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Teste VDRL para o diagnostico da sifilis. Avaliacao dos
resultados em uma unidade de atencao primaria de
saude*

The VDRL Test for Syphilis Diagnose. Evaluation Results in a Health Basic Unit.

Liduina Ribeiro Santana’, Marilia Joffily Pereira da Costa Parahyba®, Maria José Alencar’ & Dayan
de Aratjo Marques®.

/RESUMO - O teste VDRL é um recurso imunodiagnéstico utilizado com freqiiéncia para o diagnéstico da sifilis, doenca que se man-
tém ainda hoje como importante problema de satide publica em todo mundo. O trabalho objetivou verificar os resultados dos testes
VDRL de pacientes atendidos em uma Unidade Basica de Saude. Analisou-se 1.126 exames realizados no laboratério do Nucleo de
Atencao Médica Integrada — NAMI — Universidade de Fortaleza, entre janeiro de 1998 a dezembro de 1999. Dos 1.126 exames anali-
sados, 1.090 (96,8%) foram nao reagentes (NR), 32 (2,8%) reagentes (R) e 4 (0,4%) duvidosos (D). Quanto aos testes reagentes, 6 (0,5%)
eram de pacientes do sexo masculino e 26 (2,3%) do sexo feminino. A idade dos homens variou de 10 meses (sifilis congénita) a 67
anos, sendo 3 (50%) entre homens de 15 a 40 anos. Entre as mulheres, a idade variou de 12 a 45 anos, com 18 casos (69,2%) em mu-
lheres de 20 a 39 anos. Os resultados obtidos revelam a permanéncia da infeccao em nosso meio e a importancia do teste VDRL co-
mo suporte no acompanhamento dessa doenca, em especial em Unidades Bésicas de Saude.

PALAVRAS-CHAVE - Infecc¢oes por treponema, Sifilis, Sorodiagnéstico da sifilis. J

(¢ SUMMARY - The VDRL test is a imunodiagnosis resource used frequently for syphilis diagnose, a disease that maintains itself as an
important public health problem all over the world. This study aims to verify the VDRL test results of the patients attended at a He-
alth Basic Unit. It were analysed 1.126 exams made at the “Nucleo de Atencdo Médica Integrada - NAMI - Fortaleza — University's
laboratory”, between January, 1998 and December 1999. Among the 1.126 analysed exams, 1.090 (96,8%) were not reagent (NR), 32
(2,8%) were reagent (R) and 4 (0,4%) unclear (D). About the reagent tests, 6 (0,5%) were from male patients and 26 (2,3%) were from
female patients. Men's age varied from 10 months (congenital syphilis) to 67 years old, being 3 men (50%) between 15 to 40 years old.
Among women, age varied from 12 to 45 years old, with 18 cases (69,2%) in women from 20 to 39 years old. The obtained results re-
veal the maintance of the disease in our environment and the VDRL importance as a support in the follow up of this disease, speci-
ally in Health Basic Units.

KEYWORDS - Treponemal infections, Syphilis, Syphilis serodiagnosis. Y,
INTRODUQAO Sifilis congénita recente
(diagnosticada até o 2° ano de vida)
Asifﬂis ou lues é uma doenca infecciosa sistémica, de 'S.iﬁhs Copgénita tardia .
evolucdo cronica, que ocupa uma importancia signifi- (diagnosticada ap6s o 2° ano de vida)
cativa entre os problemas mais freqiientes de satde pibli- O diagnostico da sifilis € baseado na avaliacdo clinica, na
ca em todo o mundo. O agente causador da sifilis foi deno- identificacao do agente etiol6gico (pesquisa direta do T. pal-
minado em 1905, como sendo o Treponema pallidum, um lidum no exsudato seroso das lesdes) e nos testes sorologi-
espiroqueta adquirido na maioria dos casos durante re- cos. O recurso diagnoéstico mais frequentemente utilizado é
lagbes sexuais. Outras formas de transmissdo também po- o teste sorolégico, visto que, o paciente na maioria das ve-
dem ser observadas: transfusdes sangiiineas, passagem zes, quando procura o servigo de saude, ja nao mais se en-
transplacentaria da mae infectada para o feto, pela saliva e contra na fase inicial da doenca, que se caracteriza pelo sur-
contato com exsudatos de lesdes recentes da pele ou mu- gimento da tlcera ou cancro. As provas soroldgicas constitu-
cosas (ROUQUAYROL et al., 1999). em o Unico meio de identificacdo para a forma latente da si-
De acordo com o Manual de Controle das Doencas Sexual- | filis adquirida, na qual nao sao observados quaisquer sinais
mente Transmissiveis do Ministério da Satde (1999), a do- ou sintomas clinicos que sugiram a presenca da doenca.
enca esté classificada em: Dois grupos de testes soroldgicos sdo utilizados para o
oSifilis adquirida recente diagnostico:
(com menos de um ano de evolucao) eTestes antigénicos nao treponémicos ou testes lipoidicos:
- Primaria - VDRL (Venereal Disease Research Laboratory)
- Secundaria - RPR (Rapid Plasm Reagin)
- Latente recente eTestes treponémicos ou pesquisa de anticorpos verdadeiros
- FTA-ABS (Fluorescent Treponema Antigen Absorvent)

oSifilis adquirida tardia - MHA-TP (Micro hemo-aglutinac¢éo para Treponema pallidum)
(com mais de um ano de evolucéao) - EIA / ELISA (Enzimaimunoensaio para anticorpo anti-Tre-
- Latente tardia ponema)
- Tercidria -PCR (Polimerase Chain Reaction)
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O treponema possui uma fracao lipidica, comparavel a cardi-
olipina em sua constituicdo antigénica. Os testes nao trepo-
némicos ou lipoidicos, utilizam reac¢ées tendo por base a car-
diolipina, na qual detectam-se anticorpos denominados rea-
ginas. Processos patolégicos, como doencas autoimunes, de-
terminadas infecc¢oes bacterianas e virais, algumas protozoo-
ses e situagoes, dentre as quais gravidez, idade avancada e
drogadicc¢ao, também podem liberar antigenos lipoidicos, os
quais levam a producao de reaginas, traduzindo-se em resul-
tados falsos positivos para sifilis, demonstrando assim a nao
especificidade das reacdes nao treponémicas (VAZ et al,
1996; LIMA et al., 1999; CORBELLINI et al., 2000).

Os testes treponémicos utilizam antigenos de T. pallidum
através de reagdes imunoldgicas de elevada sensibilidade
e especificidade. Sao testes confirmatérios, tteis para ex-
clusao de falsos positivos a sorologia nao treponémica, po-
rém com procedimentos mais complexos, alto custo, nao
disponiveis como exames de rotina e inadequados para
avaliacao da resposta terapéutica (VAZ et al., 1996; COR-
BELINNI et al., 2000).

A prova do VDRL, é um dos testes nao treponémicos utili-
zados rotineiramente no imunodiagnoéstico da sifilis. Devi-
do ao baixo custo e praticidade quanto a sua realizacao,
vem sendo usado em larga escala na maioria dos laborat6-
rios de unidades de atencao primadria de satide. Apresenta
uma técnica rdpida de microfloculacdao, na qual utiliza an-
tigenos extraidos de tecidos como a cardiolipina, um lipide
derivado do coracao de bovinos. A cardiolipina, quando
combinada com lecitina e colesterol, forma sorologicamen-
te um antigeno ativo, capaz de detectar anticorpos humo-
rais presentes no soro durante a infeccao sifilitica, uma a
quatro semanas ap6s o aparecimento do cancro primario.
As dosagens quantitativas do VDRL, expressas em titulos,
em geral se elevam até o estagio secundario. A partir do
primeiro ano da doenga, os titulos tendem a diminuir, po-
dendo a reatividade desaparecer mesmo sem tratamento.
Com a infeccao corretamente tratada, o VDRL tende a ne-
gativar-se entre 9-12 meses, embora a reatividade em bai-
xos titulos ( =< 1:8 ) possa perdurar por varios anos ou até
por toda a vida. Esta reatividade residual denomina-se
“meméria” sorolégica. Desta maneira, titulos baixos po-
dem significar doen¢a muito recente ou muito antiga, tra-
tada ou nao (BELDA, 1991).

Este trabalho tem como objetivo verificar os resultados dos
testes VDRL de pacientes atendidos em uma unidade de
atencdo primaéria de satude, no periodo de janeiro de 1998
a dezembro de 1999.

MATERIAL E METODOS

Foi desenvolvida uma analise retrospectiva no universo
dos 2.146 testes VDRL realizados no laboratério do Ntcleo
de Atencao Médica Integrada — NAMI - Universidade de
Fortaleza, no periodo de janeiro de 1998 a dezembro de
1999. O critério utilizado, para a inclusao na amostra, foi o
fato dos pacientes se encontrarem devidamente cadastra-
dos no Servico de Arquivo Médico - SAME, da unidade, no
periodo referido. O total resultou em 1126 exames VDRL.
Os testes foram solicitados pela equipe médica e de enfer-
magem, tendo por base o critério gestacional e casos sus-
peitos de sifilis, quer sejam na ginecologia-obstetricia, na
pediatria ou clinica médica.

As variaveis estudadas contemplam o sexo e a idade, sen-
do 99 pacientes do sexo masculino e 1027 do sexo femini-
no, com idades variando entre 10 meses e oitenta anos.
Analisou-se os resultados do referido teste na populacao
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estudada, verificando-se o numero de casos VDRL reagen-
tes (R), ndao reagentes (NR) e duvidosos (D). Os testes que
apresentaram resultados duvidosos nao tiveram confir-
macao subsequente, pelo fato do nao retorno dos pacientes
ao servico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A verificacao dos 1.126 testes VDRL mostrou um maior nu-
mero de pacientes do sexo feminino, com idades entre 03 e
70 anos. A faixa etaria predominante variou de 17 a 42
anos. Uma possivel explicacdo para a maior freqiiéncia de
mulheres em nossa casuistica, seria a utilizacao do teste
VDRL como rotina pré-natal, realizado na clinica obstétrica
do servico. Tayra e Matida, em estudo realizado em 1997,
no estado de Sao Paulo, afirmam ser histérico o maior com-
parecimento das mulheres as unidades basicas de satde,
provavelmente em decorréncia da demanda do servico gi-
necolégico. Com relacdo ao sexo masculino, a idade variou
de 10 meses a 80 anos, ndao havendo predominancia de fai-
xa etdria para a realizacao do exame.

Dos exames verificados, foram encontrados 32 (2,8%) testes
reagentes (R), 1090 (96,8%) testes nao reagentes (NR) e 4
(0,4%) testes duvidosos. Com referéncia aos testes reagen-
tes (R), 6 (0,5%) sao de pacientes do sexo masculino e 26
(2,3%) de pacientes do sexo feminino, observando-se uma
maior proporc¢ao de testes reagentes entre os homens. Estu-
do realizado por Vaz et al., (1996), em laboratério privado
do Estado de Sao Paulo, encontrou 3% de testes VDRL rea-
gentes em 2.080 pacientes do sexo masculino e em 6.641
pacientes do sexo feminino. Rouquayrol et al., (1996), no le-
vantamento das doencas de notificacdo compulséria, em
Fortaleza, no periodo de 1991 a 1995, revela uma maior fre-
qléncia de sifilis em pessoas do sexo masculino.

Quanto aos testes nao reagentes (NR), 91 (92%) eram de
pessoas do sexo masculino e 999 (97,3%) de pessoas do se-
x0 feminino. Um percentual de 0,4% (04 casos) de testes
duvidosos foi encontrado para ambos os sexos (Tabela 1).
A idade dos pacientes com testes reagentes (R) variou de
10 meses a 67 anos para o sexo masculino. Cinquenta por
cento dos casos encontrados foram entre homens na faixa
de 20 a 49 anos (Tabela 2). Esses dados estdao em consondan-
cia com os encontrados na literatura, quando mostra uma
maior incidéncia da doenca em homens jovens (15 a 40
anos), provavelmente, devido a uma maior exposicao
(ROUQUAYROL et al., 1996). Foi constatado nesse grupo,
um unico caso de sifilis congénita recente (diagnosticada
até o 2° ano de vida). Em 1993, os Ministérios da Satude dos
paises latino-americanos estabeleceram como meta para o
ano 2000, a eliminacao da sifilis congénita, considerada um
problema de saude publica (M.S., 1999).

A tabela 3 apresenta os testes reagentes (R) de pacientes
do sexo feminino, cuja faixa de idade variou de 12 a 45
anos, com predominancia da segunda (23,0%) e terceira
(46,2%) décadas de vida, mostrando tendéncia semelhante
aos resultados encontrados no levantamento epidemiolégi-
co das doencas infecciosas em Fortaleza — 1991 a 1995,
quando revela uma maior freqiiéncia da infeccdo sifilitica
em mulheres com idades situadas entre 20 a 34 anos (ROU-
QUAYROL et al., 1996).

A tendéncia temporal da infeccao sifilitica em Fortaleza,
mostrou um decréscimo no periodo de 1991 a 1995, entre-
tanto, dados do SINAM (Sistema de Informacoes de Agra-
vos de Notificacdo — Secretaria da Saude do Estado do Ce-
ard) mostram a ocorréncia de 554 casos de sifilis no ano de
1998, sendo 76 de sifilis congénita, 477 ndo especificada e
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01 caso de sifilis secundaria. Para o ano de 1999, observa-
se a notificacdo de 319 casos, com 76 casos de sifilis congé-
nita, 239 nao especificada, 03 secundarias e 01 caso de si-
filis recente latente.

Os indices de VDRL reagentes (R), encontrados neste estu-
do, refletem a permanéncia da infeccdo em nosso meio e
alertam para a necessidade da realizacao deste teste em
populacoes de maior risco, em especial as gestantes, devi-
do a transmissao transplacentdria.

TABELA |
Distribuicao dos pacientes segundo testes VDRL e sexo
SEXO
TESTE MASCUL INO FEMININO VAL
N % N % N %
VDRL -R 6 6 26 2,5 32 2,8
VDRL -NR 91 92 999 97,3 1.090 96,8
VDRL -D 2 2 2 0,2 04 0,4
TOTAL 99 100 1.027 100 1.126 100
R - reagentes; NR - ndo reagentes; D - duvidosos
Fonte: Lab. NAMI, 1998 - 1999
TABELA II

Distribuicao dos pacientes do sexo masculino com teste
VDRL reagente (R)

GRUPO ETARIO N %
<1 1 16,7

1-19 1 16,7

20-49 3 50,0

>50 1 16,7
TOTAL 6 100

Fonte: Lab. NAMI, 1998 - 1999

TABELA 11l
Distribuicao dos pacientes do sexo feminino com teste
VDRL reagente (R)

GRUPO ETARIO N %
10—19 4 15,4
20-29 6 23,0
30 -39 12 46,2

> 40 4 15,4
TOTAL 26 100

Fonte: Lab. NAMI, 1998 - 1999

A anélise dos resultados encontrados nos permite delinear:
1.Para a realizacao dos exames:

eHouve maior nimero de mulheres;

oA faixa etaria predominante entre as mulheres variou de
17 a 42 anos;

eNao houve predominancia de faixa etaria entre os ho-
mens.

2.Para os testes reagentes:

eMaior proporcao para o sexo masculino;

eCinquienta por cento dos testes foram entre homens jo-

vens (15 a 40 anos);
eQuanto ao sexo feminino, observou-se predominancia da
segunda e terceira décadas de vida.

CONCLUSAO

Embora o comportamento do VDRL frente ao diagnéstico
da sifilis apresente algumas limitacdes, como reacoes falso-
positivas em situagoes patoldgicas ou fisiolégicas, menor
sensibilidade quando comparado aos testes treponémicos,
deve-se ressaltar a importancia do referido teste como di-
agnostico preventivo e principalmente como seguimento
terapéutico, através de dosagens quantitativas. Desta ma-
neira, aliada a avaliacao clinica do paciente, o teste VDRL
se constitui um instrumento de significativa importancia na
triagem sorol6gica, como também no acompanhamento da
infeccao sifilitica.
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Macroprolactina, um método de diferenciacao de pro-
lactinas de elevado peso molecular pela precipitacao
por Polietilenoglicol.

Macroprolactine, a method to detetc prolactines de high molecular weight with precipitation with
poliethylenoglycol.

Alberto Magno Lobo Colares & Northon Pestana da Silva*

para confirmagao diagnéstica.

(F RESUMO - Um estudo realizado no setor de horménios do Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Geral de Brasilia adaptou pa-\
ra equipamentos de quimioluminescéncia o método de precipitacao por polietilenoglicol em soros de pacientes com hiperprolactine-
mia para deteccao de isoformas da prolactina com elevado peso molecular (macroprolactina), evitando, com isto, estudos de imagens

\PALAVRAS-CHAVE - Macroprolactina, precipitagdo por polietilenoglicol. J

tine), avoiding, with this, image studies to confirm diagnosis.

(¢ SUMMARY - A research made in the hormony sector of the Laboratorty of Clinical Analisys of th Hospital Geral de Brasilia of the
Defense Ministery had adapted the method of precipitation with poliethylenoglycol (PEG 6000) in serum of patients with hyperpro-
lactinemia for chemiluminescence equipments in order to detect the isoforms of prolactine with high moleculer weight (macroprolac-

KEYWORDS - Macroprolactine, precipitation with polyethylenoglycol. Y,

INTRODUCAO

m virtude de um consideravel nimero de casos trazidos

ao Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital Geral de
Brasilia, de pacientes com aumento no nivel de prolactina
sérica, frente ao diagnéstico clinico e estudos de imagens in-
compativeis com hiperprolactinemias sugestivas de adeno-
mas hipofisérios, o setor de hormoénios deste laboratorio ini-
ciou uma pesquisa no 2° semestre de 2002, com a finalidade
de solucionar tal incompatibilidade. Apé6s acesso a publi-
cacgoes cientificas, os caminhos levaram ao estudo da macro-
prolactina e a sua dosagem. Um novo desafio se configurou,
uma vez que se necessitou adaptar a técnica de precipitacao
pelo Polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) aos equipamentos
utilizados em nossa rotina, na metodologia de quimiolumi-
nescéncia, protocolo até entdao por nés desconhecido.
Buscando sempre a sintonia entre o teste laboratorial e o
diagnéstico clinico, este estudo comprovou a eficacia da
adaptacao da técnica, pioneira em laboratérios das Forcas
Armadas e criou-se, em 2004, no Laboratério de Anélises
Clinicas do Hospital Geral de Brasilia o protocolo com a
dosagem rotineira da macroprolactina em todos os pacien-
tes com hiperprolactinemia.
A metodologia mais utilizada na pesquisa da existéncia de
quantidades significativas de macroprolactina é o estudo da
recuperacao ap6s a precipitacdo com Polietilenoglicol 6000
(PEG 6000). A frequiéncia do achado do predominio da ma-
croprolactina em pacientes com hiperprolactinemia se en-
contra na faixa de 25%®". A importancia destes achados se
prende ao fato de estas formas terem menor atividade biol6-
gica e estao associadas a casos assintomaticos ou oligosinto-
maticos e ao encontro de estudos de imagem normais. Desta
maneira, em especial, em pacientes cujo quadro clinico nao
seja caracteristico de hiperprolactinemia, a pesquisa da ma-
croprolactina é fundamental. Em amostras positivas, estudos
de imagens como ressonancia magnética e/ou tomografia
computadorizada podem ser evitados, principalmente, em
pacientes sem quadro clinico suspeito de hiperprolactinemia.

A dosagem da prolactina é um teste rotineiro em numero-
sas condicbes da pratica clinica e o encontro de niveis ele-
vados (hiperprolactinemia) pode desencadear outros proto-
colos diagnésticos mais complexos e de custo elevado.

A prolactina, do ponto de vista molecular, € um hormoénio
bastante heterogéneo, existindo em trés formas principais
em circulacao: monoémero de 23 KDa, dimero (Bigprolacti-
na) com 45 KDa e macroprolactina (Big-big prolactina) de
peso molecular acima de 150 KDa.

Em condi¢oes normais ou em pacientes com hiperprolacti-
nemia sintomatica, predomina na circulacao a forma mo-
nomeérica (acima de 90%). A macroprolactina é constituida,
na maioria dos casos, por uma associa¢ao entre uma molé-
cula de prolactina e uma imunoglobulina, o que leva a uma
meia vida mais longa e atividade biol6gica menor, esta se
encontra em praticamente todos os individuos, mas em
concentragoes pouco expressivas, em geral abaixo de 10%
da prolactina geral circulante.

PATOLOGICO
Tumores hipofisarios
Lesao de haste-hipotalamo-hipofisario
Selavazia
Insuficiéncia Renal Crénica
Doencas Infiltrativas
Ovérios policisticos
Doenca de Cushing

FISIOLOGICO FARMACOLOG ICO
Gravidez TRH
Amamentacao Estrégenos
Estimulo_do mamilo Neurolépticos
Exercicios Anti-hipertensivos
Estresse Metoclopramida
Sono Reserpina
Periodo neonatal Antidepressivos

Quadro 1 - Principais fatores do aumento da prolactina

Diversos trabalhos relatam o encontro de pacientes com ni-
veis elevados de prolactina sérica que, no entanto, sao as-
sintomaticos. Este individuos tinham em comum o fato de
que a forma predominante de prolactina circulante era a
macroprolactina.

A estrutura da macroprolactina relaciona-se com a pre-
senca de imunoglobulinas em circulacao e que se ligam a
prolactina formando um imunocomplexo alterando as pro-
priedades funcionais, tornando-se menos disponivel para a
ligacdo com os receptores especificos, diminuindo a ativi-
dade biolégica, porém aumentando a sua meia vida na cir-
culacao e, sendo detectado por equipamentos de auto-
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macao na dosagem da prolactina, causam um consideravel
aumento nas suas dosagens.

MATERIAIS E METODOS

O método de referéncia para a quantificacao da macropro-
lactina é a cromatografia liquida em coluna de gel filtracao,
porém é um método trabalhoso, demorado e alto custo.
Uma metodologia de triagem deteccao da presenca de ma-
croprolactina em quantidades significativas em pacientes
com hiperprolactinemia, necessita de que seja simples, es-
pecifica e de baixo custo, porém com boa reprodutibilida-
de com método de referéncia.

Na busca desta metodologia de triagem, buscou-se a adap-
tacdo da técnica de precipitacao pelo PEG 6000 ao método
de quimioluminescéncia, onde a exposicdo de complexo
imunoglobulina-prolactina a concentracoes definidas de
polietilenoglicol causa a insolubilidade do mesmo.

Foram utilizados neste estudo os equipamentos Immulite
2000 (DPC laboratories) e ADVIA Centaur (Bayer), para as
determinacdes da prolactina pelo método de quimiolumi-
nescéncia. A precipitacao do soro foi efetuada utilizando-
se uma solucgao a 25% de Polietilenoglicol 6000 (PEG 6000)
Merck Ref. S 37510315.

Como faixa de corte na eleicao dos pacientes a serem do-
sados, foi definido o dobro da concentracao limite da faixa
de referéncia utilizada neste laboratério, ou seja 58 ng/ml
para mulheres e 34 ng/ml para homens.

Preparo do reagente de precipitacao:

Polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) Merck (S 37510315) a 25%
- Preparar 10 ml de solucao utilizando 2.5 g de PEG para
10 ml de 4dgua destilada (valido por 3 meses em
temperatura de 2 a 8 °C).

Apo6s a dosagem da prolactina, pelo método de quimiolu-
minescéncia, e sendo confirmada a hiperprolactinemia
prepara-se a amostra:

Precipitacao das cadeias pesadas:

0,200 mL
0,200 mL

- Homogenizar em voértex por 1 minuto.
- Centrifugar a cerca de 2500 rpm por 20 minutos.
- Dosar a prolactina no sobrenadante.

Calculo da recuperacao:

Prolactina do sobrenadante X 100 = % de recuperacao
Prolactina Total

Valores de referéncia:

- Maior que 60% - Negativo para macroprolactina
- Entre 30 e 60% - Indeterminado
- Menor que 30% - Positivo para macroprolactina

OBS. Os valores considerados como indeterminados de-

vem ser submetidos a dosagem por cromatografia em colu-
na de gel ou a diagnoéstico de imagem.
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DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A aplicacao rotineira do teste de precipitacao com polietile-
noglicol, na pesquisa da macroprolactina, tem revelado nu-
meros surpreendentes. Ao longo de 12 meses de acompa-
nhamento em um total de 3406 dosagens de prolactina, rea-
lizou-se a pesquisa em todas as amostras com niveis de pro-
lactina superiores ao dobro do limite superior da faixa de re-
feréncia, com 181 amostras (5,3 % do total). Destas, 84
amostras (46,4%) apresentaram recuperacdes acima de
60%, com o predominio da forma monomérica. Recupe-
racgoes inferiores a 30%, ou seja, positivas para macroprolac-
tina, foram encontradas em 71 amostras, 39,2 % do universo
pesquisado. Resultados indeterminados, com recuperacao
entre 30 e 60%, somaram 26 amostras, ou 14,4%, que foram
encaminhadas ao servico de diagnésticos por imagens.

Recuperagdo | Acimade 60% | Abaixo de 30 % | Entre 30 e 60 % Total
(Negativas) (Positivas) (Indeterminadas)
Amostras 84 (46.4 %) 71 (39.2 %) 26 (14.4%) 181 (100 %)

Quadro 2: Resumo dos resultados obtidos

CONCLUSAO

A diferenciacao dos casos de hiperprolactinemias assinto-
maticas, através da precipitacdao pelo polietilenoglicol
(PEG 6000), ajuda a definir o quadro clinico em mais de 85
% dos casos analisados, a um custo muito baixo, evitando-
se encaminhamentos desnecessdrios de pacientes a estu-
dos de imagens (tomografia computadorizada e ressonan-
cia magnética nuclear), o que desonera o sistema de satde
e agiliza o diagnoéstico destes casos.
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Controle externo da qualidade dos diagnoésticos citologi-
cos no rastreamento do cancer cervical: estudo piloto*

External quality control in the cytologic diagnosis in screening cervical cancer: piloty study
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/RESUMO - Todos os sistemas de avaliagao do desempenho dos Laboratérios de Citopatologia exigem um programa de controle in-
terno e externo da qualidade. Este estudo tem por objetivo avaliar a concordancia dos diagnosticos citopatolégicos do Laboratério Ro-
mulo Rocha com os diagnésticos da Unidade de Monitoramento Externo da Qualidade (UMEQ), bem como, avaliar a freqiiéncia de
casos discordantes, falso-positivos e falso-negativos. Foram enviados a UMEQ 537 esfregacos selecionados pelo sistema SISCOLO du-
rante o ano de 2003, incluindo todos os casos positivos, todos os insatisfatérios e no minimo 5% dos exames negativos. Apenas seis ca-
sos foram considerados discordantes pela UMEQ, dos quais trés casos foram considerados negativos pelo Romulo Rocha, destes, dois
foram reavaliados como ASC e um como ASC/AG, um caso negativo foi reavaliado como insatisfatério, um caso de NIC 2/HPV foi re-
avaliado como ASC e um caso de NIC 1/HPV reavaliado como NIC 2/HPV pela UMEQ. A concordancia diagnostica entre o Rémulo
Rocha e a UMEQ foi de 0,99 de acordo com o coeficiente Kappa. Este estudo mostrou estrito controle interno da qualidade desenvol-
vido no Laboratério Romulo Rocha. Sua prética pode ser til para orientar diversas medidas de educagao continuada.
PALAVRAS-CHAVE - Controle de Qualidade, cancer cervical, falso-negativo, falso-positivo.

