia sao:
a variante africana (G-6-PD A-), amplamente disseminada

na Africa e entre afro-descendentes de todo o mundo e a
variante mediterrdnea (G-6-PD Mediterranea), que é mais
comumente encontrada em italianos, gregos, judeus orien-
tais, arabes e persas (Beutler, 1991).

No Brasil, estudos realizados por diversos autores, mostram
que 95% a 99% dos deficientes de G-6-PD apresentam a
variante africana (G-6-PD A-) (Compri et al., 2000; Garlip
& Ramalho, 1988; Saad et al., 1997).

A maioria dos individuos deficientes de G-6-PD sao assin-
tomadticos embora possam manifestar hemolise de graus
varidveis quando expostos a alguns fatores do meio ambi-
ente, como a naftalina e os nitritos volateis ou, principal-
mente, quando fazem uso de medicamentos tais como
analgésicos, antipiréticos, antimalaricos, antibacterianos
sulfonamidicos e sulfénicos, entre outros (Ali, et al., 1999;
Beutler, 1994). As manifesta¢oes clinicas mais comuns sao
a ictericia neonatal e a anemia hemolitica aguda associada
a farmacos, infecgoes ou ingestdo de fava. Entretanto, os
farmacos constituem os principais agentes que desenca-
deiam crises hemoliticas nos deficientes de G-6-PD (Meh-
ta et al., 2000).

A hemodlise e a ictericia geralmente tém inicio dentro de 2
a 3 dias ap6s a administracao de uma determinada droga.
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Existem alguns fatores que influenciam a susceptibilidade
individual e a gravidade da hemdlise oxidativa induzida
por drogas. Entre eles destacam-se a dose, absor¢cao, meta-
bolismo e excrecao da droga, bem como, o efeito da mes-
ma ou de seu metabdlito sobre a atividade enzimatica. A
integridade metabdlica do eritrécito e o tipo de variante
enzimatica sdo fatores que também influenciam a suscep-
tibilidade a hemoélise oxidativa (Luzzatto et al., 2001).
Entre os diversos farmacos utilizados na clinica médica, a
acetanilida, fenilhidrazina, furazolidona, sulfacetamida,
sulfanilamida, sulfapiridina, sulfametoxazol, dapsona, tia-
zolsulfona, nitrofurantoina, acido nalidixico, fenazopiridi-
na, azul de metileno, azul de toluidina, trinitrotolueno, naf-
taleno e primaquina devem ser evitados por deficientes de
G-6-PD (Beutler, 1994; Luzzatto et al., 2001; Mehta et al.,
2000).

A ictericia neonatal é uma complicacdo comum da defici-
éncia de G-6-PD que se desenvolve tipicamente em recém-
nascidos com um a quatro dias de vida. Na maioria dos ca-
sos, entretanto, a ictericia é adequadamente controlada por
fototerapia. Alguns casos de ictericia neonatal sao bastan-
te graves podendo levar a danos neurolégicos permanen-
tes (Beutler, 1994; Luzzatto et al., 2001).

O presente estudo teve como objetivo principal a determi-
nacao da prevaléncia da deficiéncia glicose - 6 - fosfato de-
sidrogenase (G-6-PD) em pacientes atendidos no Laborato-
rio de Analises Clinicas do Hospital Universitario Onofre
Lopes.

MATERIAL E METODOS

No periodo de dezembro de 2002 a mar¢o de 2003 foram
estudados 569 pacientes, de ambos os sexos, atendidos no
Laboratério de Anadlises Clinicas do Hospital Universitario
Onofre Lopes, que tinham solicitacao de hemograma. Os
pacientes avaliados eram provenientes da Grande Natal e
de diversos municipios do interior do estado do Rio Gran-
de do Norte. Todos os pacientes ou seus respectivos repre-
sentantes legais assinaram o termo de consentimento cons-
ciente, de acordo com a resolucao 196/96 do Conselho Na-
cional de Saude, ap6s serem informados sobre a realizacao
do estudo.

A coleta das amostras foi realizada mediante punc¢ao veno-
sa e o sangue colocado em tubos contendo anticoagulante
(EDTA) na proporcao de 1mg/mL de sangue. Todas as
amostras foram submetidas as seguintes andlises laborato-
riais: hemograma e determinacao da atividade da G-6-PD.
O hemograma foi realizado através de contador automaéti-
co de células Cell Dyn, modelo 3500. A determinacao da
atividade da G-6-PD foi determinada inicialmente pelo tes-
te de reducao da metahemoglobina (Brewer et al., 1960).
As amostras deficientes foram confirmadas através do tes-
te de reducao da metahemoglobina modificado para ava-
liacao semiquantitativa (Severo et al., 1985).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 569 pacientes estudados, 409 (71,9%) eram adultos e
160 (28,1%) eram criancas. Os adultos tinham idade com-
preendida entre 15 e 70 anos; foram consideradas criancas
os que apresentaram idade inferior a 15 anos. Do total de
individuos estudados, 123 eram brancos, 414 pardos e 32
eram de etnia negra. Com a metodologia utilizada foram
identificados 20 deficientes de G-6-PD correspondendo a
uma prevaléncia de 3,5% sendo 1,6% e 4,3% entre os
brancos e pardos, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela |
Prevaléncia da deficiéncia de glicose-6-fosfato
desidrogenase (G-6-PD) em 569 indivaduos estudados
de acordo com o grupo étnico