/

SUMMARY - Systems of laboratory development assessment in cytopathology require an intern and external quality control. The aim\
of the present study was to assess concordance of cytopathologic diagnosis in the Laboratory Rémulo Rocha with cytopathologic di-
agnosis carried out in the External Quality Control Unit (UMEQ), as well as to evaluate frequency of discordant cases, false-positive
and false-negative. For this, 537 smears were randomly selected by SISCOLO throughout the year 2003, including all positive and un-
satisfactory cases and at least 5% of the negative ones. Only six discordant cases were detected. Three of these cases were conside-
red negative by Rémulo Rocha, two were rescreened as ASC and one case was rescreened ASC/AG, one negative case was rescree-
ned as unsatisfactory, one case NIC 2/HPV was rescreened as ASC and another case NIC 1/HPV was rescreened as NIC 2/HPV by
UMEQ. The diagnostic agreement between Romulo Rocha and UMEQ was 0.99 according to kappa coefficient. Results of the study
reveal that the Romulo Rocha uses a very strict quality control, which can be helpful in guiding students in continued education pro-

grams.

KEYWORDS - Quuality control, cervical cancer, false-negative, false-positive. Y,

INTRODUGAO

Oexame de citopatolégico é o método mais utilizado em
programas de rastreamento do cancer do colo do ute-
ro por ser simples, barato, seguro e aceitdvel, tendo como
principal objetivo identificar lesdoes pré-malignas e malig-
nas bem como auxiliar no diagnéstico de infecgdes genitais
e outras entidades benignas (Vooijs et al., 1996; Zeferino,
1996; WHO, 1998).

No entanto, a literatura tem mostrado que existem aproxi-
madamente 2% a 62% de resultados falso-negativos e as
principais causas sdo atribuidas erros na coleta de materi-
al, no escrutinio do esfregaco ou na interpretacao dos diag-
nosticos (Gay, 1985; Koss, 1989; Bosch et al., 1992; Mitchell
&Medley, 1995).

Em paises onde programas de rastreamento sdo bem estru-
turados e organizados, taxas de incidéncias e mortalidade
por cancer do colo uterino sao reduzidas, mas para isso sao
de fundamental importancia um monitoramento sistemati-
co do desempenho e acurdcia. Tem sido mostrado que pro-
gramas de controle interno e externo da qualidade podem
melhorar a eficdcia e acurdcia dos diagnésticos do rastrea-
mento cervical (CDC, 1992).

Dentre os métodos de garantia interna da qualidade dos
exames citopatolégicos o universalmente utilizado € a re-
visao aleatéria de 10% dos resultados negativos no escru-

tinio de rotina (Kraemer, 1989; CDC, 1992; Melamed & Fle-
hinger, 1992).

Recentes estudos mostram outra abordagem para a re-
ducao de falso-negativos. O método consiste em revisao ra-
pida de 100% dos exames citopatolégicos negativos no es-
crutinio de rotina. De todos os métodos manuais de revisao,
este é o que parece apresentar melhor desempenho na de-
teccao de falso-negativos e também melhor relacao custo
beneficio (Hutchinson, 1996; Faraker & Boxer, 1996; Diehl
& Prolla, 1998, Amaral et.al, 2003).

Programas de controle externo da qualidade também foram
implementados visando melhoria no diagnéstico citopatol6-
gico. Na Itdlia foi realizado um programa de controle exter-
no da qualidade com a participacao de sete laboratérios e
identificou uma grande variabilidade entre os observado-
res. Para adequacao da amostra houve uma variacao do
Kappa entre 0.01 e 0.29 e para anormalidades epiteliais
uma variacao entre 0.53 e 0.78 (Cocchi, et al, 1996).

No Brasil, o Ministério da Satde preconiza que todos os la-
boratérios que realizam os exames citopatolégicos para o
Sistema Unico de Satide (SUS) devem submeter-se ao Siste-
ma de Monitoramento Externo da Qualidade (Brasil, 2002).
Para o monitoramento externo, sao selecionadas no minimo
10% do total dos exames realizados, obedecendo aos crité-
rios: todas as laminas positivas, todas as laminas insatisfato-
rias e no minimo de 5% dos exames normais (Brasil, 2002).
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Em resumo, um dos maiores problemas enfrentados pelos
laboratérios de citopatologia é o nimero elevado de resul-
tados falso-negativos, e um dos principais motivos é varia-
bilidade inter-observador, principalmente nos diagndsticos
limitrofes. E importante identificar as principais causas de
erros e divergéncias de diagnoésticos, para que através de
um treinamento e educacgao continuada os profissionais
possam uniformizar os critérios citolégicos, atualizar e me-
lhorar o desempenho no diagnéstico das lesdes pré-malig-
nas e malignas. Este estudo tem por objetivo avaliar o de-
sempenho do Laboratério Romulo Rocha, comparando os
resultados dos diagnésticos citopatolégicos com os resulta-
dos da Unidade de Monitoramento Externo da Qualidade
(UMEQ) bem como, avaliar a freqiiéncia de casos discor-
dantes, falso-positivos e falso-negativos.

MATERIAL E METODOS

Este estudo teve como base a populacao feminina usuéria do
Sistema Unico de Satide (SUS) de Goiania que se submete-
ram ao exame citopatolégico realizados no Laboratério Ro-
mulo Rocha da Faculdade de Farmadcia-UFG no ano de
2003. Na rotina do Laboratério sdo adotados os seguintes
critérios de revisdao como controle interno da qualidade: 1-
esfregacos positivos, 2- esfregagos com critérios clinicos re-
levante e exames prévios alterados, 3- revisdo rapida de
100% dos esfregacos negativos, 5- esfregacos insatisfatérios.
A casuistica deste estudo foi de 537 esfregacos citopatolo-
gicos, cujas laminas selecionadas com os respectivos lau-
dos foram encaminhados para a Hospital das Clini-
cas/UFG-UMEQ, incluindo todos os casos positivos, todos
os casos insatisfatérios e no minimo 5% dos exames nega-
tivos, selecionados aleatoriamente, devendo atingir no mi-
nimo 10% do total de exames realizado, de acordo com o
Sistema de Informacao Laboratorial do Programa Nacional
de Combate ao Cancer do Colo Uterino- SISCOLO-Quali-
dade (BRASIL , 2002). Pelo critério de selecao foram sele-
cionados 223 esfregacos negativos, 113 insatisfatorios, 63
ASC, dois ASC/AG, 95 NIC 1/HPV, 31 NIC2/HPYV, seis
NIC3/HPV/AG, trés AG e um carcinoma invasor.

Foram considerados discordantes os casos em que houve
mudanca de conduta clinica, de acordo com os critérios es-
tabelecidos pelo Ministério da Saude/Instituto Nacional do

Cancer (MS/INCA), conforme demonstrado abaixo:

Atipia escamosa

Atipia escamosa provavelmente neoplasica
provavelmente ndo Atipia glandular

neoplasica «—p | Atipia de origem indefinida
Lesdo intra- epitelial Lesio intra-cpitelial

de baixo grau (NIC1- de alto grau (NIC 2, NIC 3)
HPV) Carcinoma
Adenocarcinoma

Nega
Insatisfatorio | 4P| pooional

Para a avaliacdo de ocorréncia de falso-negativos e falso-
positivos foi utilizada a classificacao de erros de diagnosti-
cos em citopatologia, proposta pela equipe do Ministério
da Saude do Canadé (Anderson, et al, 1987; Walton, 1976):
Falso-negativo: diagnoéstico inicial de material inadequa-
do, citologia normal ou inflamatoéria e a revisao como diag-
néstico de NIC 3 (Lesao de alto grau) ou invasor.
Falso-positivo: diagnéstico inicial de NIC (Lesdo escamosa)
e/ou invasor e a revisao como diagnéstico de citologia nor-
mal ou inflamatoria.

Para a andlise de dados foi utilizado o programa “SAS for
Windows" (SAS, 2001). A magnitude da concordancia entre
os diagnésticos realizados pelo laboratério Rémulo Rocha e
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pela UMEQ foi mensurada pelo coeficiente Kappa com seus
respectivos intervalos de confianca de 95% e classificado da
seguinte forma: menor que 0- concordancia péssima; de 0 a
0.2- concordancia ruim; de 0.2 a 0.4- concordancia razoavel;
de 0.4 a 0.6- concordancia boa; de 0.6 a 0.8- concordancia
muito boa e de 0.8 a 1,0- excelente (Landis, 1977).

RESULTADOS

Dos 537 esfregacos revisados, observou-se uma discordancia
para os diagnésticos negativos em quatro casos e insatisfato-
rios em apenas um caso. Para os diagnésticos classificados
como ASC ou ASC/AG houve discordancia em quatro caso e
para as neoplasias intra-epiteliais cervicais (NIC) houve ape-
nas um caso de discordancia para NIC 1 (Tabela- I).
TABELA |
Freqiiéncia dos diagnésticos dos Laboratérios
Roémulo Rocha e UMEQ

Diagnéstico Laboratério UMEQ
R Rocha

n % n %
Negativo 223 41,5 219 40,8
Insatisfatério 113 21,0 114 21,2
ASC 63 11,7 66 12,3
ASC/AG 02 0,4 03 0,6
NIC1L/HPV 95 17,7 94 17,5
NIC2/HPV 31 5.8 31 5.8
NIC3/HPV/AG 06 1,1 06 1,1
AG 03 0,6 03 0,6
Ca 01 0,2 o1 0,2
Total 537 100 537 100

ASC: Células Escamosas Atipicas

NIC 1: Neoplasia intra-epitelial cervical - grau 1

NIC 2: Neoplasia intra-epitelial cervical - grau 2

NIC 3: Neoplasia intra-epitelial cervical - grau 3

AG: Atipia Glandular

Ca: Carcinoma invasor
Observaram-se seis casos discordantes, destes, trés casos
classificados como negativos pelo Laboratério Romulo Ro-
cha dois foram reavaliados como ASC e um como ASC/AG
pela UMEQ, um caso classificado como negativo foi reava-
liado como insatisfatério, um caso classificado como NIC
2/HPV foi reavaliado como ASC e um caso classificado co-
mo NIC 1/HPV foi reavaliado como NIC 2/HPV pela
UMEQ. Nao foram observados casos falso-negativos ou
falso-positivos. A concordancia diagnéstico entre o Labora-
tério Romulo Rocha e a UMEQ foi de 0,99 de acordo com o

coeficiente Kappa (Tabela II).

TABELA 11
Concordéncia dos diagnoésticos citopatolégicos
entre os Laboratérios Romulo Rocha e UMEQ
UMEQ
Lab. R. Rocha Neg Insat ASC ASC/ NIC1/ NIC2/ NIC3/ AG Ca Total

AG HPV HPV HPV/AG
Neg 219 01 02 01 223
Insat 113 113
ASCUS 63 63
ASC/IAG 02 02
NIC 1/HPV 94 01 95
NIC 2/HPV 01 30 31
NIC 3/HPV/AG 06 06
AG 03 03
Ca 01 01
Total 219 114 66 03 94 31 06 03 01 5837

Coeficiente Kappa: 0,99 (0,97 a 1,00) IC 95%
Neg: Negativo para malignidade

Insat: Insatisfatorio

ASC: Células Escamosas Atipicas

NIC 1: Neoplasia intra-epitelial cervical - grau 1
NIC 2: Neoplasia intra-epitelial cervical - grau 2
NIC 3: Neoplasia intra-epitelial cervical - grau 3
AG: Atipia Glandular

Ca: Carcinoma invasivo
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Segundo normas estabelecidas pelo Ministério da Sat-
de/Instituto Nacional do Cancer (MS/INCA), a UMEQ terd
no maximo 90 dias, a contar do recebimento do material,
para a conclusao da avaliacdo, devolucao das laminas e
elaboracao de relatério de avaliacao do laboratério de ori-
gem. Neste estudo observou-se que o tempo de devolugao
dos esfregacos enviados para UMEQ foi em média de
11meses (Tabela III).

TABELA IlI
Tempo de devolucdo dos esfregacos enviados
para a UMEQ
Variavel n | Média | Desvio Percentil Mediana | Percentil
meses | padréo 25% 75%
Tempo 537| 11,10 2,37 9,30 11,57 11,83
Devolugdo
DISCUSSAO

Este estudo mostrou que os diagnésticos citopatolégicos do
Roémulo Rocha/UFG em relacao aos diagnésticos citopato-
légicos emitidos pela UMEQ nao apresentaram divergén-
cias significativas, o nivel de concordancia entre os Labo-
ratérios foi considerado excelente de acordo com o coefici-
ente Kappa que foi de 0,99%. Nenhum caso falso-negati-
vo, falso-positivo e discordancia de mais de um grau foi ob-
servado. Apenas quatro casos classificados inicialmente
como negativos foram reavaliados como: um insatisfatorio,
dois atipias em células escamosas e um atipia em célula es-
camosa e glandular.

Estudo recente mostrou que na avaliacao do controle ex-
terno da qualidade a freqiiéncia de concordancia foi de
86,62%; a discordancia de um grau em 12,4% e a discor-
dancia de mais de um grau foi de 0,96% (Maeda, et al.,
2004).

Ainda, neste estudo, observou-se que o tempo de devo-
lucdo das laminas enviado para a UMEQ foi em média 11
meses. Diante deste longo periodo para a devolugéo, os ca-
sos discordantes nao foram imediatamente corrigidos, o
que prejudica o objetivo do monitoramento externo da
qualidade, que é oferecer servicos de qualidade a popu-
lacdo. Felizmente, ndo houve prejuizo para mulher, tendo
em vista que, nenhum caso falso-negativo ou falso-positivo
e discordancia de mais de um grau foi detectado. No en-
tanto, esforcos devem ser feitos para que as normas estabe-
lecidas pelo Ministério da Saude sejam cumpridas para
que a populacao nao fique prejudicada.

Diversos autores tém destacado a importancia da revisao
dos esfregacos negativos como estratégia para monitora-
mento interno da qualidade (Jones, 1995; Collago, 2002;
Maeda, et al., 2004). O monitoramento externo da qualida-
de e a revisao dos esfregacos negativos sdo exercicios efi-
cientes de educacgao continuada e permitem entender me-
lhor a causa de diagnésticos incorretos ou discordantes,
bem como planejar formas de melhorar o desempenho do
laboratério (Pittoli et al., 2003; Maeda, et al., 2004).

Este estudo podera também, servir de subsidio no sentido
de avaliar o desempenho da equipe, bem como, motivar
outros laboratérios para a implementacao do controle in-
terno da qualidade e educacao continuada, visando princi-
palmente a uniformizacao de critérios. Conseqlientemente
diminuira as taxas de resultados falso-negativos e falso-po-
sitivos, que é um dos maiores problemas enfrentados na ro-
tina de um laboratério. Em fim, entendemos que os resul-
tados deste estudo traduzem também, um estrito controle
interno da qualidade, que vem sendo desenvolvido pelas
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profissionais especialistas em citologia clinica do Laborato-
rio Rémulo Rocha.
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Avaliacao de Lesoes Intra-Epiteliais Escamosas e
Microbiologia em exames citologicos realizados em
um Laboratorio de Porto Alegre, RS

Avaliation of squamous intraepithelial lesions and microbiology in citologyc smears in a laboratory
of Porto Alegre, RS

Andréia Buffon'; Mariema Civa’ & Virginia Frota de Matos’.

~

/RESUMO - O exame citolégico é um dos mais apropriados métodos de deteccao de lesoes pré-cancerosas e cancer de colo uterino.
Um total de 11077 exames citolégicos foi analisado do arquivo de um laboratério privado em Porto Alegre, RS, no periodo de janeiro
de 2003 a dezembro de 2003. O objetivo do presente estudo foi determinar o padrao de lesdes intra-epiteliais escamosas detectadas
nestes exames citolégicos. Dos exames analisados, 10769 (97,21%) apresentaram resultados dentro dos limites da normalidade, 115
(1,04%) apresentaram células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US), 160 (1,44%) foram de lesao intra-epitelial
escamosa de baixo grau (LSIL/HPV), 32 (0,29%) de lesao intra-epitelial escamosa de alto grau (HSIL) e 2 (0,02%) apresentaram car-
cinoma de células escamosas. O maior indice de LSIL/HPV foi encontrado na faixa etaria entre 15 e 24 anos, e o maior indice de HSIL
foi encontrado na faixa etdria entre 35 e 44 anos. Dos 309 exames alterados, quando comparados com a respectiva microbiologia, ob-
servou-se um predominio de Lactobacillus sp. (43,7 %). Nos casos de ASC-US, 46% tiveram como flora Lactobacillus sp., seguido por
29% de outras floras. Nos casos de LSIL/HPV, também houve um maior indice de Lactobacillus sp.(45%), seguido por Gardnerella va-
ginalis (25,6%).

PALAVRAS-CHAVE - Citologia, Lesao Intra-Epitelial Escamosa, Processos Inflamatérios. Y,

/¢ SUMMARY - The cytologic smear is one of the most appropriate methods of pre-cancerous and cervical cancer detection. A total oh
11,077 cytologic smears from a private laboratory in Porto Alegre / RS — Brasil were analyzed, from January/2003 to December/2003.
The purpose of this study was to determine the standard of squamous intraepithelial lesions detected on these smears. From the to-
tal analyzed, 10,769 (97.21%) were inside the normality levels, 115 (1.04%) showed atypical squamous cells of undetermined signifi-
cance (ASC-US), 160 (1.44%) low grade squamous intraepithelial lesion (LSIL/HPV), 32 (0.29%) high grade squamous intraepithelial
lesion (HSIL) and 2 (0.02%) squamous cell carcinoma. The highest level of LSIL/HPV was found between the ages of 15 and 24, and,
between 35 and 44, HSIL was predominant. From the 309 abnormal smears, when compared to respective microbiology, were obser-
ved the predominance of Lactobacillus sp. (43,7%). On the ASC-US cases, 46% had as flora Lactobacillus sp., followed by 29% of other
floras. Regarding the LSIL/HPV, also occurred a higher percentage of Lactobacillus sp. (45%), followed by Gardnerella vaginalis

(25,6%).

KEYWORDS - Citology, Squamous Intraepithelial Lesion, Inflammatory Process Y

INTRODUCAO

Océncer de colo de utero é a segunda causa de cancer
em mulheres no mundo. Estima-se que a incidéncia
em escala mundial seja cerca de 500.000 casos por ano,
sendo a patologia responsavel por 15% de todas as neopla-
sias invasoras diagnosticadas em mulheres®. A estimativa
de incidéncia de neoplasia maligna de colo do utero, no Rio
Grande do Sul, para o ano de 2003, foi de 19,89 casos para
cada 100.000 mulheres*.

A citologia cérvico-uterina é um dos exames mais apropri-
ados de triagem para detectar lesdes pré-cancerosas e can-
cer da cérvice. Ela permite a prevencao de canceres inva-
sivos por identificacao de suas lesoes precursoras, que po-
dem estar presentes muitos anos antes de ocorrer invasao®.
Para classificar as lesdoes pré-cancerosas, atualmente, po-
de-se utilizar uma associacao entre o Sistema Bethesda,
2001*, e a classificacao de Richart, 1967%, que relaciona
lesao intra-epitelial escamosa de baixo grau (LSIL) com ne-
oplasia intra-epitelial cervical (NIC I) e infeccao por HPV,
e lesdo intra-epitelial escamosa de alto grau (HSIL) com
NIC II e NIC III.

A infeccao pelo Papilomavirus Humano (HPV) tem sido

descrita como fator necessario para a ocorréncia do cancer
de colo do utero. Entre os co-fatores que se associam a um
elevado risco de desenvolver este cancer, se encontram:
idade prematura do inicio da vida sexual, multiplicidade
de parceiros, histéria de infec¢oes sexualmente transmissi-
veis como co-infeccao pelo HIV e infeccao por Trichomo-
nas vaginalis*e tabagismo®. Através de estudos da histéria
natural do carcinoma do colo uterino, chegou-se ao con-
senso de que justamente no periodo da adolescéncia e da
vida sexual ativa existem as maiores condicoes de insta-
lacao e desenvolvimento de atipias celulares devido a ati-
vidade biolégica maxima da matriz celular cervical que,
posteriormente, podera evoluir para a formacao de lesbes
neopldsicas propriamente ditas**. Portanto, a estratégia
atualmente reconhecida na prevencao desta neoplasia é a
deteccgao precoce por meio do exame preventivo de Papa-
nicolau realizado periodicamente!.

A citologia tem também importante papel no reconheci-
mento das lesdes inflamatérias, pois ela permite avaliar a
intensidade dessas lesdes e em alguns casos determinar o
agente. A inflamacao é o conjunto dos fendmenos reativos
a qualquer agressao do tecido, seja bacteriana, viral, mic6-
tica, quimica ou fisica. No exame de Papanicolau, as lesdes
inflamatérias sao identificadas pela migracao de leucéci-
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tos, macréfagos e plasmécitos para o local da inflamacao,
modificacdo da estrutura dos epitélios, por altera¢oes mor-
folégicas especificas ou ndo a determinado agente e even-
tual identificacao do fator causal’.

A associacao entre doencas malignas e os distirbios infla-
matorios inclui a incidéncia aumentada em alguns tipos de
cancer. O estimulo cronico do crescimento induzido pelos fa-
tores de crescimento liberados pelas células pode ter um im-
portante papel na carcinogénese destas patologias. Outros
fatores incluem o dano quimico ou a mutacao induzida por
radicais livres produzidos pelas células inflamatérias, um
agente oncogénico infeccioso e outros fatores desconhecidos
que podem ter levado ao distturbio inflamatério cronico™.

O prognoéstico de um paciente com cancer, além das con-
digcdes inerentes ao préoprio paciente, depende do diagnoés-
tico precoce e do planejamento terapéutico correto. Dada a
importancia da citologia no diagnéstico precoce de lesdes
intra-epiteliais escamosas como forma de combater a alta
incidéncia de cancer de colo de tutero, este estudo objeti-
vou avaliar o padrao de lesoes intra-epiteliais escamosas
bem como da microbiologia, a partir do arquivo de laudos
citolégicos de um laboratério privado em Porto Alegre, no
periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2003.

MATERIAL E METODOS

Os dados foram obtidos a partir de um levantamento do ar-
quivo de Laudos Citolégicos emitidos pelo Setor de Citopa-
tologia do Laboratério Marques Pereira — Porto Alegre, RS,
no periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2003. A colo-
racdo utilizada pelo laboratério para a leitura das laminas,
tanto para a citologia quanto para a microbiologia, foi a co-
loracao de Papanicolau. Foram analisados todos os Laudos
Citolégicos de pacientes acima de 15 anos, que apresenta-
ram algum tipo de alteracao em células escamosas, totali-
zando 11077 exames, e os resultados foram classificados se-
gundo o Sistema Bethesda, 2001%*. As lesoes intra-epiteliais
escamosas foram relacionadas com a idade das mulheres e
com a microbiologia. Os dados foram agrupados por faixa
etdria, de acordo com as idades, nos seguintes grupos: 15 a
24 anos; 25-34 anos; 35-44 anos; 45-54 anos; 55-64 anos e
acima de 65 anos.

Os critérios utilizados no laboratério para classificar os resul-
tados foram: negativo para lesao intra-epitelial escamosa ou
malignidade, quando tanto células epiteliais escamosas
quanto glandulares endocervicais apresentaram caracteris-
ticas morfologicas normais; ASC-US (células escamosas ati-
picas de significado indeterminado), quando as anormalida-
des celulares foram mais acentuadas que as encontradas pa-
ra alteracoes inflamatérias ou reativas, mas com critérios in-
suficientes para concluir um diagnéstico de lesao intra-epi-
telial escamosa; LSIL/HPV (lesao intra-epitelial escamosa de
baixo grau/HPV), quando as células epiteliais escamosas
maduras apresentaram alteracoes caracteristicas tais como
disceratose, binucleacao ou multinucleacao, presenca de
coilécitos e citomegalia; HSIL (lesdo intra-epitelial escamosa
de alto grau) quando as células epiteliais escamosas se
apresentavam imaturas acompanhadas de aumento da re-
lacdo nucleo/citoplasma, hipercromatismo nuclear com cro-
matina granulosa, contorno irregular da membrana nuclear,
células dispostas em agregados do tipo sincicio ou isoladas e
grupos celulares coesos em fileira; carcinoma de células es-
camosas quando as células apresentavam todos os critérios
de HSIL, mas além disso, presenca de macronucléolos proe-
minentes, cromatina grosseiramente irregular, com aspecto
de “tinta Nankin" e didtese tumoral.
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RESULTADOS

Este estudo contou com os resultados de exame citolégico
preventivo de cancer de colo uterino de 11.077 mulheres, no
periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2003, dos quais,
10768 exames (97,21%) apresentaram resultados citolégicos
negativos para lesao intra-epitelial escamosa ou malignida-
de, incluindo resultados dentro dos limites da normalidade e
alteracoes reativas. Dos 309 exames citolégicos alterados
(2,79%), 115 (1,04%) foram classificados como células esca-
mosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US), 160
(1,44%) como lesao intra-epitelial escamosa de baixo grau
(LSIL/HPV), 32 (0,29%) como lesao intra-epitelial escamosa
de alto grau (HSIL) e dois casos (0,02%) como carcinoma de
células escamosas (Tabela 1).

TABELA |
Distribuicao dos resultados dos exames citolégicos
n %
Negativo para malignidade 1076 9 97,21
ASC-US 115 1,04
LSIL/HPV 160 1,44
HSIL 32 0,29
Carcinoma de células escamosas 02 0,02
Total 11077 100

ASC-US - células escamosas atipicas de significado
indeterminado; LSIL/HPV - lesdo intra-epitelial escamosa de
baixo grau; HSIL - lesdo intra-epitelial escamosa de alto grau.

O maior indice de ASC-US foi encontrado na faixa etaria en-

tre 25 e 34 anos, LSIL/HPV entre 15 e 24 anos, HSIL na fai-

xa etaria entre 35 e 44 anos, e dos dois casos encontrados de

carcinoma de células escamosas, um esteve entre 35 e 44

anos e o outro, acima de 65 anos de idade (Tabela 2).
TABELA Il

Distribuicao dos resultados dos exames
citologicos por faixa etaria

Periodo: Janeiro/2003 a Dezembro/2003

Faixa Etaria
gitolégicos 15-24 25-34 35-44 45-54 55-65 Acima 65 Total
ASC-US 30 36 30 10 07 02 115
LSIL / HPV 78 46 23 09 04 00 160
HSIL 03 10 15 03 01 00 32

Carcinoma de Células
Escamosas

ASC-US - células atipicas de ficad i
LSIL/HPV - lesdo intra-epitelial escamosa de baixo grau; HSIL -
lesao intra-epitelial escamosa de alto grau.

00 00 01 00 00 01 02

Quando comparadas as lesOes intra-epiteliais escamosas
com a microbiologia (Tabela 3), dos 309 exames alterados, a
maioria, ou seja, 135 casos (43,7%) teve como flora Lactoba-
cillus sp. Dos casos de ASC-US, 46% tiveram como flora Lac-
tobacillus sp. seguido por 29% de outras floras. Nos casos de
LSIL/HPV, também houve um maior indice de Lactobacillus
sp. (45%), seqguido por Gardnerella vaginalis (25,6 %).

TABELA Il
Distribuicao dos resultados dos exames
citolégicos e microbiologia

Periodo: Janeiro/2003 a Dezembro/2003

o Microbiologia
i ; : Flora
el Lactobacillus | Trichomonas | Candida | Gardnerella | Outras
Citolégicos A L Ausente/ndo | Total
*
sp. vaginalis sp. sp. vaginalis | floras’ identificada
ASC-US 53 03 02 18 34 05 115
LSIL /HPV 72 04 05 41 37 01 160
HSIL 09 00 00 11 12 00 32
Carcinoma de Células
Escamosas 01 00 00 00 01 00 02

*OQutras floras incluem: flora mista, flora bacilar, flora cocéide e flora cocobacilar, ASC-US - células
atipicas de signi i inado; LSIL/HPV - lesdo intra-epitelial escamosa de baixo grau;
HSIL - lesdo intra-cpitelial escamosa de alto grau.
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DISCUSSAO

No presente estudo, foi realizado um levantamento das
lesées intra-epiteliais escamosas diagnosticadas somente
pelo método citolégico convencional, que se baseia na ob-
servacao, identificacdo e classificacdo de células com ca-
racteristicas pré-malignas e malignas, ndo utilizando ou-
tros métodos diagnédsticos como colposcopia e bidpsia para
avaliacao das lesoes escamosas. Dos 11077 resultados ana-
lisados (tabela 1), o nimero de citologias negativas para
malignidade foi de 10769 (97,21%) e 309 casos (2,79 %) ti-
veram citologia alterada. Destes casos alterados, 115
(1.04%) foram de ASCUS, 160 (1,44%) foram de LSIL/HPV,
32 casos (0,29%) foram de HSIL e 2 (0,02%) foram de car-
cinoma de células escamosas. Estes resultados, em sua
maioria, estdo em concordancia com os dados encontrados
na literatura'®.

Nossos resultados demonstram que aproximadamente
70% dos casos de LSIL/HPV atingem mulheres até 34 anos
(Tabela 2). Segundo Bosch, 1999, é esta a faixa etaria com
maior nimero de infec¢do priméria pelo HPV. A maior pre-
valéncia de HSIL ficou na faixa de 35-44 anos, o que tam-
bém estd consistente com dados da literatura, pois é a in-
feccao persistente por HPV a principal causa de cancer de
colo®’, o que s6 acontece apds uma infeccdo primdria nao
detectada ou nao curada®.

A infeccao por microorganismos como Trichomonas vagi-
nalis, pode prejudicar o diagnostico de lesdes pré-malignas
tais como células escamosas atipicas de significado inde-
terminado (ASC-US) ou mesmo de LSIL/HPV, por causar
um processo inflamatério que leva a um aumento do volu-
me nuclear, halo perinuclear, bi- ou multinucleacao e ain-
da disceratose®. No presente estudo, quando comparados
todos os casos de citologias alteradas com a sua respectiva
microbiologia, 135 casos (43,7%), apresentaram flora de
Lactobacillus sp., ou seja, uma flora normal. Nos casos de
ASCUS e LSIL/HPV a flora predominante foi de Lactoba-
cillus sp., portanto, como a maioria das floras nestes casos
foi considerada como normal, a identificacao destas lesoes
ndo sofreu interferéncia de floras inflamatérias, que pode-
riam levar a resultados falso-positivos.

Na sua fase aguda, a infecgao por Trichomonas vaginalis
causa uma leucorréia devido a vulvovaginite, apresentan-
do uma secrecao espumosa, amarela ou cinza e mucopuru-
lenta*. Nas infecc¢oes cronicas os sintomas sdo geralmente
leves, com prurido e dispauremia, secrecao vaginal escas-
sa e misturada com muco®. Alguns estudos levantam a
possibilidade deste parasita ser um agente etiolégico de
lesdes pré-malignas e de possivel evolugcdo para cancer
cervical, tendo em vista a deteccao de anticorpos deste pa-
rasita no soro de pacientes com cancer cervical, como tam-
bém, fatores de separacao celular, que favorecem a evo-
lucédo do cancer®. Por outro lado, muitos autores acreditam
que este protozodrio € um agente causador de uma simples
inflamacao, supondo que tecidos com lesoes malignas se-
jam meio de crescimento que favorece a infeccao por Tri-
chomonas vaginalis®. Em nosso estudo, realizamos um le-
vantamento da microbiologia apresentada nos casos alte-
rados, mas nao foi constatada nenhuma relacao entre este
parasita e lesdes escamosas. Dos 309 casos encontrados co-
mo alterados, apenas 7(2.3%) tiveram como flora Trichomo-
nas. vaginalis, sendo 3 encontrados nos casos de ASCUS e
4 nos casos de LSIL/HPV.

Gardnerella vaginalis € uma das bactérias mais freqliente-
mente implicadas como causadoras de vaginites inespeci-
ficas, que sao caracterizadas pelo aumento da secrecao va-
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ginal, porém sem a presenca de uma inflamacao significa-
tiva”. O grande numero de pacientes que apresenta floras
inflamatérias, mostra a importancia deste exame para evi-
déncia de problemas menos graves, como infeccao bacte-
riana e por outros agentes patogénicos, mas que também
merecem importdncia no seu tratamento. Neste estudo, en-
tre os 309 casos de citologias alteradas, o maior indice de
Gardnerella vaginalis foi observado nos casos de
LSIL/HPV (25,6%).

Devido a sua simplicidade, reprodutibilidade e baixo cus-
to, o diagnéstico citopatolégico peridédico tem se mostrado
de grande utilidade para triagem do cancer de colo uterino
em grandes populacoes’. Entretanto, este método apresen-
ta uma alta taxa de falsos negativos na deteccao do cancer
cervical e suas lesbes precursoras, de 6 a 68%**. Outros
métodos diagnoésticos tém sido utilizados para deteccao do
HPYV, tais como reacao em cadeia da polimerase (PCR) e
captura hibrida para DNA do HPV, (Digene Diagnostics
Inc., Silver Spring,MD). Estes testes, quando estudados
isoladamente, nao tém mostrado uma maior eficiéncia que
o exame citolégico convencional?, sendo recomendado co-
mo um teste secundario, em casos de ASC-US'. Conside-
rando que a infeccgao persistente por HPV é um dos fatores
de risco mais altos para o desenvolvimento de lesdes pré-
cancerosas e cancer®”, muitos estudos tém sugerido que a
combinacdo do exame citolégico com testes de deteccao do
DNA do HPV, aumenta a eficiéncia no diagnéstico do can-
cer cervical, principalmente em mulheres com idade acima
de 30 anos *7* %,
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O cancer do colo do utero, o Papilomavirus Humano
(HPV) e seus fatores de risco e as mulheres indigenas
Guarani: estudo de revisao

The cervical cancer, the Human Papillomavirus and its risk factors and the Guarani indigenous
women: a review

Luciana Albring’, Jaime Ebert Brentano® & Vera Regina Andrade Vargas®

bro de 2004.

das Missoes no estado do Rio Grande do Sul.

de prevencao dessa doenca.

/RESUMO - Introducgao: O cancer cervical é o segundo mais comum cancer entre as mulheres no mundo. Esse cancer pode ser detec-
tado precocemente pelo exame de Papanicolaou. Tem sido relatado que o Papilomavirus Humano € o principal fator de risco para o
seu desenvolvimento. Outros fatores sdo: inicio precoce da atividade sexual, nimero de parceiros sexuais e sua promiscuidade. Esses
fatores de risco estao presentes nas populagoes indigenas da América do Sul.

Metodologia: Foi realizada uma revisao bibliogréfica, nas bases de dados do Lilacs e PubMed, empregando-se as seguintes palavras-
chave: cancer do colo do utero; Papilomavirus Humano; indigenas; Guarani e fatores de risco, durante os meses de setembro a dezem-

Objetivo: Revisar na literatura sobre o cancer do colo do tutero, Papilomavirus Humano e a cultura dos indios Mbya-Guarani da regiao

Concluséao: Na literatura brasileira, sao escassos os dados sobre a satde dos povos indigenas, principalmente, sobre o cancer do colo
do utero. Porém, para que seja possivel determinar esses dados, € necessario conhecer a cultura desses povos e assim adotar medidas

\PALAVRAS-CHAVE - Cancer do colo do utero; Papilomavirus Humano; indigenas; Guarani e fatores de risco. )

~

Grande do Sul state.

sease.

SUMMARY - Introduction: Cervical cancer is the second cancer most frequent type of cancer in women all around the world. The
Papanicolaou test can detect this cancer. The persistent Human Papillomavirus (HPV) infection in cervical cells is recognized to main
risk factor of cervical cancer. The other risk factors are the age at first sexual intercourse, number of sexual partners and their promis-
cuity. These risks factors are present in the aboriginal populations of the South America.

Methodology: The review in the databases of the Lilacs and PubMed, the key word was: cervical cancer; Human Papillomavirus; in-
digenous; Guarani indigenous and risks factors, during the moths September to December, 2004.

Objective: To review in literature cervical cancer; Human Papillomavirus and the Mbya-Guarani indians of the Missions in the Rio

Conclusion: In Brazilian literature, the data on the health of the aboriginal peoples are poor, mainly on the cervical cancer. Howe-
ver, for to determine these data, it is necessary to know the culture of these peoples and so to adopt measured of prevention of this di-

\KEYWORDS - cervical cancer; Human Papillomavirus; Guarani indigenous and risks factors. )

~

INTRODUCAO

o mundo, o cancer cervical é a segunda mais comum

doenca maligna entre mulheres. No Brasil, representa
a terceira mais comum malignidade e no estado do Rio
Grande do Sul (RS) é a quarta maior causa de 6bito entre
as mulheres, representando 10% de todos os tumores ma-
lignos femininos. Essa doenca pode ser detectada precoce-
mente pelo rastreamento citolégico em programas de sau-
de ptiblica (CESAR et al., 2003; PINHO et al., 2003; INCA,
2004a; VARGAS et al., 2004).
Em varios estudos epidemiolégicos, tem sido relatado que
o Papilomavirus Humano (HPV) é o principal fator de risco
para o cancer cervical. Outros fatores de risco também po-
dem estar associados ao desenvolvimento desse tipo de
cancer, como o inicio precoce da atividade sexual, alta pa-
ridade, curto intervalo interparto, nimero de parceiros se-
xuais, promiscuidade do parceiro sexual, desnutricao em
funcao da alimentacao insuficiente e inadequada, hébitos
de higiene e tabagismo. Esses fatores de risco estao pre-
sentes nas populacdes indigenas da América do Sul

(GOMPEL & KOSS, 1997; KANESHIMA et al., 2003; BRI-
TO et al., 1996; NORONHA et al., 1999; TABORDA et al.,
2000; FRANCO & FRANCO, 2001; INCA, 2004b).

No Brasil, os estudos disponiveis sobre o cancer do colo do
utero na mulher indigena sao poucos, por isso, faz-se ne-
cessario esse estudo a respeito da ocorréncia do cancer do
colo do utero nessa populacao.

Para o estudo foi realizada uma revisao bibliogréfica nas
bases de dados do Lilacs e PubMed empregando-se as se-
guintes palavras-chave: cancer do colo do ttero; Papiloma-
virus Humano; indios sul-americanos; india Guarani e fato-
res de risco. A pesquisa foi realizada de setembro a dezem-
bro de 2004, sem restricao de idioma, sendo destacado o
periodo de 1995 a 2004.

O objetivo desse estudo foi revisar na literatura sobre o
cancer do colo do ttero, Papilomavirus Humano e a cultu-
ra dos indios Mbya-Guarani da regidao das Missoes no es-
tado do Rio Grande do Sul, Brasil.

Papilomavirus Humano

O Papilomavirus Humano (HPV) é um virus de dupla fita cir-
cular de DNA com comprimento de 7900 kilobases de forma
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icosaédrica, ndo envelopado, com 72 capsomeros e pertence
a familia Papillomaviridae. O HPV é classificado conforme a
espécie de hospedeiro natural e subclassificado em tipos de
acordo com as sequiéncias de nucleotideos do DNA (ICTV,
2003; BURD, 2003; PEREYRA & PARELLADA, 2003).
Atualmente, sdo conhecidos mais de 90 tipos de HPV com
base na homologia do seu DNA, sendo que aproximada-
mente 30 possuem tropismo pelo trato anogenital e, esses
sao divididos em alto e baixo risco para o desenvolvimento
do cancer, conforme o seu potencial oncogénico. A organi-
zacao gendmica de todos os HPVs é semelhante. O genoma
viral pode ser dividido em trés regioes: a regiao “early” (pre-
coce) contendo os genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7 que sao ne-
cessarios a replicacdo viral e com propriedades de transfor-
macao oncogeénica; regiao “late” (tardia) contendo os genes
L1 e L2 que possuem cédigos para a formacao de proteinas
do capsideo viral; a regiao regulatéria (LCR) que contém a
origem da replicacao e o controle dos elementos para trans-
cricao e replicacao (Figura 1) (RIVERA, 2002; BURD, 2003;
PEREYRA & PARELLADA, 2003; KANESHIMA, 2003).

LCR _:L\i?

Figura 1: Genoma viral do HPV16 (Fonte: RIVERA, 2002).

O DNA viral dentro da célula do hospedeiro pode assumir
duas formas: a epissomal e a integrada. Na forma episso-
mal, o DNA viral permanece circular no nicleo da célula
do hospedeiro, nao estando integrado ao DNA da mesma.
Essa forma é encontrada nas verrugas genitais e lesoes de
menor gravidade. Para a integracao do genoma circular ao
DNA da célula hospedeira, esse deve ser linearizado, pela
quebra do DNA viral entre a regido E1 e L1, resultando na
ruptura ou perda do gene E2, sendo encontrado nas lesoes
de maior gravidade, como o carcinoma "in situ” e invasivo
(PEREYRA & PARELLADA, 2003).

Apés a integracao dos HPVs de alto risco no genoma celu-
lar, esses passam a codificar as oncoproteinas E6 e E7 que
promovem o processo maligno. A célula hospedeira possui
os genes supressores de tumores RB e TP53. O gene RB é
o principal regulador do ciclo celular e o gene TP53 é cha-
mado de “guardiao do genoma", pois tem a finalidade de
supervisionar se todos os genes estao integros.

A oncoproteina E6 liga-se e inativa a p53, proteina supres-
sora tumoral da célula hospedeira. Com a inativacdo da
p53, essa deixa de desempenhar suas funcoes como o repa-
ro do defeito genético ou o envio da célula defeituosa para
a morte celular programada ou apoptose. A oncoproteina
E7 liga-se e inativa a proteina supressora tumoral pRB, es-
timulando a sintese de DNA na célula do hospedeiro e ati-
vando células quiescentes para o ciclo celular (PEREYRA &
PARELLADA, 2003; GROSS & BARRASCO, 1999).

De acordo com a especificidade tecidual o HPV pode ser
classificado como cutaneotrépico e mucoso-genitotrépico.
Os cutaneotrépicos sao aqueles que afetam areas nao ge-
nitais, tanto em individuos imunocompetentes como nos
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imunodeprimidos. Os mucoso-genitotrépicos infectam
principalmente a mucosa da genitdlia, podendo ocorrer em
qualquer outra mucosa do organismo como a oral, ocular e
respiratéria (PEREYRA & PARELLADA, 2003).

Os HPVs dos tipos 6 e 11 induzem a condilomas que afetam
a pele anogenital e a parte inferior da vagina, sendo detec-
tado nas lesoes intra-epiteliais escamosa de baixo grau
(LSIL) e sao considerados de baixo risco porque estao envol-
vidos em lesdes benignas. Os HPVs dos tipos 16, 18, 30, 31,
33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 e 70 sdo fortemen-
te associados com cancer intra-epitelial cervical, sendo con-
siderados de alto risco e prevalecem em canceres anogeni-
tais (GOMPEL & KOSS, 1997; BURD, 2003; KANESHIMA et
al., 2003; PINHO et al., 2003; VARGAS et al., 2004).

Da infeccao por HPV ao Cancer do colo do ttero

Os HPVS infectam a pele e mucosas e iniciam o ciclo infec-
cioso no momento em que penetram as camadas mais pro-
fundas do tecido epitelial da cérvice uterina, em especial
na jungao escamo-colunar ou em regioes com microlesoes
que podem ocorrer durante o intercurso sexual. Apés um
periodo de incubacao, que varia de meses a anos, podem
surgir manifestagdes clinicas como lesdes vegetantes (ver-
rugas) até o cancer cervical (Figura 2) (BURD, 2003; PE-
REYRA & PARELLADA, 2003).

Epitélio escamoso estratificado

Figura 2: Esquema da juncao escamo-colunar (tecido epitelial
escamoso estratificado e o tecido epitelial colunar simples).

O reconhecimento de que a infeccao por HPV, no trato ge-
nital, possa estar associada com lesdes pré-cancerosas é re-
lativamente recente. Certas anormalidades planas do epi-
télio da cérvice uterina, até o momento considerado como
lesdes neoplésicas intra-epiteliais, apresentavam o mesmo
aspecto citolégico das lesdes verrucosas. Esse aspecto era
a presenca de células conhecidas como coilécitos (BIBBO &
SILVA FILHO, 1998).

A coilocitose é o primeiro aspecto citolégico da manifes-
tacdo do HPV, sendo uma célula escamosa intermedidria
que apresenta um grande vacuolo citopasmadtico ao redor
de um nucleo anormal. Outros aspectos citolégicos sao a
disqueratose, binucleacao e multinucleacdao. Essas alte-
racoes caracterizam uma lesao intra-epitelial escamosa de
baixo grau (LSIL) (CRUM, 2000; VARGAS et al., 2004).

A progressao maligna resulta da integracao do HPV e ex-
pressao de alguns genes, ocorrendo uma alteracao na re-
lacdo hospedeiro e o virus. Esse processo mostra-se como
um continuum que se estende do epitélio normal passando
por lesdes de baixo grau, lesdes de alto grau antes de se
tornar cancer invasor. Nessa progressao o virus, anterior-
mente na forma epissomal (circular), passa para a forma li-
near, e se incorpora ao DNA da célula epitelial hospedeira
(PEREYRA & PARELLADA, 2003).

As lesoes intra-epiteliais escamosas de alto grau (HSIL) sao
caracterizadas por anormalidades no crescimento e dife-
renciacao celular que tem sua origem na replicacao das cé-
lulas da camada basal que originam o epitélio. Esse feno-
meno produz distirbios morfolégicos em todas as camadas
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do epitélio e apresenta células de tamanho menor daque-
las vistas em lesao intra-epitelial escamosa de baixo grau
(CRUM, 2000, VARGAS et al., 2004).

Fatores de risco

Em diversos estudos epidemiolégicos, tém sido relatados
que, além do HPV, outros fatores de risco estao relaciona-
dos ao desenvolvimento do cancer cervical, tais como: a
idade do inicio da atividade sexual, nimeros de parceiros
sexuais e a promiscuidade do parceiro sexual. Sao conside-
rados como fatores secundarios: o nimero de partos, o uso
de contraceptivo oral, tabagismo, imunossupressao ou a
imunodeficiéncia, doencas sexualmente transmissiveis
(DST) e outros (GROSS & BARRASCO, 1999; BURD, 2003).
Com relacédo ao inicio da atividade sexual, tem sido de-
monstrado, em vdrios estudos, que se ocorrer antes dos 16
anos dobra o risco para o desenvolvimento do cancer com-
parado com aquelas que iniciam depois dos 20 anos de ida-
de (BURD, 2003; MUNOZ et al., 2002, SKEGG, 2002;
GROSS & BARRASCO, 1999).

O numero de parceiros sexuais, durante a vida, e a promis-
cuidade do parceiro sexual sao fatores de risco importantes
para a infeccao por HPV genital. Tem sido relatado que
parceiros sexuais de mulheres com cancer cervical tiveram
vdrias infecgdes genitais, incluindo verrugas e ate cancer
de pénis (BURD, 2003; MUNOZ et al., 2002, SKEGG, 2002;
GROSS & BARRASCO, 1999).

A alta paridade é um fator consistente para o cancer cervi-
cal em mulheres que possuem DNA do HPV. O fator de ris-
co dobra nas que tiveram 4 filhos, quando comparado com
as que tiveram 1 ou nenhum (MUNOZ et al, 2002,
SKEGG, 2002; BURD, 2003).

Com relacao aos contraceptivos orais, o seu uso prolongado
aumenta o risco de desenvolver carcinoma cervical. Essas pi-
lulas contém hormoénios como dexametasona, progesterona e
estrogenos que intensificam a expressao genética do HPV
(GROSS & BARRASCO, 1999; SKEGG, 2002; BURD, 2003).
O tabagismo diminui a quantidade e funcao das células de
Langerhans, células apresentadoras de antigenos que sao
responsaveis pela ativacdo da imunidade celular local con-
tra o HPV. Os metabdlitos da nicotina podem ser encontra-
dos no muco cervical (SKEGG, 2002; BURD, 2003; GOMPEL
& KOSS, 1999; PEREYRA & PARELLADA, 2003).

A imunossupressdo ou a imunodeficiéncia como a encontra-
da em receptores de transplantes ou em pessoas portadoras
de HIV, nao é somente um fator de risco para infeccoes ge-
nitais por HPV e sua progressao para neoplasias intra-epite-
liais cervicais e canceres genitais, mas também um fator de
risco para lesdes cutdneas benignas e malignas induzidas
por HPV (BURD, 2003; GROSS & BARRASCO, 1999).

As doencas sexualmente transmissiveis como Herpes, Citome-
galovirus e Clamidia também sao fatores de risco para o de-
senvolvimento de lesao intra-epitelial escamosa (BURD, 2003;
PEREYRA & PARELLADA, 2003; GOMPEL & KOSS, 1999).
Outros fatores, também tém sido relatados, tais como fato-
res socioeconomicos, higiene e a desnutricao (PEREYRA &
PARELLADA, 2003).

Populacoes indigenas no Brasil

A populacgao indigena, no Brasil, contava com cerca de 5
milhoées de pessoas no inicio do século XVI. Essa populacao
foi dizimada por suas crencas religiosas, sua resisténcia a
escravidao, pelas epidemias de doencas infecciosas, favore-
cidas pelos novos hébitos de vida impostos pela coloni-
zacdo. Hoje, a populacao indigena brasileira conta com cer-
ca de 350 mil indios distribuidos entre 215 sociedades indi-
genas, além daqueles em areas urbanas (FUNAI, 2004a).
A populacao indigena total do Rio Grande do Sul é consti-
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tuida por 13.448 habitantes pertencentes aos grupos indige-
nas: Guarani, Mbya-Guarani e Kaingang. Na regidao das
missoes, no noroeste desse estado, habitam os indios per-
tencentes ao grupo Guarani, fazendo parte dos 30 povoados
distribuidos pelo Paraguai, Argentina e Brasil (TABORDA
et al.,2000; BRENTANO et al., 2004; MS, FUNAI, 2004a).
Entre esses povos, destaca-se o antigo Povo de Sao Miguel
Arcanjo, no atual municipio de Sdo Miguel das Missoes, si-
tuado a cerca de 480 km de Porto Alegre. Nessa regiao,
existe uma reserva indigena, que pertence a tribo Mbya-
Guarani conhecida pelo nome do rio Inhacapetum, por es-
tar préoximo a sua margem, possui 236,6 hectares (ha), es-
sas terras sao formadas por campos e mata nativa. A popu-
lacdo indigena dessa tribo reside na aldeia Tekoa koenju
(que significa Aldeia Alvorecer em Guarani) com aproxi-
madamente 200 habitatantes (BRENTANO et al., 2004).
Essa populacao tem demonstrado consideravel aumento,
relacionado a migracdo de indigenas de outras reservas,
para a reserva Inhacapetum, principalmente por homens.
Isso caracterizou o aumento da populacao masculina em
relacao ao sexo feminino, resultando no aumento da pro-
miscuidade. Esse contingente indigena é predominante-
mente jovem com menos de 15 anos de idade, apresenta
alta fecundidade com 7-8 filhos e intervalos curtos entre os
filhos, combinados com a iniciacao precoce da fase repro-
dutiva com 13-14 anos de idade (BRENTANO et al., 2004).
Satde da populacao indigena

Na concepcao indigena, a percepcdo do significado de
saude e doenca tem caracteristicas misticas e simbdlicas,
relacionadas as interacoes sociais e sobrenaturais em dese-
quilibrio, diferente daquela apontada pela medicina oci-
dental. A &rea da satude indigena, no Brasil, atravessa uma
fase caracterizada por alteracoes profundas que vao desde
transformacoes no perfil epidemiolégico até a reestrutu-
racdo do sistema de assisténcia a satde indigena (WIL-
SON, 2001; BRAGA & NODA, 2003).

Atualmente, as poucas informacdes em saude da mulher
indigena, dificultam a construcdo do perfil epidemiolégico
e criam dificuldades para as ac¢oes voltadas a atencao a
mulher indigena brasileira. Os poucos dados sobre a si-
tuacao de saude dessa mulher tém sido reportados nos
pouquissimos estudos disponiveis (ISHAK & ISHAK, 2001;
TONON et al.,2003).

Segundo o estudo de Brito et al (1996), realizado com indi-
as da tribo Parakana, 23,2 % dos esfregacos citolégicos
apresentaram alteracoes morfoldgicas compativeis com in-
feccao por HPV, 1,4% apresentaram neoplasia intra-epite-
lial cervical de grau 1 e 2 (NIC 1 e 2) e carcinoma cervical.
Segundo Taborda et al (2000), na pesquisa realizada com o
rastreamento do cancer do colo uterino em indias do Par-
que Indigena do Xingu, na regido central do Brasil, foi
identificado que 1% das mulheres indigenas apresentava
carcinoma cervical e 3% apresentavam lesoes pré-malig-
nas (NIC 1, 2 e 3), sendo que 2% apresentavam alteracoes
citolégicas sugestivas de HPV (BRITO et al., 1996; NORO-
NHA et al., 1999; TABORDA et al, 2000; FRANCO &
FRANCO, 2001; INCA, 2004b).

Em outros estudos com populagoes indigenas foram relata-
dos alguns problemas ginecolégicos como infec¢des causa-
das por Trichomonas vaginallis, Candida sp, Gardnerella
vaginallis, Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae
e Papilomavirus Humano (BOWDEN et al., 1999; ISHAK &
ISHAK, 2001; TONON et al., 2003).