Total de Atividade de G-6-PD
Grupo -
Gt amostras Normal Deficiente
lisadas
ana N % N %

Branco 123 121 98,4 02 1,6
Pardo 414 396 95,7 18 43
Negro 32 32 100

Total 569 549 96,5 20 3,5

Resultados semelhantes em nossa populacao foram observa-
dos por Sena & Ramalho (1986) e Medeiros et al. (1992) em
estudos realizados em adultos do sexo masculino evidenci-
ando uma prevaléncia de 2,64% e 3,30%, respectivamente.

Tabela Il
Prevaléncia da deficiéncia de glicose-6-fosfato
desidrogenase (G-6-PD) em 569 individuos estudados
de acordo com o sexo

Total de Atividade de G-6-PD
Sexo amostras Normal Deficiente
analisadas N % N %
Masculino 195 184 94,4 11 5,6
Feminino 354 345 97,5 09 2,5
Total 569 529 96,5 20 35

A Tabela 2 apresenta a prevaléncia da deficiéncia de glico-
se-6-fosfato desidrogenase (G-6-PD) de acordo com o sexo.
Entre os 195 individuos do sexo masculino 11 (5,6%) eram
deficientes, enquanto que, entre os 354 do sexo feminino,
9 (2,5%) apresentaram a eritroenzimopatia.

A deficiéncia de G-6-PD é transmitida como carater reces-
sivo ligado ao cromossomo X. Desse modo, € mais freqiien-
te em individuos do sexo masculino do que no sexo femini-
no (Ramalho, 1980).

Estudos populacionais tém mostrado variagoes significati-
vas da deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase em
diferentes grupos étnicos. Nas populac¢oes negréides e cau-
casoéides brasileiras, a freqliéncia de deficientes em G-6-PD
alcanca proporgoes consideraveis (Compri et al., 2000; Ra-
malho & Beiguelman, 1976, Garlipp & Ramalho, 1988).
Estudos realizados em diversas regides brasileiras eviden-
ciaram uma prevaléncia da deficiéncia enzimatica varian-
dode 1,7% a 4,97% (Compri et al., 2000, Garlipp & Rama-
lho, 1988; Lirio et al., 1980, Ramalho & Beiguelman, 1976,
Ramalho, 1980).

A atividade enzimédtica da glicose-6-fosfato desidrogenase,
determinada pelo teste de Brewer modificado (Severo et
al., 1985), mostrou valores médios de 35,4 + 21,2% para os
20 individuos deficientes e 90,5 + 5,8% em 20 individuos
com atividade enzimética normal (Tabela 3).

Os valores de referéncia para a atividade enzimatica de G-
6-PD estabelecidos para esse teste, variam de 70 a 100%
(individuos néo deficientes) e abaixo de 70% para indivi-
duos deficientes.
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Tabela Il
Valores médios da atividade enzimatica da glicose-6-fos-
fato desidrogenase (G-6-PD) entre 20 individuos deficien-
tes e 25 individuos com atividade normal determinada
pelo teste de redugcao da metahemoglobina modificado
para avaliacao semiquantitativa

Atividade de G-6-PD (%)

Normal Deficiente
Média 90,5 35,4
Desvio padrao 5,8 21,2
n 25 20

O teste de reducao da metahemoglobina (teste de Brewer)
trata-se de um método simples que utiliza reagentes de fa-
cil aquisicao. Apesar de ser um método qualitativo, ofere-
ce resultados satisfatérios e tem sido utilizado amplamente
por diversos autores em triagem populacional inclusive, na
deteccao da hiperbilirrubinemia neonatal (Compri et al.,
2000; Garlipp & Ramalho, 1988; Ramalho, 1980; Sanpavat
et al., 2001).

Tendo em vista os resultados obtidos e considerando a im-
portancia do diagnéstico da deficiéncia de G-6-PD, torna-
se relevante o reconhecimento de individuos deficientes
em nossa populacao, uma vez que podem manifestar he-
molise de graus varidveis quando expostos a acao de far-
macos tais como dapsona, sulfanilamida, sulfacetamida, fe-
nazopiridina entre outros.
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Eficacia da Terapia Antirretroviral e Avaliacao da
Apoptose em Pacientes Tratados em Diferentes
Estagios da Infeccao pelo HIV*

Efficacy of the Antiretroviral Therapy and Evaluation of Apoptosis in Patient Treated Differents
Periods of the Infection for HIV

Joel da Cunha’; Giovana L. Baggio'; Odilon S. Junior'; Julio C. Verdi® ; Aricio Treitinger’ & Celso Spada’®