A limitada evidencia de indices de lesdes cervicais em mu-
lheres indigenas sugere que esse tipo de problema possa
ser menor que os dados da populacao nacional. No entan-
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to, o pobre acesso, e utilizacdo de programas de rastrea-
mento em populagdes indigenas podem levar a uma ex-
pectativa de altas incidéncia e mortalidade por cancer cer-
vical nessa populacao.

CONCLUSAO

O cancer do colo do utero é uma neoplasia maligna que
afeta mulheres do mundo inteiro. A presenca de infeccoes
por Papilomavirus Humano (HPV) esta associada ao de-
senvolvimento do cancer do colo uterino e, é considerado
como o principal fator de risco. Para adquirir o virus do Pa-
pilomavirus Humano é necessario que a mulher esteja pre-
disposta a outros fatores de risco, como inicio precoce da
atividade sexual, nimero de parceiros sexuais e promiscu-
idade do parceiro sexual. Também sao considerados fato-
res de risco o numero de partos, o uso de contraceptivo
oral, tabagismo, imunossupressao ou a imunodeficiéncia,
doencas sexualmente transmissiveis (DST) e outros.

Esses fatores de risco estdo presentes nas populacdes indi-
genas da Ameérica do Sul. Na literatura brasileira, sao es-
cassos os dados sobre a saude dos povos indigenas, princi-
palmente sobre o cancer do colo do ttero. Porém, para que
seja possivel determinar esses dados, € necessdrio conhe-
cer a cultura desses povos e assim entao adotar medidas de
prevencao dessa doenca.

A limitada evidencia de indices de lesbes cervicais em mu-
lheres indigenas sugere que esse tipo de problema possa
ser menor que os dados da populacao nacional. No entan-
to, o pobre acesso, e utilizacdo de programas de rastrea-
mento em populagdes indigenas podem levar a uma ex-
pectativa de altas incidéncia e mortalidade por cancer cer-
vical nessa populacao.
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Deteccao da proteina p53 em células leucémicas por
citometria de fluxo e imunocitoquimica*

Detection of p53 protein in leukemic cells by flow cytometry and immunocytochemistry
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lizada tendo a vantagem da praticidade e rapidez de execucao.

anti-p53 por técnicas convencionais.

a ICQ, refletindo em uma maior sensibilidade desse método.

/RESUMO - Introducao: A proteina p53 desempenha uma funcao crucial no controle do ciclo celular, reparo do DNA e na inducao de
apoptose em células geneticamente instaveis. A imunocitoquimica (ICQ) é um dos métodos preconizados para deteccao e visualiza-
cao dessa proteina no nucleo das células, sendo, no entanto um método demorado e trabalhoso o que dificulta a sua aplicacdo na roti-
na laboratorial. Atualmente, a citometria de fluxo (CF) também tem sido empregada na deteccao da proteina p53 mutada ou estabi-

Objetivos e Metodologia: Comparar os resultados obtidos pela CF e ICQ na deteccao da proteina p53 em células leucémicas.
Empregamos amostras de 10 pacientes com leucemia linféide aguda (LLA) 10 com leucemia linféide créonica (LLC), tendo sido tam-
bém empregadas, células de linhagens leucémicas humanas que serviram como controle de expressao positiva e negativa para ambos
os métodos além de linfécitos de 40 doadores de sangue. A CF e ICQ foram realizadas ap6s a marcacao com anticorpo monoclonal

Resultados: Observamos concordancia nos resultados da maioria das amostras dos pacientes e em todas as amostras das linhagens
celulares tendo sido, no entanto constatados niveis de expressao mais elevados nas andlises obtidos pela CF quando comparados com

Conclusao: Apesar da ICQ ser considerada uma técnica adequada para a detecgdo da p53, nossos resultados indicam que a CF pode
ser empregada satisfatoriamente na deteccdao dessa proteina em amostras de células leucémicas.
PALAVRAS-CHAVE - Proteina p53, imunocitoquimica, citometria de fluxo, leucemia linféide cronica, leucemia linféide aguda. /

~

by the usual protocol.

samples.

tisfactorily used for detection of this protein in leukemic cells.

SUMMARY - Introduction: The p53 protein plays a crucial role in the cell cycle control, DNA damage repair and induction of apo—\
ptosis in genetically unstable cells. The immunocytochemistry (ICQ) is one of the most common methodology for detection and visua-
lization of this protein in the nucleus of the cells, but this technique is time-consuming and difficult to apply in the clinical setting.
Nowadays the assessment of p53 protein expression by flow cytometry (FC) assays are easier to perform and provide reliable estimates
of the prolonged half-life of mutant or inactivated wild-type p53 protein.

Objectives and Methodology: Compare the results of p53 detection by FC and ICQ in leukemic cells. We used samples from 10
patients with acute lymphoid leukemia (ALL), 10 with chronic lymphoid leukemia (CLL). To positive and negative controls of p53
expression in both methods we also employed leukemic cells from human leukemic cell lines an lymphocytes from 40 healthy donors
were also used as control for negative labeling in FC. The FC and ICQ were performed after labeling with p53 monoclonal antibody

Results: We verified an agreement in the results in the majority of the leukemic cells from patients and in all human leukemic cell line
Conclusion: Despite of ICQ is considered a good methodology for p53 detection in leukemic cells; our results show that FC can be sa-

\KEYWORDS - p53 protein, inmunocytochemistry, flow cytometry, chronic lymphocytic leukemia, acute lymphocytic leukemia. Y,

INTRODUCAO

gene TP53 encontra-se mutado em aproximadamente

50% das neoplasias malignas em humanos, fato este
que tem levado numerosos estudiosos a pesquisar niveis de
expressao de seu produto de transcricao, a proteina p53,
como indicadora de prognoéstico em neoplasias humanas
de diversas origens'?.
Embora as alteracbes do gene e da proteina p53 ocorram
com menor freqiiéncia nas neoplasias do sistema hematopo-
ético do que em tumores s6lidos, diversos trabalhos tém des-
tacado a relevancia clinica das disfuncoes desse gene e/ou
inativacao de seu produto de transcricao nas leucemias e lin-
fomas. A associagao entre a mutacao e a superexpressao da
proteina p53 com a evolucao clinica desfavoravel nas leuce-
mias tém sido observadas em varios trabalhos tais como na

leucemia linféide cronica em transformacao para sindrome
de Richter (LLC/SR) e nos casos de refratariedade e recaida
da leucemia linféide aguda (LLA)**.

As alteracoes genéticas do gene TP53 incluem a troca de nu-
cleotideos na seqiiéncia do gene TP53 (mutacao missense),
assim como delegoes, inversoes e translocacoes envolvendo
o cromossomo 17, havendo uma estreita correlacao dessas
alteracoes genéticas e a estabilizacao e acimulo da proteina
p53 no nucleo das células afetadas™. Outras formas de ina-
tivacao da proteina p53 incluem interacdes da mesma com
outras proteinas regulatérias do ciclo celular como as protei-
nas p1l6 e MDM2 e também proteinas virais como o antige-
no TAX do virus linfotrépico de células T humana (HTLV) e
EBNAS5 do virus Epstein-Barr (EBV) dentre outras. Essas
proteinas, quando interagem com a proteina p53 levam a
inativacao, estabilizacdo e acimulo da proteina p53 no ni-
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cleo da célula, tornando possivel a sua detecgao™.

Os métodos de detecgédo das alteragdes do gene e da pro-
teina p53 disponiveis incluem a expressao da proteina p53,
as andlises moleculares das alteracoes estruturais do gene
TP53 (mutacgoes, translocacgoes e delecoes)” ™.

A proteina p53 normal tem meia vida curta (6 a 20 minu-
tos), ndo podendo ser detectada a sua expressao em célu-
las normais. Em contraste, a forma mutada ou inativada
apresenta uma maior estabilizacao, tornando possivel sua
deteccao por técnicas imunolégicas através de anticorpos
monoclonais (AcMo) anti-p53 utilizados nos ensaios da
imunohistoquimica (IHQ) **°, Western blot (WB) **°, imuno-
citoquimica (ICQ) °' e mais recentemente a citometria de
fluxo (CF) 16,

A ICQ e a CF sao atualmente os métodos descritos como
ideais para deteccgao da proteina p53 em amostras de paci-
entes leucémicos . As desvantagens desses métodos é
que sdo incapazes de identificar a proteina p53 em tumo-
res com mutacao non sense em suas seqiiéncias genéticas,
visto que em tal mutacao, ocorre auséncia de expressao da
proteina p53. Calcula-se, no entanto, que essas alteracoes
ocorram em menos de 20% das mutacoes do gene TP53 em
tumores humanos °.

A ICQ é um método de avaliacao da expressao da proteina
p53 que apresenta a vantagem da correlacao dos resulta-
dos obtidos com a andlise citomorfolégica, tornando possi-
vel a identificacao precisa da localizacao topografica da
proteina no nucleo da célula. Esta técnica pode utilizar cé-
lulas em suspensao ou imprint de tecidos, previamente fi-
xados em laminas, que sdo submetidos a permeabilizagdo
seguida de incubacdo com AcMo. A presenca da proteina
é revelada pela presenca de uma reacao colorida apds a
adicao do anticorpo secundario com especificidade contra
a fracao constante da imunoglobulina de camundongo
conjugado a um substrato revelador que pode ser a peroxi-
dase ou fosfatase alcalina' ™.

A CF tem se destacado como um método eficaz na deteccao
da proteina p53 em células tumorais *'*. Este método apresen-
ta a vantagem de ser uma técnica semi-automatizada em que
se pode processar e analisar rapidamente um grande nimero
de amostras em tempo reduzido.

Por se tratar de um antigeno localizado no ntcleo das células,
nessa metodologia, é necessdria uma previa permeabilizacao
celular para em seguida proceder-se a marca¢ao com o AcMo
anti p53 que devera estar conjugado a um fluorocromo'**.
Ap6s este procedimento elas sdo introduzidas por aspiragao
no citémetro de fluxo, sendo entdo no interior do equipa-
mento conduzido através de um fluxo de liquido isoténico
até um compartimento denominado camara de fluxo “flow
cell". Nesse compartimento, um feixe de raios laser incide
sobre cada célula, sendo uma parte, bloqueada frontalmen-
te ("Forward Scatter" ou FSC) e outra parte dispersada la-
teralmente (“Side Scatter” ou SSC). A fracao FSC é relati-
va ao tamanho da célula e a SSC representa a complexida-
de intracitoplasmadtica, que nas células sanguineas caracte-
riza a granulosidade interna. Caso as células expressem o
antigeno em estudo ela estarda marcada com um anticorpo
conjugado a um fluorocromo. No caso das mesmas expres-
sarem outros antigenos para os quais inclui-se a incubacao
com diferentes anticorpos especificos, as células mostrarao
diferentes combinac¢oes de anticorpos-fluorocromos. A inci-
déncia de raio laser sobre estes fluorocromos causard sua
excitacao e conseqiiente emissao de luz de diferentes com-
primentos de onda, indicando uma reacao positiva .
Dentre outras vantagens da CF em relacao a ICQ, destaca-
se a capacidade de andlise multiparamétrica, fornecendo
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concomitantemente informacoes adicionais tais como ex-
pressao simultdnea de dois ou mais antigenos, além da
possibilidade de medidas da intensidade antigénica, nao
se limitando ao fornecimento de resultados positivos e ne-
gativos como observado na ICQ (Tabela I).

OBJETIVOS

O principal objetivo desse trabalho foi detectar a expressao
da proteina p53 em células leucémicas de pacientes com
LLA e LLC, utilizando duas metodologias distintas: CF e
ICQ onde procuramos correlacionar a expressao dessa pro-
teina com a evolucao clinica dessas leucemias.
Adicionalmente, para tentar melhor correlacionar a supe-
rexpressao dessa proteina frente a uma presenca de mu-
tacdo do gene TP53 investigamos também a presenca ou
nao dessa proteina através desses dois métodos em células
procedentes de linhagens leucémicas humanas descritas
na literatura como positivas ou negativas para a expressao
da proteina p53 ',

MATERIAIS E METODOS

AMOSTRAS

Linhagens de células leucémicas

Empregou-se 09 linhagens distintas de células leucémicas
humanas, estabilizadas e mantidas no Laboratério de He-
matologia Celular e Molecular do Servico de Hematologia,
Hospital do Cancer I, Instituto Nacional de Cancer no Rio
de Janeiro-RJ (INCA-RJ), segundo recomendacao do Ame-
rican Type Culture Collection (ATCC) ' (Tabela II).
Amostras de pacientes com leucemias

Foram analisadas amostras de sangue periférico (SP) e / ou
medula 6ssea (MO) de 10 portadores de leucemia linfociti-
ca cronica (LLC) e 10 de leucemia linféide aguda (LLA),
atendidos no Servigo de Hematologia do Hospital de Cén-
cer, Instituto Nacional de Cancer (INCA / RJ). Das amos-
tras procedentes de pacientes com LLC, 5 foram examina-
das na ocasido do diagnéstico e 5 durante o tratamento dos
quais 3 em transformacao para sindrome de Richter (SR).
Quatro dos pacientes com LLA foram estudados no mo-
mento do diagnéstico, 2 eram pacientes com LLA refrata-
ria e 4 por ocasido da recaida da doenca.

Amostras controle

Paralelamente foram empregados linf6citos normais proveni-
entes de 40 individuos sadios que serviram como controle de
expressao negativa para a proteina p53 pelos dois métodos.
As amostras dos pacientes e doadores de sangue foram co-
letados apés os individuos ou seus representantes legais
serem esclarecidos dos objetivos do presente trabalho e as-
sinado o termo de consentimento p6s-informado.

METODOS

1. Cultivo das células das linhagens leucémicas humanas
Células procedentes de linhagens leucémicas foram cultiva-
das em garrafas de poliestireno para cultura de células (Tu-
bos Falcon, Becton Dickinson and Company, Franklin Lo-
pes, NJ, USA) contendo meio de cultura RPMI (RPMI-medi-
um 1640 / Sigma, St. Louis, Missouri, USA), suplementado
com soro fetal bovino (Bovine Calf Sera, Gibco™, Invitrogen
Corporation, Burlington, Canada). As células foram encuba-
das inicialmente em uma concentracdo de 3 — 10 x 10° célu-
las / mL a 37°C, com uma atmosfera de 5% de CO..

2. Separacao de células mononucleares

Amostras de MO e SP foram coletadas em tubos hepariniza-
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dos e as células mononucleares separadas em gradiente de
densidade (Ficoll-Hypaque, 1077 / Sigma, St. Louis, Missouri,
USA). Apés esse procedimento, as células mononucleares fo-
ram lavadas trés vezes com solucao fisiol6gica (NaCl 0,9%) e
ressuspendidas em meio de cultura RPMI (RPMI-medium
1640 / Sigma, St. Louis, Missouri, USA), suplementado com
10% de soro bovino fetal (SFB / Biomast, Brasil) sendo ajusta-
das para a concentracao final de 1,0 x 10° celulas/mL.

3. Confeccao de citocentrifugado celular

Suspensoes celulares previamente ajustadas na concen-
tracdo de 1,0 x 10° células/mL em RPMI foram homogeini-
zadas e para cada citocentrifugado (cytospin) empregou-se
150 pL da suspensao contendo 1,0 x 10°/mL de células mo-
nonucleares em uma citocentrifuga (Shandon 2, Londres,
Inglaterra) com uma rotacao de 500 rpm por 5 minutos.
Apbs a confeccao dos cytospins, as laminas foram mantidas
em temperatura ambiente para secagem até o dia seguinte
e entdo, embaladas em papel aluminio e mantidas a - 80°C
até a realizacao dos exames.

4. Teste de viabilidade celular

As células mononucleares foram incubadas em solucao de
azul de tripan (Triplan blue / Merck, Frankfurter, Germany)
a 0,5% em solucao salina tamponada com fosfatos pH 7,4
(Phosphate Buffer Saline — PBS / Sigma, St. Louis, Missou-
ri, USA), na proporcao de 9/1. Apés a homogeneizacao, a
mistura foi observada ao microscépio 6ptico, sendo descar-
tadas amostras com viabilidade inferior a 80%.

5. Coloracao pelo May-Griinwald Giensa e estudo cito-
morfolégico

Estudos citomorfoldgico de distensdao de SP e MO de paci-
entes com LLA e LLC e citocentrifugados de células mono-
nucleares de pacientes e de linhagens celulares de células
tumorais foram realizados apds coloragao pelo May-Griin-
wald Giensa (May-Grinwald Giensa / Merck, Frankfurter,
Germany) (Figuras 1 - 3). As laminas depois de coradas fo-
ram protegidas com laminulas, sendo posteriormente exa-
minadas no microscopio 6tico, inicialmente com objetiva de
40x e, posteriormente, com objetiva de 100X. A avaliacao
morfolégica para a LLA seguiu os critérios do grupo FAB
conforme os subtipos L1, L2 e L3 para a LLA ¥ e para a LLC
procedeu-se a contagem diferencial dos leucécitos em dis-
tensdo de sangue periférico (Figura 4).

6. Imunocitoquimica

6.1-preparo das amostras

A expressao e localizacao topografica da proteina p53 no
nucleo das células foram realizadas em laminas de micros-
copia contendo citocentrifugado de células mononucleares.
6.2- Metodologia

As laminas foram retiradas do freezer e descongeladas por
15 minutos ainda sob protecao do papel aluminio. Esta pro-
tecao foi entao retirada, sendo realizada a identificacao das
amostras. Ap6s este procedimento as células foram fixadas
e permeabilizadas simultaneamente com uma solugao em
partes iguais de acetona / metanol por 10 minutos a tempe-
ratura ambiente. Apds a secagem, as ldminas foram lavadas
com 4gua destilada e incubadas por 5 minutos em uma cu-
ba contendo PBS a temperatura ambiente, sequida de nova
incubacao com soro de doador do sexo masculino do grupo
sanglineo AB, inativado e diluido a 5% em PBS, por 20 mi-
nutos, para inibir as ligagoes inespecificas. Em seguida, as
laminas foram lavadas e incubadas com PBS por 5 minutos
em PBS a temperatura ambiente.

Foi depositado sobre as amostras, 20 IL. de AcMo anti p53
(DO-7 / Dako, Carpintaria, CA, USA) previamente diluido a
1/50 em PBS/SFB. As laminas foram entao incubadas por 1
hora a temperatura ambiente em camara imida e em segui-

RBAGC, vol. 38(2): 91-98, 2006

da, incubadas por 5 minutos em uma cuba contendo PBS a
temperatura ambiente sob leve agitacao para retirar o ex-
cesso do AcMo.

Na etapa seguinte procedeu-se a incubacao com o anticor-
po secundario (biotinylated Goat Antibody to Mouse/Rab-
bit Immunoglobulins-Dako) diluido a 1/100 em PBS/SBF,
conforme recomendacao do fabricante, por 30 minutos em
camara umida a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Para retirar o excesso de anticorpos secunddrio, uma etapa
de lavagem e incubacdao com PBS durante 5 minutos a tem-
peratura ambiente foi realizada.

Procedeu-se entdo a incubacdo com o anticorpo tercidrio
(Strept ABC complex / HRP-DAKO), diluido a 1/100 em
PBS/BSA, conforme recomendacao do fabricante, por 30 mi-
nutos, em camara Umida a temperatura ambiente e ao abri-
go da luz. Lavou-se e incubou-se as ldminas por 5 minutos
em PBS a temperatura ambiente, para retirar o excesso do
anticorpo terciario e em seguida foi realizada a incubacao
em solucao de diaminobenzidina (Merck, Frankfurter, Ger-
many) diluido na concentragao de 0,5% em PBS e acrescida
de 10 pL peréxido de hidrogénio 20v (Peridrol / Merck,
Frankfurter, Germany) no momento do exame, por um peri-
odo de 10 minutos ao abrigo da luz, seguindo-se da rinsa-
gem das laminas com PBS, para retirar o excedente.
Finalmente, as laminas foram submetidas a uma coloragao de
fundo com hematoxilina de Haris previamente filtrada (Hema-
toxilina de Haris / Merck, Rio de Janeiro, Brasil) por 10 minu-
tos, seguindo-se uma lavagem com agua corrente, secagem e
montagem com laminula e balsamo do Canada.

A andlise foi realizada em um microscépio 6tico com objetiva
de imersao, com contagem de no minimo 200 células. A reacao
foi considerada positiva quando as células apresentavam uma
coloragao castanho escuro na regiao nuclear (Figuras 1-4).
Para cada lamina, procedeu-se o controle de marcacao
inespecifica, onde o anticorpo primdrio foi omitido.

7- Citometria de Fluxo

7.1- Preparo das amostras

A pesquisa da proteina p53 pela CF foi realizada em tripli-
cata para cada linhagem celular, em 40 diferentes amostras
de sangue de doadores sadios e em todas as amostras dos
pacientes com LLA e LLC, empregando solucao de lise
(Becton Dickinson’s FACS lysing solution, San José CA,
USA) para a permeabilizacao celular %20 21242,

A suspensao celular ajustada na concentracao 1,0 x 10°/ cé-
lulas por mL por tubo foi incubada com solucao de lise pre-
viamente diluida a 10% em agua destilada por 10 minutos
a temperatura ambiente, seguido de uma centrifugacéao a
1.500 rpm por 7 minutos, descarte do sobrenadante e homo-
geneizacao do sedimento. Apds ressuspender o sedimento
em 2 mL de solucdao de Tween-20 diluido a 0,5% em PBS
(Tween-20 / BHD, England), esta mistura foi centrifugada 2
vezes a 1.500 rpm.

Apbs o descarte do sobrenadante, o sedimento foi homoge-
neizado e adicionado sobre o mesmo 10IL de AcMo anti-
p53 (DO-7 / Dako, Carpintaria, CA, USA) conjugado a iso-
tiocianato de fluorosceina (FITC), seguida de uma incu-
bacao por 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz. Apés esta etapa o sedimento foi homogeneizado em
2 mL de solucao de PBS/Tween-20, seguida de centrifu-
gacao a 1.500 rpm por 5 minutos, desprezado o sobrena-
dante e o sedimento ressuspendido e submetido a mais uma
lavagem com solucao de PBS/Tween-20. Ap6s o descarte do
sobrenadante, ao sedimento final foi adicionado 1 mL de so-
lucao de formaldeido diluido a 1% em PBS (Formaldeido PA
/ Vetec, Brasil) e estocado na geladeira ao abrigo da luz até
o momento da leitura no citometro de fluxo.
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Para cada amostra foi utilizado um tubo controle de marcacao
inespecifica, empregando-se para tal, imunoglobulina inespe-
cificas conjugada ao FITC diluida conforme as especificacoes
do fabricante (IgG 1-FITC, Dako, Carpintaria, CA, USA).
7.2- Leitura e analises

A leitura e as andlises foram realizadas em um citometro
de fluxo Fluorescence Activated Cell Analyser (FACScan,
San Jose, CA, USA) empregando o software Cell Quest
(The Cell Quest™ Software, Becton Dickinson Immunocy-
tometry Systems, San Jose, CA, USA), com aquisicao de
40.000 eventos, tendo como parametros FSC e SSC em es-
cala linear e FL1 em escala logaritmica que detecta a fluo-
rescéncia verde, ou seja, a reacao antigeno/anticorpo con-
jugado ao FITC.

Os resultados foram fornecidos na forma de histogramas e
em percentual da populacao celular com reacao positiva
para o AcMo anti-p53. Determinou-se também a quantifi-
cacdo antigénica da proteina p53 através da intensidade
de fluorescéncia, calculada pela razdao entre a média de in-
tensidade de fluorescéncia do tubo com o AcMo e a inten-
sidade média de fluorescéncia do tubo controle (IMF), cal-
culado a partir da razdao do IMF do tubo contendo células
com o AcMo anti p53 pelo IMF do tubo com células da
mesma amostra marcado com anticorpos inespecificos'® >
(Figuras 1-4).

8 - Analise estatistica

Os dados obtidos nos dois ensaios foram analisados por di-
ferentes testes estatisticos e gréficos.

Para comparacao dos resultados da expressao da proteina
p53 em células leucémicas pela CF e ICQ, empregou-se o
teste o teste Wilcoxon através do software estatistico Statis-
tic Pack for Social Sciences (SPSS for Windows versao 9.0;
Copyright ® SPSS, INC), sendo considerados estatistica-
mente significativos quando p < 0,05.

Para andlise da correlacdo da expressao da proteina p53 pelos
dois métodos, empregou-se a curva de correlacao linear das
medidas de expressao da proteina p53 obtida por CF e ICQ,
empregando o software Microsoft ® Excel 2000 versao 9.0.

RESULTADOS

Expressao da proteina p53 nas amostras de linhagens ce-
lulares, pacientes leucémicas e amostras controles.
Conforme observado na tabela III, observou-se correlacao

TABELA |
Analise comparativa entre a Citometria de fluxo
e imunocitoquimica

dos resultados entre os dois métodos em 100% dos casos
nas amostras das linhagens de células leucémicas, com ex-
pressao da proteina p53 nas amostras Raji, Namalva, MT-2
e C91pl e resultados negativos nas demais linhagens e em
todas as células controles.

A anélise quantitativa da densidade antigénica determina-
da pelo célculo da IMF na CF nessas amostras mostraram-
se variaveis, refletindo em uma maior ou menor quantida-
de da proteina p53 no nucleo das células, sendo observado
niveis maiores de intensidade antigénica nas células das li-
nhagens com presenca da proteina mutada quando com-
parada com as linhagens que expressavam a proteina p53
selvagem. Constatou-se desta forma niveis maiores de IMF
nas células das linhagens Raji e Namalva, com valores de
IMF médio de 51,3 e 42,4 respectivamente, contrastando
com os resultados das IMF linhagens C91pl e MT2 que
apresentaram IMF médio de 4,2 e 3,5 respectivamente.
Células tumorais com marca¢do negativa apresentaram
baixa intensidade de fluorescéncia com resultados homo-
géneos e similares aos resultados obtidos pelas células con-
trole, com IMF médio de 1.0 na maioria dos casos.
Expressao da proteina p53 em amostras de pacientes com
LLA e LLC.

De acordo com os dados contidos nas tabelas IV e V e, ob-
servou-se correlacdo entre os resultados da expressao da
proteina p53 em células leucémicas obtidas pelos dois mé-
todos. Ao contrario do observado em amostras de linha-
gens celulares, constatou-se nesse grupo de amostras, ni-
veis percentuais maiores nos resultados obtidos por CF,
quando comparados com os das mesmas amostras obtidas
por ICQ, nao sendo, no entanto evidenciadas diferencas
estatisticamente significativas entre os resultados dos dois
métodos (Figuras 5 - 7).

Nos pacientes com LLC, observou-se em ambas as técni-
cas, niveis mais elevados de expressdo da proteina p53 em
amostras coletadas dos pacientes previamente tratados,
particularmente na LLC/SR, quando comparadas com as
amostras coletadas dos pacientes no momento de diagnés-
tico (Tabela IV).

Resultados similares também foram observados nos casos
de LLA onde resultados mais expressivos estavam mais
acentuados em amostras coletadas de pacientes por oca-
sido da recaida nos casos de doenca refratdria quando
comparados com os casos de LLA recém diagnosticados
(Tabela V).

TABELA 11
Linhagens de células tumorais
empregadas neste estudo

Parametros

Citometria de fluxo

Imunocitoquimica

Ne° de células avaliadas
Tempo de realizacéo
Preciséo

Anélises dos dados
Reprodutibilidade
Técnica

Método

Sensibilidade

Reagdo Imunoldgica

10° - 10° ou mais
Minutos
Objetividade
Multiparamétrica
Alta
Semi automatizada
Padréo
Alta

Direto

10%- 10°
Horas
Subjetividade
Positivo / Negativo
Baixa
Trabalhosa (manual)
Alternativo / Complementar
Baixa

Direto

Referéncia: Cavalcanti Junior GB. Rev Bras Anal Clin 2003; 35 (3): 135-142).
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Linhagem Origem Proteina 53 / status Referéncias
Celular
HL-60 Leucemia promielocitica -/ Delegéo 10, 18, 32
K562 Leucemia miel6ide crénica em crise blastica -/ Mutada 10, 18, 29
Lucena Derivada da linhagem K562 - | Mutada 10
Jurkat Linfoma de células T - / Mutada 10, 18
MT-2 Leucemia de células-T do adulto /HTLV+ +/ Selva gem 10, 18, 28
Co1pl Leucemia de células-T do adulto/ HTLV+ +/ Selva gem 10, 18
Daudi Linfoma de Burkitt - / Mutada 10, 18, 31
Raji Linfoma de Burkitt + / Mutada 10, 18,27, 31
Namalva Linfoma de Burkitt +/ Mutada 10, 18, 31

HTLV: Virus linfotrépico de células T humanas
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TABELA Il
Expressao da proteina p53 em células das linhagens
leucémicas e linfocitos sadios pelos dois métodos

TABELA IV
Expressao da proteina p53 em amostras de pacientes
com leucemia linféide cronica pelos dois métodos

Linhagem Celular Citometria de fluxo (*) Imunocitoquimica (*)

(%) / IMF (%)
HL-60 0/1,0 0
K562 0/13 0
Lucena 0/1,2 0
Jurkat 0/11 0
MT-2 87/3,5 89
C91pl 87/4,2 87
Daudi 3/1,2 0
Raji 93/51,3 93
Namalva 93/42,4 98
Controle (doador) 0/1,0 0

(*) mediana dos resultados; IMF: Intensidade média de fluorescéncia.
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Figura 1- Aspecto citomorfolégico e expressao positiva da proteina
p53 em células das linhagens Raji e Namalva mantidas em meio de
cultura. A) Citomorfologia de citocentrifugado celular apé6s coloracao
pelo May-Grunwald Giensa. B) A mesma amostra com forte positivi-
dade para a proteina p53 no ntcleo das células evidenciada por rea-
cao de imunocitoquimica. C) Analise da citometria de fluxo eviden-
ciando elevada intensidade de fluorescéncia para a proteina p53.

Leucemia linféide cronica Imucitoquimica | Citometria de Fluxo
Amostras Status | Estadiamento (*) (%) (%) IMF
# Caso 01 SR AR 80 96 6,8
# Caso 02 AD BR 0 0 1,0
# Caso 03 AD BR 0 8 15
# Caso 04 AD BR 0 4 13
# Caso 05 AD BR 0 0 1,0
# Caso 06 PT RI 60 82 2,2
# Caso 07 SR AR 80 100 13,3
# Caso 08 PT AR 60 74 2,0
# Caso 09 SR AR 70 96 53
# Caso 10 PT AR 75 90 6,8

SR: Sindrome de Richter; AD: ao diagndstico; PT: previamente tratado; AR: alto risco; BR: baixo risco; Rl risco
intermediario. (*) Estadiamento da LLC de acordo com os critérios estabelecidos por Rai e colaboradores: Raf
KR; Sawistski A, Cronkite EP, Chamana AD, Levi RN, Pasternack BS. Blood 1975; 46: 219-234; Rai KR,
Sawitsky, Cronkite EP, Chamana AD, Levi RN, Pasternack BS. Blood Cells 1987;12(2):327-238.

TABELA V
Linhagens de células tumorais
empregadas neste estudo

Leucemia linféide aguda Imucitoquimica Citometria de Fluxo

Amostras Status (%) (%) IMF
# Caso 01 Diagnéstico 0 0 1,0
# Caso 02 Diagnéstico 3 17 15
# Caso 03 Recaida 80 100 11,2
# Caso 04 Diagnéstico 0 6 1,4
# Caso 05 Recaida 80 96 2,4
# Caso 06 Recaida 40 56 2,6
# Caso 07 Refratéria 10 26 15
# Caso 08 Diagnéstico 0 0 1,0
# Caso 09 Diagnoéstico 0 0 1,0
# Caso 10 Refrataria 15 30 1,6
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Figura 2- Aspecto citomorfolégico e expressao positiva da protei-
na p53 em células das linhagens MT2 e C91pl mantidas em meio
de cultura. A) Citomorfologia de citocentrifugado celular apés
coloracao pelo May-Grunwald Giensa. B) A mesma amostra com
fraca positividade para a proteina p53 no nicleo das células apés
reacao de imunocitoquimica. C) Analise da citometria de fluxo evi-
denciando baixa intensidade de fluorescéncia para a proteina p53.
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Figura 3- Citomorfologia e expressao negativa da proteina p53 em
células da linhagem K562 e Jurkat mantidas em meio de cultura. A)
Citomorfologia de citocentrifugado celular apés coloracao pelo
May-Grunwald Giensa. B) Na mesma amostra, reacdo negativa para
a proteina p53 evidenciada pela reacao de imunocitoquimica. C)
Anadlise por citometria de fluxo evidenciando a auséncia de fluores-
céncia, caracterizando expressao negativa para a proteina p53.
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Figura 4- Citomorfologia e expressao da proteina p53 em um caso
de leucemia linfoide aguda (a esquerda) e de leucemia linfécitica
cronica em transformacao (a direita).

A) Citomorfologia de distensao de sangue periférico apés colora-
cao pelo May Grunwald Giensa evidenciando a presenca de blas-
tos do tipo L2 da classificagao FAB para a LLA e presenca de lin-
fécitos e pro-linfécitos na LLC B) Na mesma amostra, positivida-
de a proteina p53 no nucleo das células apés reacao de imunoci-
toquimica. C) Também na mesma amostra, analise por citometria
de fluxo demonstrando fraca reatividade para a LLA e forte
expressao antigénica para LLC.

DISCUSSAO

O numero crescente de estudos relacionados aos aspectos
moleculares da biologia do cancer eleva o interesse sobre
o gene TP53 e a funcédo da respectiva proteina nessas do-
encas "*%# %, A perda da funcao da proteina p53 durante
a carcinogénese pode determinar a progressdo inapropria-
da do ciclo celular ap6s o dano ao DNA, de modo a permi-
tir a sobrevivéncia das células que, em condi¢des normais,
estariam destinadas a entrar em apoptose > %,

Embora as alteracdes do gene e proteina p53 ocorram com
menor freqiiéncia nas neoplasias do sistema hematopoéti-
co do que em tumores s6lidos, a associacao entre a mu-
tacao e a superexpressao da proteina p53 nessas neoplasi-
as com a evolucao clinica desfavoravel nas leucemias tém
sido investigada ** ' . Nessas doencas, as alteracoes do
gene e proteina p53 sdo detectadas em 25 a 30% dos linfo-
mas de Burkitt e na crise blastica da leucemia mieléide cro-
nica (LMC), em 5 a 10% das leucemia mieldide aguda
(LMA), sindrome mielodispldsica (SMD), linfomas néao
Hodgkin (LNH) e na LLC exceto na LLC/SR, onde este
percentual é mais elevado. Essas alteracdes genéticas sao
raramente observadas na LLA, exceto nas recaidas, na do-
enca refrataria e no tipo citomorfolégico L3 39 %,

Apesar do WB ser referido como método “padrao ouro” na
pesquisa da proteina p53 nessas doencas, sua utilizacao na
rotina laboratorial é dificultada em funcdo de algumas de
suas particularidades como as numerosas etapas de pro-
cessamento, a necessidade da utilizacao de diversos equi-
pamentos e a manipulacao de substancias quimicas téxi-
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Figura 7- Andlise de correlacao linear para deteccao da proteina p53
determinada pela imunocitoquimica e citometria de fluxo em amos-
tras de pacientes e células de linhagem leucémicas.

cas®'**. Tantas peculiaridades assim elevam, significativa-
mente, o custo de execugao dessa metodologia e a sua apli-
cabilidade na rotina laboratorial, levando a substituicao
por outros métodos como a IHQ, a ICQ e a CE.

A THQ por sua vez, tem suas limitacoes. A marcagao nega-
tiva ndo significa necessariamente auséncia de alteracao
da proteina, podendo configurar um resultado falso nega-
tivo. Um resultado negativo de expressao da proteina p53
pode ocorrer em virtude de condi¢oes adversas de fixacao
do tecido, diminuindo a sensibilidade da técnica®. Os resul-
tados podem também variar pelo uso de diferentes AcMo,
formas de incubacéao e variacbes nos métodos de recupe-
racdo antigénica, além da subjetividade das contagens e
auséncia de um valor de cutoff uniforme para definir os ca-
sos positivos®. Por outro lado, a proteina p53 também pode
ser detectada em tecidos normais em situacoes de inducao
fisiolégica frente a alteragdes acidentais do genoma. No
entanto, uma forte expressao no nicleo da maioria das cé-
lulas tumorais, indica uma disfuncao da proteina, podendo
corresponder a mutacao ou estabilizacao por outros meca-
nismos’.
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A ICQ é um método de deteccao da proteina p53 que po-
de empregar células em suspensdo, imprint de tecidos tu-
morais ou distensao de sangue e aspirado de medula 6ssea,
apresentando como vantagem a correlacao dos resultados
com analise citomorfolégica, possibilitando também a loca-
lizacdo precisa da proteina no nicleo da célula. Esta técni-
ca utiliza células previamente fixadas em laminas que sao
submetidas a permeabilizacao e depois incubadas com Ac-
Mo anti-p53. A reacao antigeno anticorpo é demonstrada
ap6s a adicdo de uma imunoglobulina conjugada a uma
substancia reveladora e com especificidade para a fracao
constante do AcMo* """,

A ICQ apresenta, no entanto como fator limitante a rapida
degradacdo da proteina, tornando necessdria a preser-
vacao do material em baixa temperatura (-80° C) * ', Por
se tratar de uma metodologia demorada e constituida de
muitas etapas, sua utilizagao na rotina tem sido dificultada,
principalmente, quando se utiliza um grande numero de
amostras o que torna este método alternativo ou completar.
Por se tratar de uma metodologia puramente qualitativa,
seu resultado limita-se a uma contagem dos elementos po-
sitivos ou negativos, ficando a intensidade antigénica su-
jeita a uma andlise subjetiva de acordo com a intensidade
da coloracao e interpretacao do operador .

Ultimamente a CF tem se destacado como o método de es-
colha na detecgdo de marcadores celulares de superficie,
intracitoplamédticos e nucleares, podendo também ser em-
pregada na deteccao da proteina p53 *'* . Nesse método,
a marcacao prévia de células com AcMo conjugados a di-
ferentes fluorocromos permite a andlise detalhada do feno-
tipo de uma determinada célula, mesmo em amostras con-
tendo diferentes populacoes celulares '* .

Neste trabalho, investigamos a expressao da proteina p53
em amostras de linhagens de células leucémicas humanas,
linf6citos normais de doadores de sangue e em células leu-
cémicas de pacientes com LLA e LLC, comparando os re-
sultados obtidos na CF e na ICQ, empregando o AcMo an-
ti-p53 (clone DO-7), especifico para a regido N - terminal
da molécula, que pode ser empregado na detecgao da pro-
teina p53 estabilizada por mutacao do gene TP53 ou por
outros mecanismos como a interacao com outras proteinas
do ciclo celular ou virais *'* %,

Na pesquisa da proteina p53 por CF, empregamos um pro-
tocolo de fixacao e permeabilizacao celular que possibili-
tasse o acesso e direcionamento do AcMo ao ntcleo das cé-
lulas, preservando ao mesmo tempo suas caracteristicas fi-
sico-quimicas. Utilizamos para tal, a solucao de lise celular
da Becton-Dickinson descritos anteriormente por outros
autores *?!, tendo sido este protocolo empregado com mo-
dificacoes por nossa equipe gerando quatro publicacoes'***.
No presente trabalho, esse mesmo protocolo foi reproduzido
com sucesso onde observamos uma boa correlacao com os
resultados da ICQ em amostras de pacientes leucémicos
(p= 0,159) para a LLC e para a LLA (p= 0,052) e em 100%
nas amostras procedentes de linhagens celulares leucémi-
cas humanas (Tabelas III - V e Figuras 5 - 7).

Apesar da ICQ apresentar desvantagens em termos infor-
mativos e operacionais quando comparada com CF, este
método, no entanto apresentou a vantagem da reacao imu-
nolégica se processar na prépria célula e de sua analise po-
der ser associada ao estudo citomorfolégico o que possibi-
litou a distingdo entre as células leucémicas das normais,
bem como a descricdo precisa da localizacdo da proteina
p53 no ntcleo das células.

A CF mostrou-se mais adequada para a deteccao da ex-
pressao da proteina p53 em amostras de pacientes com
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leucemias em razao da facil execucao, possibilitando o pro-
cessamento e andlise das amostras em tempo hébil quando
comparada com a ICQ. Aliada a estas caracteristicas, a CF
apresentou reprodutibilidade da técnica com concordancia
nos resultados das analises realizadas em triplicata nas
amostras das células tumorais e também nas amostras pro-
cedentes do grupo controle, com resultados concordantes
tanto na andlise quantitativa, quanto na avaliacao de den-
sidade antigénica.

As andlises das amostras dos doadores serviram também
para estabelecer resultados que serviram como parametros
para definir um ponto de corte, visando identificar valores
de cutoff uniformes para a expressao da proteina p53 por
CF. Observou-se nestes casos variacao de 0 a 4% para o
percentual de células marcadas e 1,0 a 1,4 para com média
de 1.0 para os valores do IMF.

Células das linhagens Raji e Namalva que tém mutacao do
tipo missense ' '*# apresentam niveis de expressao antigé-
nica maiores em detrimento das linhagens C91pl e MT2
que apresentam a forma selvagem do gene TP53 e que
possivelmente apresenta um mecanismo de inativacao e
estabilizacdo da proteina p53 mediado pelo antigeno TAX
do HTLV 9, 10, 26, 28.

As linhagens K-562 e Daudi, que também apresentam mu-
tacdao do gene TP53 nos codons 135 e 136 do exon 5 e co-
don 213 no exon 6 respectivamente, as mesmas nao mos-
traram expressdo da proteina p53 pelo fato destas mu-
tacoes impedirem a transcricdo da proteina (mutacao do ti-
po stop codon) " *7! ocorrendo o mesmo com a linhagem
Jurkat que também apresenta mutacao stop codon no c6-
don 196 do exon 6. A linhagem HL60 também apresenta
auséncia de transcricao para a proteina p53 por apresentar
delecao na regiao 13p do cromossomo 17 '* 132,

Desta forma, a ICQ demonstrou forte positividade no nicleo
da maioria das células das linhagens Raji e Namalva (Figu-
ra 1), reacdo positiva, porém menos intensa além de menor
quantidade de células positivamente marcadas no nucleo
das células das linhagens C91pl e MT2 (Figura 2) e reacgdo
negativa para as células das linhagens K562, Lucena, HL-
60, Daudi e Jurkat (Figura 3), com resultados similares aos
das amostras dos doadores nas analises feitas no CF.

As amostras procedentes dos pacientes leucémicos apre-
sentaram niveis varidveis de expressao para a proteina
pS53, porém estatisticamente préximos nos dois métodos
(tabelas IV e V; Figuras 5 e 6), sendo também constatados
niveis maiores de IMF na CF e maior contagem de células
p53+ na CF e ICQ nos casos mais graves dessas doencas
como na refratariedade e recorréncia da LLA e na LLC/SR.
Observou-se também nas amostras de pacientes resultados
mais elevados na CF quando comparados com a ICQ. Es-
ses achados associados as caracteristicas metodolégicas da
CF e ICQ anteriormente descritas podem refletir em uma
maior sensibilidade da CF quando comparada a ICQ, que
apresenta além da necessidade de maior tempo de exe-
cucao (Tabela I). A possibilidade da degradacao da protei-
na p53, quando o material é estocado em temperatura ina-
dequada ou por um tempo prolongado também é um fator
limitante e possivel causa de erro no emprego da ICQ na
pesquisa da proteina p53 *.

CONCLUSOES

Nossos resultados demonstraram que ambos os métodos de
estudo sao tuteis na deteccdo da proteina p53 em células
leucémicas.

A CF demonstrou ser uma metodologia mais adequada na
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pesquisa da proteina p53 quando comparada com a ICQ
em funcao da simplicidade de execucgao, maior sensibilida-
de e por ser mais informativa que a ICQ. Outro ponto im-
portante na vantagem da CF é a rapidez no fornecimento
dos resultados quando comparado com a ICQ, podendo
desta forma a pesquisa da proteina p53 ser adicionada com
marcador adicional no painel para imunofenotipagem de
leucemias.
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Elaboracao de meio para hemocultura com resina ina-
tivadora de antibiéticos e comparacao laboratorial do
meio desenvolvido com o meio bact/alert aerobic fan
para a deteccao de bacteriemia e fungemia em
pacientes em uso de terapia antimicrobiana.*

Elaboration of a blood culture medium with antibiotic-inactivating resin and laboratory compari-
son of this medium with bact/alert aerobic fan medium for detection of bacteremia and fungemia
in patients receiving antimicrobial therapy.

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

/RESUMO - Um novo meio de cultura denominado "Hemocultura GOLD" usado para a 6tima recuperacao de patégenos da corrente\
sanguinea (bactérias e fungos) e para a inativacao de residuos de antibiéticos em espécimes sanguineos foi elaborado e estudado em
pacientes com diagnéstico de sepsis apesar do uso de terapia antimicrobiana. Os espécimes sanguineos foram inoculados em frascos
GOLD e em frascos aerébicos FAN do sistema BacT/Alert. Todos os sets de frascos (740 pares no total) foram inoculados com volumes
de sangue que variaram de 8 a 10mL. Os frascos foram incubados pelo periodo padronizado de 7 dias ou até que fossem sinalizados
como positivos. Um total de 72 microrganismos relacionados com os processos sépticos foram isolados a partir de amostras de 34 pa-
cientes; 45 isolados foram recuperados de ambos os frascos, 14 foram recuperados somente pelos frascos GOLD e 12 foram recupera-
dos somente pelo frasco aerébico FAN do sistema BacT/Alert (P nao significativo). Nao houve diferencas significativas entre os dois
sistemas na deteccao de episodios de septicemia entre os pacientes que estavam recebendo terapia antimicrobiana no momento da
realizacdo da coleta do espécime clinico. Das culturas positivas em 72 horas de incubacéo, o tempo de deteccao médio foi menor no
sistema BacT/Alert (16,9h) do que no sistema GOLD (18,8h) sendo P nao significativo. As maiores diferencas nos tempos de deteccao
foram relacionadas ao isolamento de estreptococos (10,7h pelo sistema BacT/Alert e 17,9h pelo sistema GOLD) e leveduras (média de
26,6h pelo sistema GOLD versus 32,6h pelo sistema BacT/Alert). Com excecao das diferencas citadas acima, os sistemas "Hemocul-
tura GOLD" e BacT/Alert apresentaram-se semelhantes na habilidade de recuperar microrganismos aerébios e facultativos em paci-
entes recebendo terapia antimicrobiana.

PALAVRAS-CHAVE - Resina inativadora de antibiéticos; Hemoculturas; Infec¢ao sanguinea. )

~

/SUMMARY - A new blood culture medium called "Hemocultura GOLD", used to maximum recovery of bloodstream pathogens (bac-
teria and fungi) and for the inactivate of residual antibiotics in blood specimens, was studied in patients diagnosed as clinically sep-
tic despite antimicrobial therapy. The blood specimens were inoculated into GOLD and BacT/Alert Aerobic FAN culture bottles. Both
bottles of 740 bottles pairs contained the prescribed blood volume of 8 to 10mL. Bottles were incubated for a standard 7-day protocol
or until signaled that they were positive. A total of 72 isolates that were judged to represent true infections were recovered from 34
patients; 45 isolates were revored from both bottles, 14 were recovered from only the GOLD bottle, and 12 were recovered from only
the FAN bottle (P was not significant). There was no significant difference between the two systems in the detection of septic episo-
des among patients receiving antibiotic therapy at the time of blood cultures. Of the cultures found to be positive within the first 72h
of incubation, detection was on average earlier by the BacT/Alert system (16.9h) than by the GOLD system (18.8h) but P was not sig-
nificant. Larger differences in average time to detection were seen with streptococci (10.7 h by the BacT/Alert system and 17.9 h by
the GOLD system) and yeasts (an average of 26.6h by the GOLD system versus 32.6h by the BacT/Alert system). With the exception
of the differences noted above, "Hemocultura GOLD" and BacT/Alert aerobic FAN blood culture bottles were comparable in their abi-
lities to recover aerobic and facultative organisms in patients receiving antimicrobial therapy.

KEYWORDS - Antibiotic-inactivating resin; Blood cultures; Blood stream infection. )

INTRODUCAO de uma bacteriemia ou fungemia estad entre as mais impor-

tantes funcoes do laboratério de microbiologia. Do ponto de

Ainfecgéo da corrente sanguinea, representada pela in- vista diagnéstico, uma hemocultura positiva pode estabele-

capacidade do sistema imune de conter uma infeccao | Cer uma etiologia infecciosa para a doenca do paciente e

em um determinado sitio e, conseqiientemente, impedir | Proporcionar um microrganismo para teste de susceptibili-

disseminacao da doenca, é um dos mais sérios problemas dade e adequacao da terapia antimicrobiana®*. A deteccao

entre as doencas infecciosas, com tendéncia a crescer com da infeccdo na corrente sanguinea tem, por outro lado, im-

a utilizacdo de técnicas invasivas para monitorar os pacien- | Portancia prognostica, evidenciando que as defesas do indi-

tes, além do aumento do uso de drogas imunossupresso- viduo falharam na contencao de uma infeccao inicialmente

ras”¥. Devido a sua ocorréncia freqiiente e as taxas de mor- localizada e/ou que a terapia de suporte falhou em remover,
talidade tdo elevadas, a oportuna deteccdo e identificacao drenar ou erradicar essa infeccdao em seu sitio primario®*.

Recebido em 10/06/2005

o ) ~_ Aprovado em 14/11/2005 .
*Vencedor do prémio Newprov de melhor trabalho de microbiologia e do prémio SBAC de melhor trabalho apresentado durante o XXXII Congresso Brasileiro de

Anélises Clinicas — 2005.
"Universidade Federal do Espirito Santo (UFES); 2Laboratério Marcos Daniel (Vitéria/ES), Centro *Tecnolégico de Andlises — CETAN (Vila Velha/ES).
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A cultura de sangue é realizada para identificar bactérias
ou outros microrganismos cultivaveis (leveduras, fungos fi-
lamentosos). A simples presenca de tais microrganismos no
sangue é denominada bacteriemia (ou fungemia) e geral-
mente é patologica*. Em individuos saudaveis, o sangue
é estéril. No entanto, existem algumas excecoes: a bacteri-
emia transitéria ocorre frequentemente pouco tempo de-
pois da extracdo de dentes ou outros tratamentos odontol6-
gicos ou cirirgicos de membranas mucosas contaminadas,
de broncoscopia ou cateterizacao uretral. Este tipo de bac-
teriemia transitéria geralmente é causada por bactérias co-
mensais e, via de regra, resolve-se espontaneamente pela
fagocitose das bactérias no figado ou bago'**'. Septicemia
é um termo clinico usado para descrever uma bacteriemia
ou fungemia com manifestagdes clinicas de uma infeccao
severa, o que inclui calafrios, febre, indisposicao, toxicida-
de e hipotensao, sendo o choque sua forma extrema. O nt-
mero de microrganismos circulantes em episédios de sep-
ticemia pode ser pequeno. Mais da metade dos espécimes
coletados para hemocultura de pacientes com septicemia
confirmada possui uma contagem de menos de 2 unidades
formadores de colonia por mL de sangue total"?'.

OBJETIVOS

Os objetivos principais deste estudo foi avaliar a perfor-
mance de uma nova formulacao nutritiva acrescida de re-
sina inativadora de antibi6ticos para o isolamento de bac-
térias e fungos em amostras sanguineas, inclusive de paci-
entes recebendo terapia antimicrobiana e comparar esta
formulacao com o sistema BacT/Alert na recuperacao des-
tes patégenos.

MATERIAL E METODOS

Elaboracao do meio nutritivo "Hemocultura GOLD"

Foi elaborado um novo meio de cultivo com formulacao
inédita no mercado objetivando uma 6tima recuperacao de
patégenos da corrente sanguinea (bactérias e fungos). A
formulacao é a que se segue: Caldo Brain Heart Infusion
(BHI) Merck (15g); Extrato de Levedura (5g); Peptona de
Soja (2,5g); Gelatina Bacteriolégica (12g); Triptose (2,5g);
Cloreto de Sédio (5g); Polianetolsulfonato de Sédio [SPS]
(0,25g); Vitamina K (0,005g); Vitamina B1 (0,003g); Vitami-
na B6 (0,005g); Vitamina H (0,1g); Vitamina B3 (0,2g); L-
Cisteina (0,4g); Acido Para-Aminobenzéico (0,02g); Fosfa-
to Monopotassico (0,2g); Fosfato Dissédico (1,15g); Carvao
Ativado em P¢ (30g); Agua Deionizada (1.000mL); pH final
do meio pronto: 7,2 £ 0,2 a 25°C.