~

/RESUMO - O uso da Terapia Antirretroviral (TARV) em individuos HIV+, reverte o quadro imunoldégico caracterizado pela deplecao
de linf6citos CD4+, e o aumento progressivo da carga viral, porém, permanece a controvérsia de qual o melhor momento de iniciéd-la.
O objetivo deste estudo foi o de se avaliar a recuperacao imunolégica através da quantificacao de linfécitos CD4+, CD8+, a relacao
CD4/CD8, a carga viral e a apoptose, em 48 pacientes HIV+ que iniciaram a TARV em diferentes periodos da infecgdo, de acordo com
seus niveis de linfocitos CD4+: CD4+ =350 células/mm?® (n=12) e CD4+ <350 células/mm?® (n=36), cujos parametros foram determina-
dos no inicio da terapia (Tempo 0) e ap6s 60, 120 e 180 dias. Os resultados demonstraram que nos grupos houve uma diferenca signi-
ficativa (p<0,05) de todos os tempos em relacao as médias basais, ndo ocorrendo uma diferenca significante (p>0,05) na comparacgéao
entre os grupos estudados, isso quando avaliado o fator tratamento ao longo dos tempos. Concluiu-se, portanto, que nao houve dife-
renca entre os tratamentos dos pacientes que iniciaram a TARV nos diferentes estagios da infeccao pelo HIV, ressaltando-se que héa
necessidade de um estudo por um periodo mais prolongado, para que melhor se avalie a proporcao da recuperacao imunoldgica da-
queles pacientes que iniciaram a TARV nas diferentes fases da infeccao.

\PALAVRAS-CHAVE - HIV, Terapia Antirretroviral (TARV), linfécitos CD4+, apoptose. Y,

/e SUMMARY - The use of the Antirretroviral Therapy (ART) in individuals HIV+ reverts the immunological status characterized by the\
depletion of lymphocytes CD4+ and progressive increase of the viral load, however the controversy stays of which the best moment
of beginning her. The objective of this study was it of evaluating the immunological recovery through the quantification of lymphocy-
tes CD4+, CD8+, the relationship CD4/CD8, the viral load and the apoptosis. 48 patient HIV+ had beginning TARV in different peri-
ods of the infection, in agreement with their levels of lymphocytes CD4+: CD4+ 2350 células/mm’ (n=12) and CD4+ < 350 células/mm*
(n=36), whose parameters were certain in the beginning of the therapy (Time 0) and after 60, 120 and 180 days. The results demons-
trated that in the groups there was a significant difference (p < 0,05) of all of the times in relation to the basal averages, not happe-
ning a significant difference (p>0,05) in the comparison among the studied groups, that when appraised the factor treatment along
the times. It was ended, therefore, that there was not difference among the patients treatments that began ART in the different peri-
ods of the infection for HIV, being stood out that there is need of the study for a period more lingering, so that better the proportion
of the immunological recovery of those patient ones is evaluated that began ART in the different phases of the infection.
KEYWORDS - H1V, Antiretroviral Therapy (ART), lymphocytes CD4+, apoptosis. Y,

A TARV esta associada, ainda, a menor incidéncia de
afeccoes oportunistas e a reducao da mortalidade de paci-
entes infectados pelo HIV-1'% que parece estar relaciona-
da a um relativo grau de restauracao do sistema imunolégi-
co decorrente da supressao da replicacao viral'.

Contudo, a TARV nem sempre resulta na recuperacao sa-
tisfatéria dos niveis sanguineos de células CD4+, principal-
mente quando os pacientes submetidos a ela se encontram
em estdgios mais avancados da infeccao pelo HIV®. Por ou-
tro lado, o inicio precoce da TARYV inclui riscos como o im-
pacto dos efeitos adversos das drogas na qualidade de vi-
da, a toxicidade potencial relacionada as drogas e a dimi-
nuicdo da aderéncia dos pacientes ao tratamento que pode
resultar em maior resisténcia as drogas disponiveis®.
Prévios estudos®®, tém recomendado o inicio da TARV

INTRODUCAO

A infeccao pelo virus da imunodeficiéncia humana tipo-1
(HIV-1) resulta em alteracoes efetivas e complexas no sis-
tema imunolégico, caracterizada por uma progressiva de-
plecédo de células CD4+*, as quais acompanham o aumen-
to progressivo dos niveis plasmaticos da carga vira”. A in-
feccao pelo HIV-1 também induz modificagdes qualitativas
profundas as células CD4+ e a outros elementos do sistema
imunolégico. Contudo, a causa e os mecanismos da de-
plecao de linfocitos CD4+ e da imunodeficiéncia verificada
nos estagios finais da infecgdo pelo HIV néo foram, ainda,
devidamente esclarecidos™*. Esta acentuada deplecao de
linfécitos CD4+ néo é resultante, apenas, do efeito citopa-
tico do HIV-1%, ela inclui a dindmica viral, através da regu-

lacao da densidade viral, do desenvolvimento, manutengao
e da efetividade da imunidade especifica para o HIV-1 e
dos mecanismos que mantém a integridade dos pools de
células nativas e células de memoria’.