Descricao da utilidade de cada item da formulacao

Caldo Brain Heart Infusion (BHI) Merck (fonte de proteinas
animais acrescido de glicose como carboidrato fermenta-
vel), Extrato de Levedura (um autolisado de leveduras desi-
dratado, que é uma excelente fonte de nitrogénio amini-
co0)*!8, Triptose (um hidrolisado enzimaético misto contendo
muitos peptideos diferentes, inclusive os de alto peso mole-
cular — proteoses, excelente fonte de aminoacidos)**, Pep-
tona de Soja (obtida através da hidrélise da farinha de soja
com papaina que contém, além dos compostos nitrogena-
dos, um alto teor de carboidratos como estaquinose, rafino-
se e sacarose, além de vdrios acucares redutores, sendo
também uma excelente fonte de aminodacidos)¥*, Gelatina
Bacteriolégica (uma proteina colagenosa empregada para
neutralizar uma possivel inibicao do crescimento de bacté-
rias fastidiosas pela presenca do anticoagulante SPS)*?¥,
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substancias reguladoras como Cloreto de Sédio (agente pa-
ra balanceamento da osmolaridade do meio), L-Cisteina
(aminodcido responséavel por baixar o potencial de oxi-re-
ducao do meio, beneficiando com isso o isolamento de bac-
térias anaerdbicas)®*, Fosfato Monopotdssico e Fosfato Dis-
sédico (que atuam como tampoes mantendo o pH do meio
constante quando ha multiplicacdo microbiana no meio de
cultivo)**® e substancias impedientes da a¢ao de antimicro-
bianos "in vitro" como Carvao Ativado em P6 (que de-
compde os peroxidos livres no meio e adsorve antibiéticos
beta-lactamicos, aminoglicosideos, macrolideos, tetracicli-
nas e lincosamidas, impedindo sua acao "in vitro")7*%,
Acido Para-Aminobenzéico (usado como inibidor da acao
de antibiéticos do grupo das sulfonamidas)®*, Vitamina K
(todas as formas de vitaminas K apresentam como parte
central a menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona), chamada
vitamina K3, fundamental para os processos enziméaticos
aerdbios e anaerébios microbianos)***, Vitamina B1 (Tiami-
na - vitamina que se destaca por interferir diretamente no
metabolismo de proteinas, lipideos e principalmente de car-
boidratos, tendo funcao de coenzima quando se liga ao fds-
foro. A tiamina combina-se com trifosfato de adenosina
(ATP) e forma uma co-enzima, o pirofosfato de tiamina, ne-
cessdria ao metabolismo dos carboidratos)*#, Vitamina B6
(Piridoxina — é convertida em fosfato de piridoxal, que atua
como coenzima em varios processos metabdlicos que afe-
tam as proteinas, os carboidratos e os lipidios)**"*}, Vitami-
na H (Biotina — é uma vitamina do complexo B, sendo uma
coenzima essencial no metabolismo de acidos graxos e em
reacgoes de carboxilagao)**, Vitamina B3 (Nicotinamida — é
um componente de 2 coenzimas: o dinucleotideo de adeni-
na nicotinamida (NAD) e fosfato de dinucleotideo de adeni-
na e nicotinamida (NADP), necessério para o metabolismo
lipidico e a respiracdo celular)**** e Agua Deionizada (dilu-
ente das substancias supra citadas).

Elaboracao da resina inativadora de antibiéticos: Foi elabo-
rada a partir de precursores com composicao quimica defi-
nida gerando, apoés sintese bioquimica no Centro Quimico
de Campinas/SP, a resina polimérica (patente requerida pe-
los autores junto ao INPI) com a seguinte estrutura quimica:
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A resina inativadora de antibi6ticos foi adsorvida por péro-
las de vidro de boro-silicato quimicamente inertes e secas
em estufa de vacuo. Foram acrescentadas quatro pérolas
preparadas em cada frasco contendo 40mL do meio GOLD
citado anteriormente. Os frascos foram entao fechados com
tampa de borracha, lacrados com selos de aluminio e auto-
clavados a 121°C durante 15 minutos. Todas as vitaminas
foram adsorvidas por polimeros para evitar a decompo-
sicdo térmica das mesmas.

Foram realizados estudos minuciosos tanto no caldo "He-
mocultura GOLD" elaborado quanto nas pérolas de vidro
recobertas com a resina inativadora de antibidticos. Estes

RBAC, vol. 38(2): 99-106, 2006



estudos foram conduzidos em diversas instituicoes brasilei-
ras e estrangeiras (Instituto Adolfo Lutz, Centro Quimico de
Campinas, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Dow
Chemicals Ltd. e Britsh Institute of Applied Chemical). Os
resultados sao demonstrados nos ANEXOS (Figuras 1, 2, 3,
4, 5 e 6) e somente apés a aprovacao criteriosa de cada item
estudado o meio de cultura foi colocado em uso.

Testes de controle de qualidade

Foram realizados testes para o controle da qualidade do
meio GOLD desenvolvido, correspondendo a performance
do meio quanto ao crescimento de bactérias e fungos ino-
culados intencionalmente. Foram inoculadas dilui¢coes cor-
respondendo a aproximadamente 10° a 10* UFC/mL dos se-
guintes microrganismos: Salmonella enteritidis ATCC
13076, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli
ATCC 25922, Streptococcus pneumoniae ATCC 6305,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterobacter aeroge-
nes ATCC 13048, Proteus vulgaris ATCC 13315, Shigella
flexneri ATCC 12022, Acinetobacter baumannii ATCC
19606, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Candida
albicans ATCC 10231. Todos os microrganismos testados
apresentaram crescimento abundante apés 8, 12, 18 e 24
horas (h) de incubacao a 35°C e repiques de 1 microlitro de
cada periodo citado em meios de cultura nédo seletivos
(dgar sangue de carneiro e agar chocolate), gerando ap6s
24 horas de incubacao mais de 100.000 unidades formado-
ras de coldnias para cada microrganismo.

Populacao de pacientes estudada

O estudo foi conduzido em trés hospitais de cuidados terci-
arios (Hospital Santa Monica, Hospital Praia da Costa (am-
bos do municipio de Vila Velha/ES) e Hospital FHASDO-
MAR, Domingos Martins/ES). Todos os hospitais possuem
assisténcia clinica e cirtrgica, possuindo ainda unidades
de terapia intensiva adulta e neonatal.

Coleta do sangue para cultura

As amostras de sangue para a cultura foram obtidas de pa-
cientes adultos em cada um dos trés hospitais. Todas as
amostras de sangue foram analisadas apoés solicitacao mé-
dica formal aos laboratérios de referéncia que atendem a
estes hospitais (Laboratério Marcos Daniel, Vitéria/ES e
Laboratério Medical Lab, Domingos Martins/ES). O sitio
da flebotomia foi preparado com polivinil-pirrolidona-iodo
(PVPI) antes da venopuncao de aproximadamente 20mL
de sangue venoso usando-se seringas e agulhas estéreis e
descartaveis. As amostras de sangue foram imediatamente
inoculadas em frascos GOLD e aerdébico com FAN do siste-
ma BacT/Alert apés a descontaminacdo da tampa de bor-
racha que fecha cada frasco com dlcool 70%. Quando a so-
licitacao médica era de 1, 2 ou 3 amostras, estas foram co-
lhidas de forma semelhante, observando-se os periodos de
coleta solicitados pelo médico assistente e uma etiqueta foi
colocada em cada frasco indicando o seguinte: 1 amostra,
2% amostra ou 3° amostra.

Processamento das amostras nos laboratérios

Quando do recebimento das amostras, as culturas foram
encaminhadas segundo os procedimentos operacionais
padrao de cada laboratério. Cada frasco em estudo foi
comparado visualmente com frascos contendo os mesmos
meios de cultura mas inoculados intencionalmente com
quantidade conhecida de dgua destilada estéril para esti-
mar se o volume de sangue era adequado. Os frascos que
continham aproximadamente 8 a 10mL de sangue foram
considerados apropriados e foram incluidos no estudo.
Aqueles que continham volumes maiores ou menores que
o padrao foram considerados nédo aceitdveis e foram pro-
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cessados para o beneficio do paciente mas os resultados
destes frascos nao foram inseridos no estudo. Antes da in-
cubacao, os frascos do sistema BacT/Alert foram ventilados
com agulhas estéreis segundo as recomendacdes do fabri-
cante. O mesmo foi realizado com os frascos GOLD. Ne-
nhum frasco nao ventilado foi incluido no estudo.

Todos os frascos foram examinados com relacao a evidén-
cias macroscopicas de crescimento microbiano quando re-
cebidos pelos laboratérios. Os frascos com evidéncia de
crescimento microbiano foram imediatamente repicados
para meios sé6lidos sem a incubacao posterior dos mesmos
em estufa bacterioldgica (frascos GOLD) ou no instrumen-
to (frascos do sistema BacT/Alert). Todos os outros frascos
foram devidamente incubados em estufa bacteriolégica a
35°C (frascos GOLD) e no BacT/Alert (frascos do sistema
BacT/Alert) pelo periodo de 7 dias segundo os procedi-
mentos operacionais padrdao dos laboratérios.

Frascos com indicacdo de crescimento microbiano (tur-
vacao, hemolise ou outro aspecto que pudesse estar relaci-
onado a positividade nos frascos GOLD) e alerta de positi-
vidade do sistema BacT/Alert foram separados para andli-
ses microscopicas (realizacao de esfregaco corado pela me-
todologia de Gram) ap6s homogeneizacao da mistura san-
gue-caldo e retirada de aliquota com seringa e agulha es-
téreis e descartaveis, obedecendo-se todos os critérios de
biosseguranca relacionados nos procedimentos operacio-
nais padrao de cada laboratério. Baseado nos resultados
das coloracoes de Gram, aliquotas dos frascos considera-
dos positivos foram inoculadas em meios de cultura sélidos
apropriados, obedecendo-se procedimentos padronizados.
Um subcultivo "cego" terminal em dgar chocolate incuba-
do a 35°C em atmosfera contendo 5 a 7% de CO: durante
24 horas foi realizado em cada frasco que, apés 7 dias de
incubacao, foi considerado como "potencialmente negati-
vo". Foram computados todos os alertas de falso-positivi-
dade de cada sistema (isto €, frascos considerados previa-
mente como "positivos" mas com resultados negativos na
coloracao de Gram e no subcultivo).

Analise dos dados

As informacgoes geradas no estudo foram analisadas esta-
tisticamente utilizando-se o teste do qui-quadrado descrito
por McNemar e modificado, quando necessario, usando a
correcao de Yates quando n foi menor ou igual a 20. Este
estudo nao objetivou a andlise de dados de isolamentos de
bactérias anaerdbias obrigatérias nem de micobactérias®.

RESULTADOS

Um total de 1.206 espécimes sanguineos foram coletados
de pacientes nos trés hospitais participantes do estudo, to-
talizando 740 pares de frascos (considerando-se 1, 2 e 3
amostras solicitadas pelos médicos assistentes); 103
(13,9%) destas culturas foram positivas, havendo a recupe-
racao de 115 bactérias ou fungos.

Os resultados comparativos dos isolamentos de bactérias e
fungos a partir dos frascos GOLD e do sistema BacT/Alert
sao mostrados na Tabela-1. Dos 72 microrganismos clinica-
mente relevantes isolados, 45 (62,6%) foram recuperados de
ambos os frascos, 14 (19,9%) foram recuperados somente a
partir do frasco GOLD e 12 (17,5%) recuperados somente do
frasco do sistema BacT/Alert (P = nao significativo).

Nao ha diferencas estatisticamente significativas na habili-
dade de ambos os sistemas para detectar os episédios de
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septicemia. Varios pacientes recebiam terapia antimicrobi-
ana quando da coleta do espécime clinico para cultura. A
Tabela-2 detalha a recuperacao de vérias espécies de bac-
térias e fungos isolados de pacientes que estavem em cur-
so de terapia antimicrobiana. Das 72 amostras positivas, 24
(32,9%) foram obtidas de pacientes recebendo terapia an-
timicrobiana. Nao hé diferencas estatisticamente significa-
tivas nos indices de isolamento dos dois meios de cultura
utilizados tanto de pacientes sem terapia antimicrobiana
quanto daqueles que estavam utilizando antibi6ticos.

A Tabela-3 indica os indices comparativos de isolamento de
39 microrganismos considerados contaminantes. Nove
(23,1%) foram recuperados de ambos os frascos, 13 (33,2%)
foram isolados somente nos frascos GOLD e 17 (43,7%) foram
isolados somente nos frascos do sistema BacT/Alert (P <
0,025). Embora os indices de contaminac¢ao foram maiores nos
frascos do sistema BacT/Alert, ndo ha diferencas estatistica-
mente significativas nos indices de detecgao de espécies con-
taminantes quando analisamos os dados individualmente.
Em geral, todos os microrganismos clinicamente relevantes
foram detectados muito satisfatoriamente por ambos os sis-
temas. Os percentuais cumulativos dos isolados clinica-
mente significativos detectados por cada sistema em 24h,
48h e 72h foram 79,2, 90,5 e 94,2% respectivamente para
os frascos GOLD e 72,9, 92,0 e 98,0% respectivamente pa-
ra os frascos do sistema BacT/Alert. A velocidade de de-
teccao (percentuais cumulativos) dos vdrios microrganis-
mos isolados é mostrada na Tabela-4. Dos 45 microrganis-
mos detectados por ambos os sistemas, 2 (3,5%) foram de-
tectados ao mesmo tempo, 26 (59,2%) foram detectados
primeiro pelos frascos GOLD e 17 (37,2%) foram detecta-
dos primeiro pelo sistema BacT/Alert (P < 0,001). O cresci-

TABELA |
Resultados comparativos dos microrganismos isolados
nos sistemas GOLD e BacT/Alert Aerobic FAN

Numero de isolados recuperados de:

Microrganismos Ambos frascos Somente GOLD Somente Aerobic FAN P

Cocos Gram-positivos

Staphylococcus aureus 12 4 4 NS*®

Staphylococcus coagulase-negativoss 8 4 4 NS

Enterococcus faecalis 2 2 1 NS

Streptococcus pneumoniae 1 0 0 NS

Streptococcus pyogenes 1 0 0 NS

Streptococcus do grupo "viridans"e 2 0 0 NS
Bastonetes Gram-negativos

Escherichia coli 5 2 1 NS

Klebsiella pneumoniae 3 0 0 NS

Enterobacter cloacae 2 0 0 NS

Enterobacter aerogenes 1 0 0 NS

Pseudomonas aeruginosa 3 1 1 NS
Bactérias anaerébicas

Bacteroides fragilis 1 0 0 NS
Fungos

Candida albicans 3 1 1 NS

Candida tropicalis 1 0 0 NS
Todos os microrganismos 45 14 12 NS
a NS, ndo significativo (P > 0,05).
b3 Stapt epidermidis, 3 Stapk haemolyticus, 2 Staphylococcus warneri.

¢ ] Streptococcus sanguis, 1 Streptococcus mitis.

TABELA I
Resultados comparativos dos microrganismos isolados nos
sistemas GOLD e BacT/Alert Aerobic FAN a partir de
pacientes que estavam recebendo terapia antimicrobiana
no momento da coleta do espécime sanguineo para cultura

NuUmero de isolados recuperados de:
Ambos frascos  Somente GOLD Somente Aerobic FAN P

Microrganismos
Cocos Gram-positivos

Staphylococcus aureus 4 2 2 NS*
Staphylococcus coagulase-negativos 2 1 1 NS
Streptococcus do grupo "viridans" 2 1 1 NS

Bastonetes Gram-negativos

Klebsiella pneumoniae 1 0 0 NS

Enterobacter cloacae 1 0 0 NS

Pseudomonas aeruginosa 2 1 0 NS
Fungos

Candida albicans 2 1 1 NS
Todos os microrganismos 14 6 5 NS

NS, ndo significativo (P > 0,05)
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mento de estafilococos coagulase-negativos, Enterococcus
faecalis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyoge-
nes e estreptococos do grupo "viridans" em geral foi detec-
tado primeiro pelo sistema BacT/Alert, enquanto o cresci-
mento de Candida albicans e Candida tropicalis em geral
foi detectado primeiro pelos frascos GOLD.

Para aqueles microrganismos os quais foram detectados den-
tro das primeiras 72h por um ou outro sistema e que eventu-
almente cresceram em ambos os sistemas, em geral o sistema
BacT/Alert teve melhor performance na deteccao mais rapida
dos microrganismos (16,9h) em compracao com os frascos
GOLD (18,8h). Como indicado na Tabela-5, para a maioria
dos microrganismos, a diferenca no tempo de deteccao entre
os dois sistemas foi pequena, geralmente de 1 a 3h.

Das 72 culturas positivas, somente 2 frascos do sistema
BacT/Alert (ambos contendo Staphylococcus aureus isola-
dos a partir do mesmo paciente) e 2 frascos GOLD (um
S.aureus e um S.warneri de pacientes diferentes) recupera-
ram isolados clinicamente significativos apés 5 dias (120h)
de incubacao. Um destes episédios (S.aureus) foi detectado
somente apds o sexto dia. Estas duas hemoculturas foram
de pacientes diferentes, cada um representado somente por
1 frasco positivo. Microrganismos considerados contami-
nantes foram recuperados ap6s o sexto dia de incubacao (1
[3,3%] pelo sistema BacT/Alert e 1 em frasco GOLD).
Duas hemoculturas (1,9%) foram consideradas positivas
pelo sistema BacT/Alert no sétimo dia de incubacao mas se
mostraram negativas quando do Gram e do subcultivo. So-
mente 6 (0,7%) frascos GOLD apresentaram sinais falsos
de positividade (turvacgao) e em cujos subcultivos nao hou-
ve crescimento de microrganismos nem foram visualizados
microrganismos no Gram.

TABELA I
Resultados comparativos dos microrganismos
considerados contaminantes isolados nos sistemas
GOLD e BacT/Alert Aerobic FAN

Numero de isolados recuperados de:

Microrganismos Ambos frascos  Somente GOLD  Somente Aerobic FAN P

Cocos Gram-positivos

Staphylococcus coagulase-negativos 7 10 12 NS*

Micrococcus sp. 0 1 1 NS
Bastonetes Gram-positivos

Corynebacterium sp. 1 1 1 NS

Bacillus spp. 1 1 2 NS

Propionibacterium sp. 0 0 1 NS
Todos os microrganismos 9 13 17 NS
ANS, ndo significativo (P > 0,03).

TABELA IV

Resultados comparativos relacionados a velocidade
de deteccao de positividade dos sistemas GOLD e
BacT/Alert Aerobic FAN

Ntmero de isolados recuperados de:

Microrganismos Ambos frascos a0 GOLD detectou Aerobic FAN detectou P
mesmo_tempo primeiro primeiro
Cocos Gram-positivos
Staphylococcus aureus 6 6 5 NS*
Staphylococcus coagulase-negativos 2 6 1 <0,001
Enterococcus faecalis 1 1 0 <0,001
Streptococcus do grupo "viridans" 0 2 1 <0,005
Bastonetes Gram-negativos
Escherichia coli 3 1 2 NS
Klebsiella pneumoniae 1 0 0 NS
Enterobacter cloacae 0 1 1 NS
Enterobacter aerogenes 1 0 0 NS
Pseudomonas aeruginosa 1 1 1 NS
Fungos
Candida albicans 0 1 2 <0,001
Candida tropicalis 0 1 2 NS
Todos os microrganismos 15 20 15 < 0,001

ANS, ndo significativo (P <0,05).
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TABELA V
Tempo médio para deteccao do crescimento dentro das
primeiras 72 horas de incubacao nos sistemas GOLD e
BacT/Alert Aerobic FAN

Média de tempo (h) para detecgéo de positividade:

Microrganismos Aerobic FAN GOLD P

Cocos Gram-positivos

Staphylococcus aureus 16,0 18,1 0,03

Staphylococcus coagulase-negativos 18,4 21.3 0,0001

Enterococcus faecalis 11,6 219 0,0002

Streptoccus pneumoniae 103 12.8 0,0001

Streptococcus pyogenes 83 12,9 0,03

Streptococcus do grupo "viridans” 11,7 194 0,0003
Bastonetes Gram-negativos

Escherichia coli 13,1 14,4 NS*®

Klebsiella pneumoniae 12,7 11,8 NS

Enterobacter spp. 19,9 20,1 NS

Pseudomonas aeruginosa 14,7 16,4 NS
Fungos

Candida albicans 435 31,2 0,002

Candida tropicalis 21,8 22,1 NS
Média dos tempos de positividade (h) 16,9 18,8 0,0003

a NS, ndo significativo (P < 0,05).
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FIGURA 3: Estrutura molecular da Resina Inativadora de
Antibiéticos sintetizada quimicamente (Molscript® e Raster3D®).
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FIGURA4: Microscopia eletronica da Resina Inativadora de
Antibiéticos evidenciando o padrao polimérico esférico assumi-
do pela mesma apoés a sintese quimica [Aumento de 4.500x].
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FIGURA 1: Sintese quimica da resina inativadora de antibiéticos.
O grafico mostra as etapas da sintese através de espectrofoto-
metria por infra-vermelho, indicando as moléculas utilizadas
como precursores (estruturas 1, 2 e 3) gerando, como produto
final, a resina polimérica (estrutura 4).

FIGURA 2: Estrutura molecular da Resina Inativadora de
Antibiéticos sintetizada quimicamente (Molscript® e Raster3D®).
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FIGURA 5: Microscopia eletrénica da esfera de vidro (seta verde)
recoberta com a Resina Inativadora de Antibiéticos (seta verme-
lha) [Aumento de 6.500x].
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FIGURA 6: Composicao de aminoacidos presentes no caldo de
hemocultura GOLD. O grafico mostra os aminoacidos que com-
pdem a parte nutrittiva do meio (juntamente com outros fatores
de crescimento). Grafico obtido através de espectrofotometria
por infra-vermelho apés a esterilizacao do meio.
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FIGURA 7: Estrutura molecular da Resina Inativadora de
Antibiéticos com os respectivos sitios de ligacdo adsorvendo
uma molécula de oxacilina (esfera verde) - visao frontal
(Molscript® e Raster3D®).

FIGURA-8: Estrutura molecular da Resina Inativadora de
Antibiéticos com os respectivos sitios de ligacdo adsorvendo
uma molécula de oxacilina (esfera verde) - visao lateral
(Molscript® e Raster3D®).
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FIGURA-9: Diminuicao substancial da concentracao de oxacilina
introduzida intencionalmente no meio de hemocultura GOLD
apos 8 horas de contato com a Resina Inativadora de
Antibiéticos e incubacdo a 35°C. Grafico obtido através de
espectrometria de massa.

DISCUSSAO

Os meios para cultura de sangue sao nutricionalmente en-
riquecidos, como os caldos tripticos de soja, caldos de pep-
tonas suplementadas, caldo de cérebro e coracao, caldo
Columbia e caldo Brucella”*. Entretanto, variacoes na
composicao do mesmo tipo de meio derivados de diferen-
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tes fornecedores podem afetar a performance destes mei-
os. No mercado brasileiro, os caldos de hemocultura em
sistemas manuais utilizam formulacoes simples, com pou-
cos fatores de crescimento para bactérias fastidiosas, como
fracoes mais largas de peptideos, vitaminas e aminodcidos.
Em geral sao caldos encontrados prontos na forma de pé
obtidos diretamente dos fornecedores (Merck, Oxoid, Bio-
bras, Difco, etc.) sem qualquer alteracao importante, onde
somente a adicao do SPS pode ser observada (caldos de
hemocultura tendo como base TSB, BHI ou Tioglicolato re-
presentam mais de 90% das formulacées disponiveis co-
mercialmente no Brasil).

Apesar da disponibilidade de drogas antimicrobianas, as
taxas de mortalidade por septicemia continuam altas em
todo o mundo. A identificacao e a susceptibilidade dos pa-
tégenos devem ser determinadas tao cedo quanto possivel
durante a septicemia, uma vez que a administracao preco-
ce do antimicrobiano apropriado aumenta as chances de
sobrevivéncia do paciente. Entretanto, o isolamento rdpido
dos patégenos envolvidos no processo infeccioso pode ser
dificil quando o paciente estad sob uso de terapéutica anti-
microbiana®'"'**. Estas drogas podem ser transferidas jun-
tamente com o sangue para o interior do frasco de hemo-
cultura e inibir o crescimento bacteriano "in vitro"'',
Opsoninas naturais, beta-lisinas e outros inibidores encon-
trados no sangue também podem suprimir o crescimento
microbiano nos frascos de hemocultura*”".

Muitos métodos foram desenvolvidos para minimizar este
efeito: diluicao substancial do sangue nos frascos contendo
os caldos nutritivos, remocao dos microrganismos através
de filtracao em membrana e inativacao dos agentes antimi-
crobianos com penicilinase, SPS ou derivados de tiol>**.
Melnick e Wallis (J.L. Melnick e C.Wallis, U.S. Patent
4.145.304, 1979) desenvolveram um método para a re-
mocao de antibiéticos e outros inibidores do crescimento
bacteriano do sangue humano sem uma diminuicao signi-
ficativa da concentracao bacteriana. Eles desenvolveram
um sistema misto de resinas chamado Antimicrobial Remo-
val Device (ARD) (Marion Scientific, Kansas City, MO,
EUA)“4 o qual remove antibiéticos e alguns inibidores do
crescimento bacteriano eficientemente ap6s a agitacao do
sangue coletado com estas resinas e posterior inoculagao
nos frascos comuns de hemocultura. Os frascos contendo o
ARD possuem uma suspensao salina de 15mL de uma resi-
na polimérica adsorvente, 10mL de uma resina de troca ca-
tionica e 5mg de SPS. Este sistema teve sua producao des-
continuada hé alguns anos e nunca chegou a ser comerci-
alizado no Brasil.

Em 1990 a Organon Teknika (Durham, NC, EUA) introdu-
ziu no mercado um sistema automatizado para a deteccao
de patégenos da corrente sanguinea denominado
BacT/Alert*. Este sistema é baseado na detecgao colorimé-
trica de concentracoes de CO: por meio de um sensor colo-
cado internamente no fundo dos frascos de hemocultura.
Cada sensor é monitorado a cada 10 minutos por um reflec-
tometro. O fabricante indicava a utilizacao deste sistema
também para amostras provenientes de pacientes em uso
de terapia antimicrobiana, utilizando-se para tanto os fras-
cos com Fator Neutralizador de Antibi6ticos (FAN). As cul-
turas positivas sao reconhecidas através de um software
que monitora o CO: inicial e o aumento desse gas no inte-
rior do frasco. O sistema BacT/Alert é capaz de incubar,
agitar e monitorar continuamente frascos aerébios e anae-
rébios. O sistema foi posteriormente vendido para a bio-
Meérieux (Marcy l'Etoile, Franca). Os frascos do sistema
Bactec (B-D Diagnostic Systems, Sparks, MD, EUA) que,
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segundo o fabricante, também podem ser utilizados para a
cultura de amostras de pacientes em uso de drogas antimi-
crobianas, contém resina adsorvente nao ionica (13,3%
p/v), resina de troca catiénica (0,8% p/v) e SPS (0,025%
p/v) em 30mL de caldo triptico de soja.

A maioria dos meios para hemocultura comercialmente
disponiveis contém o anticoagulante SPS em concen-
tracoes que variam de 0,025% a 0,05%. Além das proprie-
dades de inibicao da coagulacao do sangue, o SPS também
inativa neutroéfilos e certos antibidticos, incluindo estrepto-
micina, kanamicina, gentamicina e polimixina, além de
precipitar o fibrinogénio, beta-lipoproteinas, beta-1C-glo-
bulina e outros componentes do complemento sérico®**.
Krogstad et al. demonstraram que a habilidade do SPS pa-
ra inativar aminoglicosideos depende das suas proprieda-
des polianionicas. Este efeito também foi produzido por ou-
tros polianions (como o sulfato de dextran) mas nao por de-
tergentes nao iénicos e foi antagonizado por resinas de tro-
ca ionica. Os experimentos de ultra-filtracdo demonstra-
ram que os aminoglicosideos sdao adsorvidos pelos polidni-
ons e as determinacoes de s6dio total e livre nos meios de
cultivo contendo SPS indicam que este efeito é indepen-
dente da carga i6nica.