A terapia antirretroviral (TARV) atualmente utilizada tem-
se mostrado eficaz na reducao da carga viral através da ini-
bicdo da replicagao viral', bem como, na reducéao dos niveis
de apoptose que decorre do processo de ativacao celular'*.

quando a infeccao pelo HIV se encontra, ainda, nos estéa-
gios iniciais da infeccao. No entanto, Levy e colaboradores
(1998) propoem que a TARV seja iniciada ja na fase aguda
da infeccao. Seguido destes, outros estudos mostraram que
pacientes submetidos a TARV, quando de uma contagem
de linfécitos CD4+ <200 células/mm? apresentaram mais
freqiientemente afeccoes oportunistas aqueles que iniciam
quando esta contagem de linfécitos CD4 é >350 célu-
1as/mm3 6,17,26,28.
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Entretanto, ainda permanecem controvérsias sobre estas
recomendacgoes e o melhor momento para se iniciar a
TARV. Com isso, o nosso objetivo foi avaliar a recuperacao
do sistema de defesa imune de pacientes que foram sub-
metidos a TARV em diferentes estdgios da infeccao: CD4+
2350 células/mm?® e CD4+ <350 células/mm?®, considerando
além da contagem de linfécitos CD4+, os niveis de apopto-
se e viabilidade celular.

MATERIAIS E METODOS

Participaram deste estudo 48 pacientes, voluntarios, com-
provadamente soropositivos para o HIV, diagnosticados
por dois métodos de ELISA com principios metodolégicos
distintos e confirmados por imunofluorescéncia indireta
(IFI), conforme recomendacdo do Ministério da Saude
(Brasil,1996), com indicacéo clinica para iniciarem o trata-
mento com farmacos anti-retrovirais com base nos critérios
determinados pela coordenacao Nacional de DST/AIDS.
Os pacientes, provenientes do ambulatério de DST/AIDS
da Secretaria de Saude do Municipio de Floriané6polis (SC),
ap6s triagem com infectologista, foram encaminhados ao
Laboratério de Anadlises Clinicas do Hospital Universitario
da Universidade Federal de Santa Catarina (HU/UFSC)
para coleta do material biolégico (sangue) para a quantifi-
cacao da carga viral (RNA do HIV) por metodologia NAS-
BA™ (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification - Orga-
non—Teknika® ,Boxtel, The Netherlands), linfécitos CD4+ e
CD8+ por Citometria de Fluxo FACSCount™ (Becton Dic-
kinson®, USA) e avaliacao de viabilidade celular de linfoci-
tos (apoptose) com conjunto reativo LIVE/DEAD® (L-
3224), contendo calceina AM e homodimero-1 de etidio
(EthD-1) (Molecular Probes Incorporation®, USA), com en-
saio em Citémetro de Fluxo FACSCallibur™ (Becton Dic-
kinson®, USA), através dos programas CELLQuest® e
PAINT-A-GATE®. Os pacientes com linfécitos CD4+ =350
células/mm® (n=12) e CD4+ <350 células/mm?® (n=36), fo-
ram avaliados antes do inicio da terapia (Tempo 0) e apés
60, 120 e 180 dias com TARV. As variaveis estudadas foram
comparadas entre os grupos e por grupo. Todos os pacien-
tes fizeram uso de TARV composta por 2 inibidores da
transcriptase reversa andlogos de nucleosideo, associado a
um inibidor da transcriptase reversa nao nucleosidico
(2ITRN + 1 ITRNN)). Para avaliar o efeito do tratamento ao
longo dos tempos entre os grupos estudados, utilizou-se da
Anélise de Variancia Multivariada de Medidas Repetidas,
considerando o efeito do fator tempo, e a interagao entre os
fatores tempo e tratamento, e para andlise em cada grupo
especificamente, foi realizado andlises de contrastes orto-
gonais. Para todos os resultados, foi utilizado o nivel de sig-
nificdncia p<0,05. A realizacdo deste estudo foi aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos,
da Universidade Federal de Santa Catarina, processo nu-
mero 026/99. Todos os pacientes que participaram deste
estudo foram classificados como assintomaticos, de acordo
com as recomendacoes do Ministério da Saude, e como
portador do HIV (Z-21) de acordo com o Cédigo Internaci-
onal de Doencas, estabelecido pela Organizacao Mundial
de Saude, em 1998*.
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RESULTADOS