O SPS pode também inibir o crescimento de certas bacté-
rias (Peptostreptococcus anaerobius, Streptobacillus moni-
liformis, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis e
Gardnerella vaginalis) conforme o relato de diversos auto-
res®¥% Graves et al. demonstraram que o crescimento de
Panaerobius é inibido pelo SPS em concentracoes de
0,05%*. Wilkins e West demonstraram que a inibicao de
crescimento promovida pelo SPS pode ser neutralizada em
meios de cultura pela adicao de 1,2% de gelatina em p6®.
Um efeito de protecao similar foi também demonstrado em
culturas de N.gonorrhoeae e N.meningitidis por Eng e Hol-
ten. A inclus@o de gelatina em p6 a 1,2% permitiu que os
gonococos e meningococos sensiveis ao SPS se desenvol-
vessem livremente tanto em meios sélidos quanto em cal-
dos nutritivos apesar da presenca do anticoagulante. A
protecao fornecida pela gelatina pode ser mediada pelo
efeito de coldide e ainda através da estabilizacdo da mem-
brana citoplasmatica®. Wilkins e West também sugeriram
que proteinas ou largos fragmentos protéicos contendo
uma estrutura tercidria prépria capaz de se ligar as molé-
culas de SPS podem, quando presentes em concentracao
suficiente, proteger contra o efeito inibitério do SPS. O
BHI, uma infusao de tecido cerebral e cardiaco bovino pos-
sui predominantemente porcoes intactas de proteinas e de
largos fragmentos protéicos, os quais permitem fortes li-
gacoes as moléculas de SPS, protegendo, portanto, as bac-
térias do efeito inibitério deste anticoagulante. A adicao de
sangue a este meio também aumenta a concentracao de
proteinas que podem auxiliar no processo de inibicdo da
acao deletéria do SPS. Ja o TSB, um digerido enzimatico de
proteinas, contém predominantemente pequenos fragmen-
tos de peptona e a adicao da mesma quantidade de sangue
relatada anteriormente em geral ndo prové uma taxa de
protecao adequada aos efeitos inibitérios do SPS. Além dis-
so, Wilkins e West também concluiram que a adicdo de
sangue a um meio com fragmentos de peptona obtidos en-
zimaticamente nao conferiu protecao contra a inibicao de
Streptobacillus, Gardnerella e Peptostreptococcus pelo
SPS#,

Apesar dos dois sistemas avaliados neste estudo mostra-
rem performance semelhante comparativamente na recu-
peracao de isolados clinicamente significativos, houve uma
maior tendéncia de isolamento de microrganismos conta-
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minantes no sistema BacT/Alert (estafilococos coagulase-
negativos, Bacillus spp. e Propionibacterium spp.), resul-
tando em dados estatisticamente importantes (P < 0,025).
Os dois sistemas foram também comparados com relacao a
velocidade de detecgao de positividade para a recuperacao
de patégenos clinicamente importantes. Em geral, as bac-
térias Gram-positivas foram detectadas mais precocemen-
te pelo sistema BacT/Alert, enquanto os fungos leveduri-
formes isolados foram recuperados mais precocemente pe-
lo sistema GOLD. O sistema BacT/Alert, em geral, recupe-
rou os microrganismos clinicamente importantes mais cedo
quando comparado com o sistema GOLD. Entretanto, a
magnitude das diferencas no tempo de deteccao das maio-
ria dos microrganismos foi frequentemente de 1 a 3h, o
qual nao pode ser considerado como um intervalo clinica-
mente importante (P < 0,001). As mais notéveis diferencas
nos tempos de deteccao entre os dois sistemas foi com re-
lacao aos Enterococcus faecalis e estreptococos do grupo
"viridans", os quais foram detectados 7h ou mais cedo pe-
lo sistema BacT/Alert e as leveduras, as quais foram detec-
tadas 12h ou mais cedo pelo sistema GOLD.

Uma semelhanca adicional entre os sistemas comparados
foi a dificuldade da leitura dos esfregacos corados pelo mé-
todo de Gram a partir de aliquotas de ambos os frascos. O
carvao ativado contido em ambos os sistemas possui tama-
nhos similares aos das bactérias e fungos leveduriformes e
é, invariavelmente, depositado nas laminas de vidro quan-
do da preparacao dos esfregacos. Na maioria dos casos a
presenca de particulas de carvao na lamina nao atrapalhou
a acurdcia da leitura e interpretacao dos esfregacos cora-
dos. Entretanto, em poucas ocasioes foi requerido o cresci-
mento do microrganismo em meio s6lido para se confirmar
a interpretacao dos esfregacos corados.

CONCLUSAO

Este estudo pode mostrar que a formulacao do caldo de he-
mocultura GOLD possui varias vantagens sobre os caldos
comercialmente disponiveis, especialmente pelo maior va-
lor nutritivo, possibilitando o crescimento de microrganis-
mos fastidiosos, além da inativacao de varios antibi6ticos
"in vitro", os quais poderiam resultar em caldos de hemo-
cultura falsamente negativos, gerando enormes conse-
quéncias negativas para o tratamento correto do paciente.
Neste estudo também houve a demonstracao clara de que
a formulacéo sugerida, aliada a resina inativadora de anti-
biéticos, pode se tornar uma alternativa economicamente
vidvel para todos os laboratérios clinicos, uma vez que sua
performance foi compardvel ao sistema automatizado
BacT/Alert, sem que houvesse a necessidade de instru-
mentos e softwares especificos para o monitoramento das
amostras, gerando confiabilidade e boa relacao custo x be-
neficio ao laboratoério clinico.
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/RESUMO - As hemoglobinopatias sdo um grupo heterogéneo de disttrbios caracterizados por alteracoes que envolvem genes estru-
turais e promovem a formacgao de moléculas de hemoglobinas com varia¢ées polimorficas caracteristicas. Essas alteracoes, denomina-
das variantes, possuem freqiiéncias diversificadas, de acordo com distribuicao geografica e/ou étnica. Avaliou-se o perfil hemoglobi-
nico dos testes realizados no Alvaro Centro de Analises e Pesquisas Clinicas, durante o ano de 2004. Foram analisados 9189 testes, re-
alizados por cromatografia liquida de alta performance (HPLC), provenientes de todas as regides do Brasil. Das amostras analisadas,
81,02% apresentaram perfil hemoglobinico normal, enquanto foi observado alteracdo em 18,98%. Destas, os perfis hemoglobinicos
identificados foram: Hb AS 9,11%; sugestivo de beta talassemia 5,50%; Hb AC 2,47%; Hb SS 0,76%; Hb SC 0,39%; Hb CC 0,20%;
PHHF 0,19%; Hb AD 0,18%; e outras formas raras de hemoglobinas em 0,18%. Observou-se que houve predominio da prevaléncia
de Hb AS (traco falciforme) entre os testes com perfil hemoglobinico alterado. Ainda, houve uma freqiiéncia relativamente elevada
de testes sugestivos de beta talassemia.

\PALAVRAS-CHAVE - Hemoglobinopatias, perfil de hemoglobina. )

~

/SUMMARY - The hemoglobinopathies are a heterogeneous group of haemoglobin disturbs characterized by the structural genes mu-
tations which results in polymorphic haemoglobin molecules. These abnormal hemoglobins are called “hemoglobin variants”. Their
frequencies vary accordingly to the geographic region and/or ethnic group distribution. Quantification of the various hemoglobinic
structures was performed in 9189 samples from all over Brazil. The variants hemoglobin frequency and beta-thalassemia were analy-
zed. The normal hemoglobinic structure and its variants were detected by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). We
found 7445 (81.02%) samples presenting normal hemoglobin structure, Hb AA; whereas 1744 (18.98%) samples revealed some abnor-
mality. The following characteristics were observed among the abnormal hemoglobins: Hb AS (9.11%); suggestive of beta thalasse-
mia (5.50%); Hb AC (2.47%); Hb SS (0.76%), Hb SC (0.39%); Hb CC (0.20%); HPFH (0.19%); Hb AD (0,18%); and some other rare he-
moglobins (0.18%). From our study, we were able to identify a major prevalence of sickle cell trait (Hb AS) among the various haemo-
globin variants. In addition to that, we were able to identify a higher relative frequency of suggestive of beta-thalassemia tests in this
population.

\KEYWORDS - hemoglobinopathy, abnormal haemoglobin, haemoglobin variants. Y,

alizada em laboratoério clinico pode retratar a freqiiéncia

INTRODUGAO
das variagoes de hemoglobina na populacao brasileira.

As hemoglobinopatias correspondem a um grupo hete-
rogéneo de disturbios caracterizados por alteracoes,
qualitativas ou quantitativas, que envolvem a sintese de
genes estruturais e promovem a formacao de moléculas de
hemoglobinas com variagdes polimdrficas caracteristicas
(1). Essas alteracoes, denominadas de variantes, possuem
freqiiéncia variada, de acordo com distribuicdo geogréfica
e/ou étnica (17,18).

O tema hemoglobinopatias vem sendo muito estudado e
estd bem caracterizada na populacao brasileira, principal-
mente, sua prevaléncia e distribuicdo em regides e grupos
étnicos distintos (9). A distribuicdo das hemoglobinas anor-
mais, que provem de formas variantes e talassemias, tem
relacao direta com as etnias formadoras da nossa popu-
lacao.

A maioria dos estudos sobre prevaléncia de hemoglobinas
descritos no Brasil tem cardter regional, ao ser avaliado em
doadores de banco de sangue ou realizados em triagem
neonatal. Poucos sao os estudos que envolvem a populacao
proveniente de todas as regides brasileiras. A avaliacao re-

Este estudo teve como objetivo avaliar o perfil hemoglobi-
nico dos exames realizados no Alvaro Centro de Andlises e
Pesquisas Clinicas durante o ano de 2004.

MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma andlise retrospectiva dos resultados de
exames de perfil de hemoglobinas, realizados no periodo
de janeiro a dezembro de 2004, na Unidade de Eletrofore-
ses do Centro de Anélises e Pesquisas Clinicas Alvaro,
Cascavel, Parand. Excluiu-se resultados de pacientes com
menos de 6 meses de idade. A pesquisa de alfa talassemia
nao estd presente nesta andlise, pois esta é realizada so-
mente com solicitacao especifica.

As amostras eram provenientes de laboratérios localizados
em todos os estados do pais. Os exames foram realizados
utilizando amostras de sangue, colhidas com anticoagulan-
te (EDTA). Todas as amostras foram avaliadas utilizando a
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) asso-
ciada a cromatografia de troca iénica no equipamento Va-
riant IT (BIO-RAD, Hercules, CA).
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Neste sistema, as hemoglobinas sao diferenciadas pelos
seus tempos de retengdao. Cada hemoglobina tem um tem-
po de retencdo caracteristico. Tempo de retencéo é o tem-
po transcorrido entre a injecao da amostra até o dpice do
pico da hemoglobina (Fig. 1).

As amostras que apresentaram a fracao de hemoglobina
A2 (Hb A2) elevada foram submetidas ao teste de Resistén-
cia Osmética em solucao de Cloreto de Sédio a 0,36%
(16).Foram considerados como indicativos de individuos
beta talassémicos todos os individuos que apresentaram
valores de hemoglobina A2 maiores que 3,5% e apresenta-
ram teste de Resisténcia Osmoética, em solucdo de Cloreto
de Sédio a 0,36% positivo.

RESULTADOS

Foram analisados 9189 resultados de testes realizados du-
rante o ano de 2004 na Unidade de Eletroforeses do Alva-
ro Centro de Analises e Pesquisas Clinicas. As amostras
eram provenientes de todos os estados brasileiros.

Do total analisado, 7445 resultados (81,02%), apresenta-
ram perfil hemoglobinico normal, Hb AA, enquanto que
1744 amostras (18,98%) demonstraram alguma alteracao,
qualitativa ou quantitativa (Fig. 2).

Entre os resultados alterados, os perfis hemoglobinicos
identificados apresentaram grande diversidade genética,
ficando assim distribuidos: Hb AS 9,11%, suspeita de beta
talassemia 5,50%, Hb AC 2,47%, Hb SS 0,76%, Hb SC
0,39%, Hb CC 0,20%, PHHF (Persisténcia Hereditaria de
Hemoglobina Fetal) 0,19%, Hb AD 0,18% e Hemoglobinas
raras 0,18%. A tabela 1 apresenta a distribuicao dos geno-
tipos encontrados.

A distribuicao somente dos resultados que demonstraram
alteracoes nas hemoglobinas estd ilustrado na figura 3.

TABELA |
Distribuicao das diferentes variantes de hemoglobinas
observadas nas 9189 amostras avaliadas.

Genotipo AA  AS  beta-tal AC  SS SC CC PHHF AD outras
n 7445 838 506 227 70 36 19 18 17 17
% 81,02 9,11 550 247 076 039 020 019 0,18 0,18

Time (min.)

Figura 1 - Cromatograma de analise por HPLC. Os tempos de
retencao apresentados sugerem “traco falciforme”(Hb AS).
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Onormal

81,02% M anormal

18,98%

Figura 2 - Distribuicdo de resultados normais ou anormais das
9.189 amostras avaliadas.

4,01% :
1.85% 1,09% 1,03% 0,97% 0,97% ;
- :

AS  beta-tal AC ss sc CC  PHHF AD outras

Figura 3 - Figura 3 - Freqiliéncia observada das diferentes
variantes no grupo que compreende hemoglobinas anormais.

DISCUSSAO

A distribuicao das hemoglobinas anormais varia de acor-
do com as populacoes estudadas, tem-se descritas em tor-
no de 750 hemoglobinas variantes e cerca de 300 tipos di-
ferentes de talassemias (6,7). A miscigenacao racial carac-
teristica da populacao brasileira é um fator preponderante
na dispersdao de genes anormais caracteristicos das do-
encas falciformes e talassemias (2).

Por tratar-se de um centro de apoio a laboratérios, o Alva-
ro Centro de Anadlises e Pesquisas Clinicas recebe amostras
de pacientes que ja passaram por uma triagem prévia co-
mo também de pacientes com anemias a esclarecer e paci-
entes de rotina. Esse fato pode auxiliar na justificativa dos
resultados encontrados, principalmente o nimero de he-
moglobinas anormais e de sugestivos de beta talassemia,
apresentar-se mais elevados que os encontrados em estu-
dos anteriores realizados em diversas regides do pais
(1,8,9,14,18).

As hemoglobinas variantes com maior freqiiéncia na popu-
lacdo brasileira, ndo se diferenciando de nossa andlise, sao
as hemoglobinas S (Hb S) e C (Hb C), as quais tém origem
africana, fato que evidencia a participacao intensa do ne-
gro africano na formacao da populacao brasileira (15,18).
No entanto, a miscigenacao ocorrida no Brasil fez com que
essas hemoglobinas deixassem de se restringir a popu-
lacao descendente de africanos, sendo encontradas tam-
bém em outros grupos étnicos (1). A hemoglobina S é tida
como a alteracao hematolégica hereditdria mais freqiiente
e conhecida no homem (11). Concordando com o resultado
desta andlise, a Hb S é a mais freqiiente hemoglobina va-
riante encontrada; ela pode apresentar-se sobre a forma
heterozigota, Hb AS (traco falciforme) ou sobre a forma ho-
mozigota Hb SS, forma que torna os individuos portadores
de anemia falciforme (12).
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A beta-talassemia estd entre as 03 mais freqlientes hemo-
globinopatias encontradas no Brasil (18). Individuos beta-
talassémicos podem apresentar anemia leve, que pode in-
tensificar-se em determinadas situacoes, como na gravi-
dez, situacoes de estresse e quando associada com outros
processos patolégicos. A imigragao dos povos do mediter-
raneo, principalmente italianos, contribuiu na formacéo da
populacao, principalmente no Sul e Sudeste do Brasil; hou-
ve um grande fluxo de imigrantes italianos provenientes
de determinadas regides onde a freqiiéncia de individuos
beta-talassémicos encontrada pode ter sido bastante eleva-
da, variando de 0,4% a 20,0% (8). Diferenciando-se de ou-
tros estudos, o segundo perfil hemoglobinico em prevalén-
cia foi o de beta talassemia, apesar do mesmo nao ter sido
confirmado por investigacoes moleculares. Valores nor-
mais de Hb A2 unidos a valores limitrofes nos indices he-
matimétricos, demonstram alguns estudos, nao sao sufici-
entes para excluir a possibilidade de beta talassemia (8).
Muitos estudos tiveram como fonte de dados os bancos de
sangue (1,9,13,14), outros foram realizados a partir da tria-
gem neonatal (8,9,14), neste estudo foram utilizados resul-
tados de pacientes provenientes de todas as regides do
pais, que ja passaram por uma triagem prévia ou pacientes
com anemias a esclarecer ou ainda pacientes de rotina. Es-
tas diferencas, nos grupos estudados, bem como as va-
riagoes técnicas e a heterogeneidade étnica da populagéao
brasileira, podem justificar as diferencas obtidas relativas
ao numero e prevaléncia de resultados encontrados. Con-
tudo, em nosso estudo e em diversos outros (3,13,18) a Hb
S, principalmente em sua forma heterozigota, foi a que te-
ve prevaléncia.

CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho nos permitem concluir que
houve uma prevaléncia de Hb S (traco falciforme) entre os
testes com perfil hemoglobinico alterado, resultado seme-
lhante a varios trabalhos descritos na literatura. Observa-
mos, também, uma freqiiéncia elevada de suspeita de beta
talassemia quando comparado com trabalhos anteriores.
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Atividade antimicrobiana “in vitro” do extrato
etandlico de Punica granatum linn. (roma) sobre isola-
dos ambulatoriais de Staphylococcus aureus*

Antimicrobial activity ‘in vitro’ of the ethanol extract Punica granatum against of Staphylococcus
aureus strains

Catéo, R. M. R.”; Antunes, R. M. P'; Arruda, T. A."; Pereira, M. S. \’; Higino, J. S.°; Alves, J. A.%;
Passos, M.G.V\M.® & Santos, V. L.

qual, foi capaz de inibir 100% das cepas analisadas.

/RESUMO - A utilizacao de plantas medicinais com indicacao para processos infecciosos, respaldada por pesquisas etnofarmacobota-
nicas, impulsionam vérios estudos farmacolégicos. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana “in vitro” do extato
etandlico de Punica granatum (roma) e determinar sua concentracao inibitéria minima (CIM) sobre amostras de Staphylococcus au-
reus de origem humana ambulatorial, avaliando-se o perfil de sensibilidade dessas cepas, frente aos antimicrobianos usados rotinei-
ramente na clinica médica, como também, a deteccdo da producao de alguns fatores de viruléncia (coagulase, hemolisina e lipase).
Determinou-se a CIM pelo método da diluicao em placas e o antibiograma por disco-difusao, seguindo-se as recomendacoes do
NCCLS (2002). Todas as cepas de S.aureus eram fermentadoras do manitol e hemoliticas, sendo que 10 (58,8%) apresentaram ativi-
dade lipolitica no Agar tween-céalcio. Todas as cepas mostraram-se sensiveis a vancomicina, tetraciclina e oxacilina. Enquanto que 11
(64,7%) apresentaram resisténcia a penicilina e a ampicilina. Observou-se também sensibilidade diminuida a clindamicina e a eritro-
micina em 10 (58,8%) das cepas. Concluiu-se que a CIM do extrato etanélico de P.granatum foi obtida na concentracao de 10%, a

PALAVRAS-CHAVE - Atividade antimicrobiana, S.aureus, Extrato etandlico, Punica granatum, Roma. Y,

~

100% of the strains analysed.

/SUMMARY - The use of medical plants with the indication to the infectious process, supported by etnopharmacobotanic researches,
impel various pharmacological studies. The purpose of this study was to evaluate the antibacterial ‘in vitro’ of the ethanol extract of
Punica granatum (pomegranate) and to determine its minimum inhibit concentration (MIC) on strains of Staphylococcus aureus of hu-
man origin ambulatory evaluating also the sensibility profile of these strains, against the antimicrobial substance usually used in me-
dicine after the verification of some virulence factor such as (coagulation, hemolysis e lipase). It was determined that a MIC by the
method of dilution in plates and the antibiogram by disc diffusion, following the NCCLS (2002) recommendation. All the Staphylococ-
cus aureus were mannitol and haemolytic producers, 10 (58,8%) presented lipolitic activity in the calcium Tween agar. All of the stains
has shown to be sensitive to vancomicin, tetracycline and oxacillin. While 11 (64,7 %) has presented resistance to penicillin and am-
picillin . It has also been observed that diminished sensibility to clindamicin and to eritromicin in 10 (58,8%) of the samples. Conclu-
ding therefore, that a MIC of the ethanol extract of Punica granatum was taken in 10% concentration, which was able to inhibit in

\KEYWORDS - Antimicrobial activity, Ethanol extract, S.aureus, Punica granatum.

~
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INTRODUCAO

taphylococcus aureus é um dos mais significantes agen-

tes etiolégicos de processos infecciosos adquiridos, tan-
to em pacientes ambulatoriais como em pacientes hospita-
lizados; é a espécie mais virulenta dos Staphylococcus spp.,
apresentando uma ampla variedade de fatores que contri-
buem para essa viruléncia, como as toxinas e enzimas que
mediam a invasdo tecidual e a sobrevida no sitio da in-
feccao (KRUSYNSKA et al., 1997; BLATT & PIAZZA, 2004).
As infeccoes causadas por S.aureus apresentam morbidade
e mortalidade elevadas (BLATT & PIAZZA, 2004), sendo
responsavel por 20% das infeccoes bacterianas humanas
(DEITOS et al., 1999).
O surgimento, nos dltimos anos de cepas de S.aureus mul-
tiresistentes, inclusive podendo ser isolados em materiais e
equipamentos usados em ambiente hospitalar constituem
num dos problemas mais relevantes no controle de in-
feccoes e na terapéutica antimicrobiana (ARAUJO et al.,
2000). Dentre outros fatores, a multiresisténcia em S. au-
reus resulta da presenca de plasmideos, que permite a
transferéncia desta resisténcia em grande freqiiéncia
(FREITAS, 2003).
O aumento crescente da freqiiéncia de S.aureus resistentes

a oxacilina (ORSA), também conhecidos como resistentes a
meticilina (MRSA), e da possibilidade do aparecimento de
linhagens resistentes também a vancomicina, tornam rele-
vantes o desenvolvimento de novas drogas com atividade
antiestafiloc6cicas (SADER, et al., 1993).

Desde tempos remotos o homem busca, através das plan-
tas medicinais, a cura ou o alivio das doencas. O conheci-
mento passado de geracao para geracao, no decorrer do
tempo, é o responsavel pela diversidade da medicina
“folk” ou como conhecemos — Medicina Popular. Atual-
mente, diversos fitoconstituintes jd sdo conhecidos e estu-
dos feitos em modelos experimentais sao empregados no
sentido de entender suas atividades biolégicas in vitro e in
vivo. Dentre estes modelos se encontra o de resisténcia mi-
crobiana (MYIAKE et al., 2004).

Uma das linhas de estudo dentro deste modelo, é a de uti-
lizacao de plantas medicinais com indica¢des para proces-
sos infecciosos, cujo respaldo se dé por pesquisas etnofar-
macobotéanicas. No Brasil, ¢ comum o uso de plantas medi-
cinais no tratamento de diversas infeccoes (SEPTI-
MIO,1994). Destacando-se, no vasto contexto etnografico
mundial, a utilizacao da Roma (fruto da Punica granatum
L.) para o tratamento de processos infecciosos internos ou
externos (LANSKY et al., 2004).
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A romazeira se apresenta como um grande arbusto ou ar-
vore pequena, cultivada nas regioes tropicais e subtropi-
cais do mundo. Seu fruto, comestivel, é de odor agradavel.
A medicina popular recomenda tanto a casca do caule co-
mo o fruto para diversas doencas. A casca do caule é em-
pregada como vermifugo, em especial para ténias. Do fru-
to, sao utilizadas as cascas dessecadas ou frescas para o
tratamento de diarréias, infecgoes de pele e mucosas e as
sementes frescas, com seus envoltérios rosados e suculen-
tos, para as afecgoes da boca e garganta (MATOS, 1989;
LANSKY et al., 2004; MYIAKE et al., 2004).

Foi observado em testes para helmintos que extratos aquo-
sos obtidos da casca dos frutos de P. granatum, em doses
elevadas e repetidas, produzem a remocao de oxitros. Em
ensaios clinicos foi observada a expulsao de ténias em pa-
cientes tratados com o extrato da roma. A presenca dos al-
caléides peletierina, isopeletierina e metilpeletierina sao
responsaveis pela atividade tenicida (MATOS, 1989; DINIZ
et al., 1997; LANSKY et al., 2004).

O extrato da casca do fruto apresentou atividade antimicro-
biana contra Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus sub-
tilis, Erwinia carotovora, Mycobacterium smegmatis, Myco-
bacterium tuberculosis, Candida albicans, Cryptococcus neo-
formans e Nocardia asteroides. Foram observadas, ainda, ati-
vidades contra cocos Gram positivos e leveduras (DINIZ et
al., 1997; NASCIMENTO et al., 2000; HOLETZ et al., 2002;
MACHADO et al., 2002; VASCONCELOS et al., 2003).
Toda a planta contém, entre os seus principios ativos, tani-
no em grande quantidade (em torno de 22% a 25% de aci-
do punicotanico). Seus alcaléides possuem propriedades
digestiva, espasmolitica, anti-diarréica e anti-helmintica e
a pelieterina possui acao téxica especifica contra a ténia.
Os alcaldides pelieterina e isopelieterina estao presentes
de 0,3% a 0,9% nas cascas da raiz e do fruto. A casca do
fruto também contém tanino e alcaléides, além de substan-
cias com acao antibiética. Possui também atividade anti-
séptica, antiviral e adstringente. E empregada popular-
mente no tratamento de dores de garganta, rouquidao, in-
flamacao da boca. Do pericarpo, rico em taninos, foram iso-
ladas granatinas A e B, punicalagina e punicalina, sendo
estes os principais responsaveis pela atividade antimicro-
biana (DINIZ et al., 1997; NASCIMENTO et al., 2000; HO-
LETZ et al., 2002; VASCONCELOS et al., 2003).

Navarro et al.(1996), realizaram um trabalho de atividade
antimicrobiana “in vitro"” de uma série de plantas, a fim de
fazer uma triagem de plantas potencialmente ativas contra
microrganismos, entre eles, S. aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. O trabalho
registrou que a Punica granatum possui um efeito antimi-
crobiano contra todas as linhagens microbianas testadas,
em concentracoes iguais ou inferiores a 10mg/mL.
Machado et al. (2002), avaliando a atividade antimicrobia-
na da punicalgina (250 ng), pelo método de disco difusao,
observou a producao de halos de inibicao de crescimento
de 20 mm em todas as cepas de S.aureus testadas.