Linf6citos CD4+, CD8+

Um aumento significativo de linfécitos CD4+ ocorreu aos
60 dias de terapia em relacao as médias basais em ambos
os grupos, quando avaliado o fator tempo de tratamento
(p<0,05) (Fig.1; Tab.1). Ja, aos 120 e 180 dias, nao se veri-
ficou alteracao significativa em relacao as médias verifica-
das aos 60 dias de tratamento (p>0,05). Na comparacao en-
tre os grupos, avaliando os tratamentos ao longo do tempo
de 180 dias, nao houve diferenca significativa (p>0,05)
(Fig.1; Tab.1). No grupo que iniciou a TARV com CD4+
2350 células/mm® a média de acréscimo de células foi de
11,4%, em comparacdo ao acréscimo de 37,73% de células
do grupo que iniciou a TARV com CD4+ <350 células/mm?®
(Fig.1; Tab.2). Quanto aos linf6citos CD8+, nao ocorreu di-
ferenca significativa em nenhum momento do estudo para
o grupo CD4+ <350 células/mm? (p>0,05; Fig.2), e o grupo
CD4+ =350 células/mm?®, demonstrou um decréscimo signi-
ficativo de suas médias apenas aos 60 dias, sendo que aos
120 e 180 dias de terapia, este decréscimo foi diferente
apenas em relacdao a média basal (p<0,05; Fig.2). Na com-
paracao entre os grupos, nenhuma diferenca pode ser
constatada (p>0,05), e o decréscimo percentual do ntimero
de linfécitos CD8+ foi de 29,6% e 2,1% para os grupos
CD4+ 2350 células/mm® e CD4+ <350 células/mm?, respec-
tivamente (Tab.2).

Relacao CD4/CD8 e Carga Viral

Apbés 60 dias do uso da terapia, a relacao linfécitos
CD4/CD8 apresentou aumento significativo (p<0,05), po-
rém aos 120 e 180 dias, s6 houve diferenca estatistica sig-
nificativa (p<0,05) em relacao as médias basais, em ambos
os grupos (Fig. 3; Tab.1). Na comparacao entre os grupos,
nao ocorreu diferenca significativa (p>0,05). O percentual
de acréscimo na relacao CD4/CD8 foi de 34,9% e 42,2%,
para CD4+ =350 células/mm® e CD4+ <350 células/mm?,
respectivamente (Tab.2). A carga viral ap6s 60 dias apre-
sentou uma queda abrupta em suas médias em ambos os
grupos, caracterizando uma diferenca significativa
(p<0,05) em relacdo as médias basais, e seus valores assim
permaneceram até o fim do periodo de estudo (Fig.4;
Tab.1). Os resultados nao apresentaram diferenca signifi-
cativa quando foi realizada uma comparacao entre os gru-
pos que iniciaram a terapia em diferentes estagios
(p>0,05), e o percentual de queda da carga viral foi de
94,32% e 99,25% para os grupos CD4+ =350 células/mm’ e
CD4+ <350 células/mm?, respectivamente (Tab.2).

Linfécitos Viaveis, Inviaveis e Apoptéticos

As médias de linfécitos viaveis (Fig.5) e em apoptose
(Fig.6) apresentaram uma significativa diferenca (p<0,05)
aos 60 dias em relacao as médias basais nos dois grupos, e
aos 120 e 180 dias esta diferenca foi significativa apenas
em relacdo as médias basais (p<0,05; Tab.1). O linfécitos
inviaveis (Fig.7) ndo apresentaram diferencas estatisticas
(p>0,05) durante os 180 dias de estudo, e a analise estatis-
tica comparando os grupos, nao apresentou diferencas sig-
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nificativas para nenhum parametro de viabilidade e apop-
tose (p>0,05; Tab.1). O grupo CD4+ =350 células/mm® obte-
ve um acréscimo maior na percentagem de linfécitos vid-
veis (58,18%), um decréscimo maior nos linf6citos apopt6-
ticos (39,35%) e inviaveis (25,53%), em relacdo ao grupo
CD4+ <350 células/mm?®, que obteve, respectivamente, um
aumento de 45,85% nos linfocitos viaveis, decréscimo de
33,18% e 17,28% para linfécitos apoptéticos e inviaveis,
respectivamente (Tab.2).

Tabela |
Valores de Médias (M) e Desvio Padrao (DP) para
linfécitos CD4+, CD8+, Rel CD4/CD8, Carga Viral e
Viabilidade Celular (apoptose) nos tempos 60, 120 e 180
dias apos inicio da Terapia Antirretroviral em dois
estagios diferentes da infec¢ao.

1800¢, ——CD4+> 350

1500 b & CD4+< 350

1200

Linfécitos T CD8+(células/mm,)

900 7 7

600-1 ‘ l ‘

3000 2 a ! a
0 60 120 180

Tempo (dias)

Efeito do Fator Tempo: p<0,05
Efeito entre os Fatores Tempo ¢ Tratamentos: p>0,05
Letras diferentes indicam diferengas significativas: p<0,03,

Fig. 2. Efeito da Terapia Antirretroviral sobre a contagem de Linfocitos
CD8+, em dois grupos de pacientes que iniciaram terapia com CD4+
350 células/mm3 e CD4+ <350 células/mm3 (Média + DP).

CD4+ > 350 células/mm’ CD4+ < 350 células/mm’ ——CD4+> 350
MARCADOR T Média Desvio T Média Desvio w 1.00[ - CD4+< 350
(dias) ™) Padrio (dias) () Padrio a b
0 485,42" 87,60 0 188,40" 94,70 % b
CD4+ 60 542,70° 266,77 60 282,40° 155,80 a2
120 547,66" 196,80 120 274,80° 130,75 o
180 547,83 220,50 180 300,10° 167,70 8
0 108.714,28" | 91.050.26 0 182.500,00" | 252,368,00 3
Carga Viral 60 7.363,14" 12.257,11 60 2.490,12" 2.745.29 <
120 3474.62° | 7.88838 120 1.015.09" 1.605.17 =
180 6.172.00° | 1.793.50 180 1368,18" | 157161 =
0 1.175.33" 48451 0 810.63" 406,93 =
CD8+ 60 1.045,5[]" 435,33 60 795,78 437,19 é
120 960,16" 326,14 120 782,84" 346,91 b
180 897.66" 284,10 180 793,36" 421,64 L i 4 4.
0 041" 0.17 0 026" 0,14 0 60 120 180
Rel CD4/CD8 60 057" 032 60 043" 035 Tempo (dias)
= 0
120 0.60 - 020 120 041 - 022 Efeito do Fator Tempo: p<0,05
180 0,63 0,20 180 0.45 0.39 Efeito entre os Fatores Tempo ¢ Tratamentos: p>0,05
0 15,69" 11,55 0 20,22" 14,31 Letras diferentes indicam diferengas significativas: p<0,05.
6ei 60 23.56" 13,40 60 26.07" 16,41 R . . . | = Lo
Vidveis 120 34,59" 22,04 120 35.89" 20,18 Flg. 3. Efeito da Terapla Antirretroviral sobre a relagao de Linfocitos
180 37,52 17.68 180 44.10" 22.13 CD4/CD8, em dois grupos de pacientes que iniciaram terapia com
0 9.28 891 0 1111 8.69 Z " A
Linfécitos 0 535 72 0 038 631 CD4+ 350 células/mm3 e CD4+ <350 células/mm3 (Média + DP).
Invidveis 120 9.49 10.26 120 10,94 830 —
180 692 538 180 9.19 6.67 3 250000, —— CD4+> 350
0 72,93 16,40 0 68.22° 17.68 E _
Linfoci 60 63,70" 19,64 60 64,12" 19,17 2 200000f , = CD4+<350
Apoptéticos 120 52,71° 20,85 120 56,12" 18,34 ~§ =,
180 44,23b 18,06 180 ¢ 21,18 ~
4558 = 150000
=)
Tabela Il <
L o . . < 100000
Variacao percentual (%) de acréscimo (+) e decréscimo <
(-) ocorrida ao fim de 180 dias de estudo £ 50000
para os parametros em estudo. N b
VARIACAO MEDIA EM 180 DIAS (%) 0 b b
MARCADOR CD4+ > 350 céls./mm’ CD4+ < 350 céls./mm’ 120 180
CD4+ +11,4 +37,73 Tempo (dias)
Carga Viral _94,32 _99’25 Efeito do Fator Tempo: p<0,05
Efeito entre os Fatores Tempo ¢ Tratamentos: p>0,05
CD8+ -29,6 -2,1 Letras diferentes indicam diferencas significativas: p<0,05.
Rel CD4/CD8 +34,9 +42,2
Linfécitos Viaveis +58.18 +45,85 ) ) ; . . .
Linfocitos Inviaveis 25.43 1728 Fig. 4. Efeito da Terapia Antirretroviral sobre a carga viral (RNA do HIV-
Linfocitos Apoptéticos 39,35 33,18 1), em dois grupos de pacientes que iniciaram terapia com CD4+ 350
células/mm3 e CD4+ <350 células/mm3 (Média + DP).
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Linfocitos viaveis (%)

Efeito do Fator Tempo: p<0,05
Efeito entre os Fatores Tempo e Tratamentos: p>0,05
Letras diferentes indicam diferengas significativas: p<0,05

Fig. 1. Efeito da Terapia Antirretroviral sobre a contagem de Linfécitos
CD4+ em dois grupos de pacientes que iniciaram terapia com CD4+
350 células/mm3 e CD4+ <350 células/mm3 (Média = DP).
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FFig. 5. Efeito da Terapia Antirretroviral sobre linfécitos viaveis (vivos),
em dois grupos de pacientes que iniciaram terapia com CD4+ 350
células/mm3 e CD4+ <350 células/mm3 (Média = DP).
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Letras diferentes indicam diferengas significativas: p<0,05.

Fig. 6. Efeito da Terapia Antirretroviral sobre linfocitos apoptéticos, em
dois grupos de pacientes que iniciaram terapia com CD4+ 350 célu-
las/mm3 e CD4+ <350 células/mm3 (Média + DP).
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Fig. 7. Efeito da Terapia Antirretroviral sobre linfocitos inviaveis (mor-
tos), em dois grupos de pacientes que iniciaram terapia com CD4+
350 células/mm3 e CD4+ <350 células/mm3 (Média + DP).

DISCUSSAO

A TARV tem propiciado grandes beneficios clinicos e imu-
nolégicos nos pacientes infectados pelo HIV? porém, o
grau de reconstituicao do sistema imune nao tem sido com-
pletamente alcancado®, e tem se verificado comprometi-
mento clinico nos pacientes em estagio avancado da in-
feccao”. No entanto, ainda ha duvidas de quando seria o
melhor momento para institui-la*, e nesse interim, tem-se
observado mudancas nos consensos sobre TARV que pos-
tulavam uma terapia mais agressiva, quando de uma alta
contagem de linfécitos CD4+, para uma terapia mais tar-
dia, tendo seu inicio quando de uma baixa contagem de
células CD4+ (CD4+ <200 células/mm?), fase da infeccao
onde hé maior risco para progressao para AIDS ou morte®*.
Ainda, uma outra controvérsia recai sobre o papel da apop-
tose como potencial mecanismo de deplecdo de linfécitos
CD4+ em pacientes HIV+, pois estudos tém demonstrado
este mecanismo como responsével pela deplecao de linf6-
citos em individuos infectados pelo virus'>*®. Roger e cola-
boradores (1999), demonstraram que a apoptose de linféci-
tos CD4+ em pacientes HIV+, ocorre em menor extensao
quando do uso da TARYV, e esta inibicao parece ser inde-
pendente da viremia plasmatica, o que também foi verifi-
cado por Gougeon (1995) e Katsikis (1995) que demonstra-
ram altos niveis de apoptose em pacientes em estdgios
mais avanc¢ados da infeccdo, ja com AIDS.

Na avaliacao dos linfécitos CD4+, verificamos que ambos
os grupos tratados obtiveram aumento na sua contagem de
linfécitos CD4+ ao fim de 180 dias de estudo, tendo o gru-
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po CD4+ =350 células/mm?®, alcancado os valores de refe-
réncia, ndo havendo, todavia, diferenca estatistica (p>0,09)
em relacdo ao grupo tratado com CD4+ <350 células/mm?,
quando avaliado o fator tratamento ao longo do tempo. Ja
na comparacao entre os grupos, a diferenca foi significati-
va (p<0,05) em todos os tempos, 60, 120 e 180 dias em re-
lacdo ao tempo O (zero), porém, vale lembrar que esta é
uma caracteristica dos pacientes que fazem uso da TARV™.
Ressalta-se, que mesmo nao ocorrendo diferenca estatisti-
ca (p>0,05) entre os grupos, observa-se que houve um pre-
dominante acréscimo de linfécitos CD4+ no decorrer de
180 dias no grupo CD4+ <350 células/mm?® (188,40 +94,70 -
300,10 £167,70), se comparado ao grupo CD4+ =350 célu-
las/mm3 (485,42 +87,60 - 547,83 +220,50) que recuperou os
valores de referéncia, o que percentualmente significa um
acréscimo de 37,3% e 11.3%, respectivamente.

Em estudo realizado por Plana e colaboradores (2000) por
um periodo de 12 meses, pacientes que iniciaram TARV
com CD4+ >500 células/mm?®nao obtiveram acréscimo sig-
nificativo de células aos 180 dias (792 +157 para 772 +157),
o que é igualmente observado em nosso estudo para o gru-
po que iniciou a TARV com CD4+ =350 células/mm?®, con-
tudo, apods este periodo e ao fim de 12 meses o acréscimo
chegou a 43,3% (792 £263 — 1.398 +452). Acréscimos seme-
lhantes foram obtidos por Opravil e colaboradores (2002) e
Bart e colaboradores (2000), em estudos realizados por um
periodo de doze meses, demonstrando um pequeno acrés-
cimo no periodo inicial de seis meses de terapia, porém re-
levante ao fim do estudo. Estes autores, além de terem de-
monstrado com seus resultados uma completa normali-
zacao quantitativa de linfécitos CD4+ apds 180 dias de te-
rapia, também sinalizaram uma recuperacao da resposta
antigeno especifica, com uma efetiva e durdvel supressao
da replicacao viral, e uma preservacao da funcao imune
em pacientes tratados precocemente com linfécitos CD4+
=350 células/mm® e CD4+ 2400 células/mm? respectiva-
mente, resultando em uma significativa diminuicao na pro-
gressao clinica.

A redugdo no numero de linfécitos CD8+ que acompanha
a restauracado dos niveis de linfécitos CD4+ em individuos
em uso de TARYV, ocorre tanto no sangue periférico como
nos nodulos linfaticos?, sendo esta reducao dependente dos
valores basais iniciais de linf6citos CD8+ e carga viral®. Em
nossos pacientes, a queda nos niveis de linfécitos CD8+,
ocorreu somente no grupo tratado no estdgio precoce da
infeccao (CD4+ =350 células/mm? (p<0,05), porém, nao
houve diferenca significativa em relacao ao segqundo grupo
(tratado tardiamente), e observou-se que esta queda foi
progressiva. E importante ressaltar a relacio desta queda
progressiva com os valores obtidos dos linfécitos CD4+ do
grupo CD4+ =350 células/mm?®, cujo grupo obteve um pe-
queno acréscimo de células e recuperou seus valores de re-
feréncia, o que caracteriza, uma diminuicdo da atividade
citotéxica responsiva dos linfécitos CD8+ a uma menor es-
timulacao crénica dos linfécitos CD4, nestes pacientes con-
siderados menos debilitados pela infeccao do HIV-1*. Ao
contrdrio disso, o grupo que iniciou TARV com CD4+ <350
células/mm?®, no qual verificou-se um acréscimo de linféci-
tos CD4+ mais significativo, os valores para CD8+ mantive-
ram-se constantes e sem alteracoes significativas (p>0,05)
até o fim do periodo de estudo, demonstrando que, apesar
da restauracao quantitativa de linfécitos CD4+, a atividade
estimulatéria sobre linfécitos citotéxicos permaneceu ativa.
Estes resultados para linfécitos CD8+ corroboram com os
resultados de outros estudos que iniciaram a TARV preco-
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cemente, onde seus valores tiveram uma queda percentu-
al e absoluta, ja ao fim de seis meses de terapia, em respos-
ta hd um aumento gradual dos linfécitos CD4+23.

Para os valores da relacao CD4/CD8 obtidos no tempo de
estudo, nao ocorreu diferencas significativas (p>0,05) na
comparacao entre os grupos, mas somente em cada grupo,
nos tempos 60, 120 e 180 dias em relacao ao tempo 0 (ze-
ro). Estes resultados sdo uma resposta direta da manu-
tencao dos linfécitos CD4+, quanto aos seus valores de re-
feréncia no grupo CD4+ =350 células/mm?®, e a queda dos
linfécitos CD8+. Com isso, este grupo apresentou valores
de Rel CD4/CD8 acima de 0,5 (valor de referéncia) ja aos
60 dias de TARV, em contrapartida aos valores abaixo de
0,5 do grupo CD4+ <350 células/mm?®.

O aumento na contagem de linfécitos CD4+ esta associado
a uma diminuicao da apoptose, quando do uso da TARV®,
e esta teoria é suportada por alguns estudos****. Nossos re-
sultados véem corroborar com estes trabalhos, ao mostrar
uma reducao significativa (p< 0,05) nos niveis de apoptose
para ambos os grupos, CD4+ =350 células/mm? (72,93%-
44,23%) e CD4+ <350 células/mm? (68,22%-45,58%) ao fim
de 180 dias. Estes resultados estao associados a um aumen-
to do ntiimero de linfécitos CD4+ e a uma elevagédo no per-
centual de células vidveis, onde o grupo com CD4+ =350
células/mm*® apresentou um aumento de 15,69% para
37,52% de células viaveis (p< 0,05), e houve um aumento
de 20,22% para 44,10% (p< 0,05) no grupo que iniciou a
TARV com CD4+ <350 células/mm?. Com isso, demonstra-
se que o acréscimo no numero de linfécitos vidveis foi de
58,18% e 45,85%, respectivamente, e o decréscimo do nui-
mero de linfécitos em apoptose foi de 39,35% e 33,18%
menores, respectivamente.

Associado ao aumento de linfécitos CD4+, uma réapida e
efetiva diminuicdo na concentracao de particulas virais no
plasma a niveis indetectaveis, € obtida apods inicio da
TARV¥. Resultados estes também evidenciados em nosso
trabalho, onde ocorreu uma queda abrupta e proporcional
em ambos os grupos em estudo, aos 60 dias, e que mante-
ve-se durante todo o periodo do estudo, caracterizando di-
ferencas significativas em relacdo ao niveis basais (p<0,05).
Alguns trabalhos tém demonstrado que estes niveis de car-
ga viral no plasma, caracterizados como indetectdaveis, nao
necessariamente correspondem a completa laténcia viral,
indicando que existe uma persistente replicagao viral resi-
dual nos 6rgaos linféides*.

Portanto, para os parametros laboratoriais avaliados neste
estudo, os resultados ndo mostram diferencas estatisticas
significativas entre os grupos que iniciaram a TARV em di-
ferentes estdgios da infeccao, entretanto, é importante ob-
servar a evolucao destes resultados, onde o grupo que ini-
ciou as TARV com CD4+ =350 células/mm? para todos os
parametros analisados, com excecdao da carga viral, mos-
trou uma reconstituicdo imunolégica, quantitativa, mais
consistente em relacao ao grupo CD4+ <350 células/mm?.
Percebe-se com isso, a necessidade de caracterizar a pro-
porcao da recuperacao imunolégica em cada grupo, em um
periodo de estudo mais prolongado e assim correlaciona-
los para se saber o momento mais adequado para instituir
a TARV. Por fim, nossos resultados também caracterizam,
como em outros estudos, a apoptose como um possivel e
importante parametro para avaliar a eficacia da TARV em
pacientes infectados pelo HIV, com perspectiva, ainda, de
avaliarmos os varidveis graus de apoptose em pacientes
que fazem uso da TARV, com ou sem associacao de Inibi-
dores de Protease (IP).
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