Varios sdao os seus modos de utilizacao; entretanto, deve-se
ressaltar a toxicidade do alcléide peletierina, devendo-se
portanto evitar seu uso em gestantes e em hipoglicémicos,
uma vez que foi detectada acao hipoglicemiante em ani-
mais experimentais pela acao do penta-o-galoil-glicose.
Deve-se, também, evitar o uso das folhas em pessoas ané-
micas, pois apresentaram teste hemolitico positivo. O ex-
trato etandlico da casca do fruto, in vitro, mostrou uma
DL50 de 280mg/Kg (DINIZ et al., 1997).

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobi-
ana "“in vitro" do extato etandlico de Punica granatum
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(roma), determinar sua concentracao inibitéria minima
(CIM) sobre amostras de S. aureus de origem humana am-
bulatorial, avaliar o perfil de sensibilidade aos antimicrobi-
anos usados rotineiramente frente aos S. aureus, na clinica
médica e verificar a presenca de fatores de viruléncia nas
cepas analisadas.

MATERIAIS E METODOS

Extrato Etandlico a 95% de Punica granatum Linn.
(Roma) O extrato foi obtido a partir da casca do fruto da
roma, identificado botanicamente no Laboratério de Toxi-
cologia da Universidade Federal de Pernambuco. O méto-
do de extracdo empregado foi a lixiviacdo ou percolacao
em fluxo continuo, a temperatura ambiente.

Amostras bacterianas

Foram utilizadas 17 amostras de S.aureus. Sendo uma
amostra ATCC e 16 amostras de origem humana, obtidas
de diferentes processos infecciosos, de pacientes ambula-
toriais, em Campina Grande-PB, das quais, 4 foram envia-
das pelo Programa Nacional de Controle de Qualidade da
Sociedade Brasileira de Anaélises Clinicas. Estas cepas fo-
ram identificadas por meio de coloracao de Gram, provas
de catalase, coagulase e fermentacao do manitol. Foram
caracterizadas fenotipicamente como sensiveis e resisten-
tes a penicilina.

Determinacao da CIM

As solugoes de extrato de roma foram preparadas em agua
destilada esterilizada na proporcao de 1:1 e, a partir dai, fo-
ram preparadas as dilui¢oes subsequentes.

Os niveis de resisténcia foram determinados pelo método
de diluicao em placas usando-se concentracoes decrescen-
tes do extrato de roma, que variaram de 10% até 0,01%.
Uma série de 10 placas foi preparada no dia do uso e em ca-
da uma delas verteu-se uma quantidade adequada (20mL)
de meio de cultivo (Agar Mueller Hinton — DIFCO), manti-
do a 50°C, acrescido de 1mL da solucao diluida do extrato.
Foi preparada uma placa para cada uma das diferentes con-
centracoes. Apoés solidificacdo do meio, as placas foram
mantidas entreabertas em estufa a 37°C por aproximada-
mente 30 minutos, para se tornarem devidamente secas.
As amostras em estudo foram cultivadas em caldo nutritivo
(Brain Heart Infusion — BBL) e incubadas a 37°C/24h. A
partir desse crescimento, foram realizadas diluicoes a 10*
em solucao salina estéril (NaCl 0,85%) e inoculadas em
placas com auxilio de uma multialca (17 amostras por pla-
ca). Estas placas foram entdo incubadas a 37°C/24h. Foi
considerada como CIM a menor concentracao do extrato
capaz de inibir completamente o crescimento bacteriano.
Para controle da viabilidade das amostras, foi utilizada uma
placa contendo apenas o meio de cultura (Agar Mueller
Hinton - DIFCO) e como controle da atividade dos antimi-
crobianos foi empregada a linhagem S. aureus ATCC 29213.
Determinacao do perfil de sensibilidade

Antibiograma (disco-difusdao) — Usou-se o método descrito
por Kirby-Bauer (1966), seguindo-se as recomendacoes do
National Committee for Clinical Laboratory Standads -
NCCLS (2002). A padronizacdo do indculo foi feita com
uma suspensao bacteriana com turvacao conforme a escala
0,5 de McFarland e os discos de antimicrobianos (CEFAR)
utilizados foram: eritromicina, ampicilina, penicilina, van-
comicna, clidamicina, cloranfenicol, tetraciclina e oxacilina.
Determinacao dos fatores de viruléncia: coagulase, hemé-
lise e lipase

Para deteccao da producao de lipase foi utilizado o agar
tween-célcio (FREITAS, 2000). O tween-80 é um éster de
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dcido oléico, substrato para lipase. Ao redor das colonias
com atividade lipolitica, observa-se um halo constituido de
cristais de sal de cdlcio do acido graxo liberado por lipdli-
se. Foram utilizadas as linhagens 319U e 233FN, respecti-
vamente, como controles positivo e negativo para pro-
ducao de lipase em S. aureus. Estas cepas foram fornecidas
pelo Laboratério de Genética da UFPB.

As amostras estudadas foram inicialmente semeadas em
Blood Agar Base - DIFCO (5% de sangue de carneiro des-
fibrinado) e incubadas a 37°C/24h. Apé6s o crescimento
bacteriano, uma coldnia isolada foi repicada com algca em
agar tween-cdlcio e incubada a 37°C/48h. A leitura foi efe-
tuada considerando-se como positiva as linhagens que
apresentaram halo ao redor do crescimento bacteriano.

A verificacao da producéao de hemolise, foi observada atra-
vés da reacdo litica sobre as hemdcias contidas no meio de
cultivo (Blood Agar Base - DIFCO), apés incubacao a
37°C/24-48h.

A deteccao da producao da coagulase livre e ligada foi re-
alizada usando-se “pool” de plasma humano citratado, na
diluicao de 1:4 (SANTOS-FILHO, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de S.aureus foram avaliadas frente as diferen-
tes concentracoes do extrato etandlico de P.granatum
(roma), observando-se nesse estudo que todas as 17(100%)
cepas apresentaram sensibilidade ao extrato, na concen-
tracao de 10%, e que a sensibilidade decaia a medida que
aumentava a diluicao do extrato. De modo que, o extrato
de roma a 5% foi capaz de inibir 16 (94,1%), a 2,5% inibiu
15 (88,2%), a 1,25% inibiu 13 (76,5%) e a 0,62% inibiu 5
(29,4%) das cepas testadas (Tabela 1).

Os tamanhos dos halos de inibicao de crescimento bacteri-
ano, variaram bastante sendo o menor igual a 8mm e o
maior igual a 30mm. Segundo Diniz et al. (1997), num es-
tudo com extrato da casca do fruto (roma), ficou constata-
do sua agao contra diversos microrganismos, sendo o halo
de inibicao para S.aureus em torno de 16mm.

TABELA |
Concentracao Inibitéria Minima do Extrato Etandlico de
Punica granatum (Roma) frente a cepas de
S. aureus de origem humana

Amostras
Ne Controle de
_cepas  viabilidade
+ - - - + + +

Concentracd es das placas (%)

5 25 125 0,62 031 0

5 007 003

3
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Todas as cepas de S.aureus analisadas foram hemoliticas e
fermentadoras do manitol (Manitol Salt Agar — BBL). Em
relacdo a lipase, 10 (58,8%) das cepas identificadas apre-
sentaram reacao lipolitica no Agar tween-calcio, estando
esses dados em concordancia com os relatos de outros au-
tores (PEREIRA, 2000; FREITAS, 2003).

Todas as cepas analisadas foram sensiveis a tetraciclina e
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oxacilina; também, nao se observou em nenhuma das
amostras analisadas, resisténcia a vancomicina (represen-
tante dos glicopeptideos), estando estes dados de acordo
com os citados por Mendes et al., (2003). Entretanto,
11(64,7%) das amostras, apresentaram resisténcia a penici-
lina e a ampicilina, 2(11,8%) a clindamicina e a eritromici-
na (Figura 1).

A ocorréncia dos determinantes aos [B-lactdmicos (penicili-
na G e ampicilina) e a outras classes de antimicrobianos foi
observada entre as cepas estudadas. Detectou-se apenas
1(5,9%) cepa sensivel a todos os antimicrobianos utilizados
nesse estudo. Com relacdo aos macrolideos representados
pela eritromicina, observou-se sensibilidade diminuida em
10(58,8%) das cepas. Esses achados estdo em concordancia
com outras publicagoes (BLATT & PIAZZA, 2004).

O sensivel B indeterminada.  Resistente
1000%

900%

800%

700%

600% —

500% 1

400% 1

9% de Sensibilidade

300%

200%

I

100%

AMP(10mcg)  CLI(2meg) ©LO (30 meg) ERI (15 meg) PEN(10 U) OXA (1meg)

Antimicrobianos Testados

TET(30meg)  VAN(30 meg)

Figura 1: Perfil de Sensibilidade das Cepas de S. aureus, Frente
a Antimicrobianos

A Tabela 2 mostra a ocorréncia de S. aureus portadores de
multiresisténcia a varias classes de antimicrobianos, totali-
zando 11(64,7%) cepas. A maioria 10(58,8%) das cepas iso-
ladas apresentou resisténcia a 2 antimicrobianos (penicili-
na e ampicilina), embora, também, se tenha observado a
presenca de 1(5,8%) cepa com resisténcia a 4 antimicrobi-
anos (penicilina, ampicilina, clindamicina e eritromicina).
Detectou-se 14(88,0%) cepas com sensibilidade diminuida
a um ou mais antimicrobianos. Resultados semelhantes a
esses também foram relatados por Deitos et al. (1999).

TABELA 11
Ocorréncia de cepas de S. aureus multiresistentes

Resisténcia maltipla
(classe dos antimicrobianos)

N° e % de cepas
multiresistentes

PEN-AMP-CLI-ERI 1 (5,8%)

PEN-AMP 10 (58,8%)
Total de cepas com mdltipla resisténcia 11 (64,6%)
Sensibilidade diminuida N° e % de cepas
(classe dos antimicrobianos)

CLI-ERI 8 (47,0%)

ERI 3(17,6%)

CLi 3(17,6%)

CLO 1 (5,8%)
Total de cepas com sensibilidade diminuida 14 (88,0%)

CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo com os resultados apresentados, concluiu-se
que a resisténcia a penicilina e ampicilina nas cepas de S.
aureus analisadas, é significativa e que ocorre também
uma resisténcia a outros grupos de antimicrobianos. E pre-
ocupante o elevado numero de cepas apresentando multi-
pla resisténcia e/ou sensibilidade diminuida aos antimicro-
bianos. Deve-se avaliar também a sensibilidade aos amino-
glicosideos, uma vez que esses antimicrobianos poderao
ser utilizados em associacdo com ,(-lactamicos ou glico-
peptideos como a vanomicina, para o tratamento de in-
fecgoes graves.
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Concluiu-se que o extrato etanélico de P.granatum (roma)
a 10%, possui atividade antimicrobiana satisfatéria contra
todas as cepas de S.aureus analisadas, o que pode ser uma
excelente forma de tratamento alternativo. Entretanto, es-
tudos toxicolégicos adequados deverao ser realizados para
verificar a possibilidade do seu uso efetivo, no combate a
esses microrganismos.
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Prevaléncia de Teniase no Municipio de Pedra Branca
Estado do Ceara, Brasil

Prevalence of taeniasis in municipal district Pedra Branca of Ceara State, Brazil

Oliveira, M.F':Sousa, F.C.S.%Pereira, A.C.G.>; Alencar, A. M’; Bezerra, ES.M."; Martins, D.A.” &
Teles, R, M.A.*

/RESUMO - A teniase é reconhecida como importante problema de satide publica em regides onde as condicoes sanitarias sao preca-
rias e em paises industrializados que recebem imigrantes de regides onde a infeccao é endémica. O homem, responsavel pela manu-
tencao do ciclo parasitario, é o unico hospedeiro da forma adulta dos parasitos Taenia solium e Taenia saginata. Apesar da importan-
cia do porco no ciclo de vida da Taenia solium, pouca atencao é dada em relacao a infeccao suina e humana. Estudo epidemiolégico
realizado no municipio de Pedra Branca no periodo de 1997 a 1998 demonstrou alto indice de carne de porco com cisticercose. O ob-
jetivo do presente estudo foi investigar a prevaléncia de teniase na populacao de Pedra Branca a fim de identificar os casos de tenia-
se. Para isso empregou-se o método de Kato modificado por Katz por ser de f4cil execucdo e de nos fornecer preparagoes quase per-
manentes. Nesse estudo, foram analisadas 831 amostras, de individuos de ambos os sexos, na faixa etdria de 02 a 70 anos, com 54
(6,5%) de positivas. Os resultados mostraram a prevaléncia de diferentes espécies de helmintos, onde a maior freqiiéncia foi de Asca-
ris lumbricoides 19 (2,30%), seguido de ancilostomideos 12 (1,44%) e em terceiro de Taenia sp 10 (1,20%). A prevaléncia de teniase

PALAVRAS-CHAVE - teniase, prevaléncia, Taenia sp

foi bastante significativa levando-se em consideracao que o método utilizado nao é especifico para o diagnoéstico de teniase.

/

thod was not specific for it diagnostic.
KEYWORDS - Taeniasis, prevalence, Taenia sp

o

/¢ SUMMARY - Taeniasis are recognized as important public health problem in many developed countries for regions with bad sanitary
conditions as well as for industrial countries in the cases of emigration from the regions with endemic infection. Human intestin is res-
ponsible for realization of the parasite cycle and is unique accommodation for adult parasite form: Taenia solium and Taenia sagina-
ta In spite of importance of pigs in the life cycle of Taenia solium, it was small attention to relation between human and pig infection.
Epidemiological study accomplished in Pedra Branca in the period 1997-1998 demonstrated the high index of cysticercosis contami-
nation of pork. The purpose of the present study was for measuring the prevalence of human taeniasis on the Pedra Branca populati-
on. For this it was used the Kato method, modificated by Katz in order to be easy in use and to supply the preparations quasi perma-
nent. In this study were analyzed 831 samples of stool of persons of both sexes between 2 and 70 year, with 54 (6.5%) of positives. The
results show prevalent of different types of helminths, where Ascaris lumbricoides 19 (2.30%) has the biggest index, second was an-
cilostomideos 12 (1.44%) and third Taenia sp 10 (1.20%). The prevalence of taeniasis was significant considering that the used me-

/

INTRODUCAO

teniase é encontrada em todas as partes do mundo em

que a populacao tem o habito de comer carne de por-
co ou boi, crua ou mal cozida, com cisticercos viaveis.
Quando o individuo é acometido pela teniase, ele alberga
normalmente um Unico exemplar, por isso essa doenca é
conhecida vulgarmente como solitdria. Os bovinos e os su-
inos sdo os Unicos hospedeiros intermediarios das ténias do
homem com significagao para sua epidemiologia.'**%®
Homens, animais domésticos e solos contaminados por ma-
terial fecal de portadores de teniases sao os principais ele-
mentos do ecossistema que assegura a manutencao desta
parasitose.”"
Ainda que o homem nao seja um hospedeiro normal das lar-
vas (por nao assegurar o futuro de sua evolucao), pode ser
infectado pelos ovos de T. solium, apresentando, em conse-
quéncia, os quadros clinicos da cisticercose que constituem
as formas mais graves do parasitismo humano, devido as lo-
calizacoes preferenciais dos cisticercos no sistema nervoso e
no globo ocular. Portanto, a profilaxia da teniase é de funda-
mental importancia na prevencao da cisticercose.?!2!%
No Brasil, a cisticercose é encontrada com elevada freqiién-
cia nos Estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Parana e Goias.
A prevaléncia populacional é conhecida pela notificacdao

compulséria da doenca (Fundacdao Nacional de Saude-
1996)*. Em Ribeirao Preto -SP, o coeficiente de prevaléncia,
baseado na notificacdo compulséria, é de 67 casos para ca-
da 100.000 habitantes (Secretaria Municipal da Satde de Ri-
beirao Preto-1998)". Segundo a Organizacao Mundial da
Saude, o complexo teniase/cisticercose afeta 50.000.000 de
individuos e 50.000 falecem a cada ano.’

Os porcos, por terem hébitos copréfagos, absorvem cargas
macicas de parasitas ao ingerir proglotes inteiros, com deze-
nas de milhares de ovos, expulsos nas fezes do homem. Por
isso, € comum no porco, a cisticercose generalizada.**"'*!2
No Brasil apesar de existir registros de casos, em varias
Unidades Federativas, apenas o Estado do Parané j& pos-
sui um Programa implantado*. A Organizacao Pan-Ameri-
cana de Saude realizou no més de marco/94, na cidade de
Curitiba, o I Encontro do Cone Sul de Teniase e Cisticerco-
se, onde foi discutido o grave problema e a urgente neces-
sidade de um levantamento de diagnéstico da situacao, pa-
ra dar base a implantacao de um Programa de Controle,
nos referidos paises. No Brasil, o Ministério da Satde, se-
lecionou para inicio destes trabalhos 10 Unidades Federa-
tivas, dentre as quais se inclui o Ceara."* O presente tra-
balho tem como objetivo determinar a prevaléncia de teni-
ase na populacao de Pedra Branca e identificar os princi-
pais fatores de risco associado com a transmissao.

Recebido em 04/04/2005
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MATERIAL E METODOS
Espaco geografico

A cidade de Pedra Branca foi escolhida para realizar este in-
quérito epidemiolégico de teniase baseada em dados anteri-
ores, os quais indicam que a cisticercose suina é prevalente
nessa cidade. O municipio de Pedra Branca localiza-se na
mesorregiao dos sertoes cearenses, a 285 km da capital (For-
taleza), tem uma darea de 1.197 km? e segundo dados do IB-
GE (1997) apresenta uma populacao estimada em 40.884
habitantes. Pedra Branca divide-se em 4 distritos: a sede do
municipio, Mineroldndia, Riachdo do Banabuiu e Tréia.

Coleta de Amostras de Fezes

Na primeira visita as casas, os funciondrios da Secretaria de
Satde, juntamente com a Fundacdo Nacional de Saude
(FNS), esclareceram alguns pontos basicos do nosso trabalho
e a gravidade da teniase para a comunidade de Pedra Bran-
ca. Os recipientes plasticos foram entregues para a coleta das
fezes e um questiondrio do inquérito coproparasitolégico.

Exame Coprolégico

Para analisar as amostras de fezes, utilizamos o Kite (Kato-
Katz) comercializado e gentilmente cedido pela FNS a Se-
cretaria de Satide do municipio de Pedra Branca, para rea-
lizacao deste trabalho.®'® As amostras foram processadas
pelos os funciondrios da FNS e da Secretaria de Saude de
Pedra Branca. As laminas preparadas foram enviadas ao
laboratério de Parasitologia do Departamento de Anadlises
Clinicas e Toxicolégicas da Universidade Federal do Cea-
rda (DACT/UFC), para serem analisadas. Foram analisadas
831 amostras de fezes de individuos de ambos os sexos,
com faixa etdria compreendida entre 2-70 anos, da comu-
nidade de Pedra Branca durante o periodo de 12/04 a
01/11/1999.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O complexo teniase/cisticercose é um grave problema de
saude publica em vadrias regides da Asia, Africa e América
Latina, particularmente nos paises em desenvolvimento.
Nestes, a precariedade das condi¢oes sanitdrias e o baixo
nivel s6cio-econdémico-cultural da populacao aliam-se na
persisténcia de sua disseminacao."'"*

O método de Kato—-Katz empregado nesse inquérito foi es-
colhido por ser de facil execucao e de nos fornecer prepa-
racdes quase permanente que podem ser examinadas até 4
meses depois. No entanto, o mesmo néo é especifico para o
diagnéstico de teniase e nem indicado para identificar pro-
tozoarios intestinais. Inquéritos epidemioldgicos relativos a
teniase sdo dificeis, em vista da inadequacao dos exames de
fezes, da semelhanca dos ovos das duas ténias e das redu-
zidas manifestacoes clinicas, quando nao hé cisticercose.
No presente estudo nés incluimos 2% (831) do total de
40.884 habitantes, de ambos os sexos na faixa etaria de 2 a
70 anos, de Pedra Branca. Das 831 amostras analisadas, 54
(6,5%) foram positivas para um ou mais helmintos intesti-
nais. Os resultados mostram que a faixa etaria mais parasi-
tada foi de 02 a 15 anos com 26 (8,6%), seguida da faixa
etdria de 16 a 30 anos 13 (7,3%). Tabelasl e 3.

116

TABELA |
Freqiiéncia total (%) de helmintos nas 831 amostras de
fezes analisadas na populacao de Pedra Branca,
segundo a faixa etaria.

N°de amostras examinadas

Faixa etéria ( anos) N° de amostra positivas

02-15 303 (91 ,40%) 26 (8,6 0%)
16-30 178 (92 ,70%) 13 (7,3 0%)
31-45 152 (96 ,70%) 05 (3,2 8%)
46-60 104 (95 ,20%) 05 (4,8 0%)
Acima de 61 94 (94, 78%) 05 (5,3 1%)
Total 831 (93 ,50%) 54 (6,5 0%)

Os ovos de Taenia sp. foram detectados em 10 individuos
no intervalo de faixa etdria de 12 a 30 anos. O helminto de
maior prevaléncia nesse estudo foi o Ascaris Iumbricoides
com 19 (2,30%), seguido de ancilostomideos 12 (1,44%) e
Trichuris trichiura 08 (0,96%). O helminto encontrado em
menor freqiiéncia foi Hymenolepis nana (Tabela 2). A alta
prevaléncia de teniase encontrada na populacao de Pedra
Branca foi atribuida ao hébito da populacdao comer carne
de porco no minimo 2 vezes por semana (crua ou mal cozi-
da) ,visto que a populacao vive da criacao de porcos e da
agricultura. E importante ressaltar que a maioria dos por-
cos foi criado soltos e a media de porcos /habitante (3:1).
Os resultados apresentados na tabela 2 mostram a preva-
léncia das diferentes espécies de helmintos, onde o ovo de
Taenia sp. aparece em terceiro lugar.

TABELA 11
Freqliéncia (%) de espécies helmintos intestinais nas 54
amostras de fezes positivas da populacado de Pedra Branca

Espécies de helmintos N° de amostras %
Ascaris lumbricoides 19 2,30
ancilostomideos 12 1,44
Trichuris trichiura 08 0,96
Taenia sp. 10 1,20
Hymenolepis nana 05 0,60
Total 54 6,5
Tabela 1l

Grau de poliparasitismo intestinal de helmintos nas 54
amostras de fezes positivas, segundo a faixa etaria.

N° de individuos parasitados
Com 01 helminto

N° de individuos parasitados
Com 02 ou mais helmintos

faixa etaria (anos)

02-15 16 10
16-30 10 03
31-45 03 02
46- 60 03 02
Acima de 61 03 02
Total 35 19

No ano 1998, O Setor de Vigilancia Sanitdria e Zoonose do
municipio de Pedra Branca realizou inspecao em 26 frigo-
rificos e 2 matadouros, onde foram abatidos 1.015 suinos.
Destes 36 (3,5%) apresentavam cisticercose e os meses de
maior prevaléncia foram janeiro e fevereiro. As estatisticas
dos matadouros, quando se conhece a procedéncia dos
animais, fornecem importantes indicacoes sanitdrias, que
permitem identificar d&reas de maiores ou menores endemi-
cidade da doenca (dados apresentados por nés no Con-
gresso Brasileiro de Analises Clinicas).

RBAC, vol. 38(2): 115-117, 2006



No passado, por falta de medicamentos adequados, os pla-
nos de controle das teniases e da cisticercose foram basea-
dos essencialmente na prevencao da contaminacao do so-
lo e na inspecao da carne nos matadouros. As novas técni-
cas de criacao de animais, sobretudo para os porcos, tive-
ram grande impacto sobre a prevencao da transmissao.
Desta forma, foram obtidos grandes éxitos na Europa Oci-
dental e nos EUA, reduzindo-se drasticamente a prevalén-
cia da teniase. Na URSS, o tratamento em massa com as
novas drogas disponiveis reduziu a taxa de infecdao dos
porcos de 0,16%, em 1960, para 0,005% em 1975.891°

Um inquérito epidemiolégico realizado na comunidade de
Honduras, de 328 amostras de fezes analisadas, mostrou
uma prevaléncia de 3 (0,91%) para Taenia sp." Enquanto
que no México a prevaléncia de teniase foi de 5 (0,60%) de
um total de 828 amostras de fezes.” A prevaléncia de te-
niase na comunidade de Pedra Branca foi superior (1,20%)
as encontradas em Honduras e México. Considerando que
o método utilizado nao é especifico para o diagnéstico da
Taenia sp acredita-se que a prevaléncia seja bem maior.
No Brasil, 937 casos de 6bitos por cisticercose foram relata-
dos no periodo de 1980 a 1989.* Em Ribeirao Preto —SP, a
prevaléncia de cisticercose baseada na notificacdo compul-
séria, no periodo de 1992 a 1995, foi de 54 casos /100.000
habitantes.”” Nas regioes Sul e Sudeste do Brasil o nimero
de casos de cisticercose diagnosticados vem crescendo. En-
tretanto, no Norte e Nordeste a prevaléncia do complexo te-
niase/cisticercose é baixa, podendo ser explicado pela falta
de notificacao. No Brasil, apesar de existir registros de ca-
sos em varias Unidades Federativas, apenas o Estado do Pa-
rand ja possui um Programa implantado.! A Organizagao
Pan-Americana de Satde realizou no més de marco/94, na
cidade de Curitiba, o I Encontro do Cone Sul de Teniase e
Cisticercose, onde foi discutido o grave problema e a ur-
gente necessidade de um levantamento de diagndstico da
situacao, para dar base a implantacao de um Programa de
Controle, nos referidos paises. No Brasil, o Ministério da
Saude selecionou para inicio destes trabalhos 10 Unidades
Federativas, dentre as quais se inclui o Ceard.**

O principal fator de risco associado com a transmissao da
teniase no municipio de Pedra Branca é a falta de uma
educacao sanitdria: Apesar da maioria das casas terem la-
trina, algumas pessoas ainda defecam no meio ambiente
em torno das casas. Um outro fator é o grande numero de
porcos criados soltos na cidade e o hdbito da populacao co-
mer carne de porco, pelo menos 2 vezes na semana. No fi-
nal desse estudo, todos os casos de helmintiase diagnosti-
cados foram enviados a secretaria de satide de Pedra Bran-
ca para serem tratados, ressaltando os casos de teniase. No
momento da visita as casas, a populacao foi informada co-
mo se prevenir do complexo teniase/cisticercose humana,
além de deixar bem claro que nao é necessdrio deixar de
comer carne de porco, o que ndo pode é comer carne crua
ou mal assada/cozida. Essa notificacao permite o mapea-
mento das residéncias dos pacientes para melhor direcio-
nar as medidas de prevencao. Os resultados obtidos nesse
trabalho indicam que a regido é endémica para teniase e
provavelmente para cisticercose. Esse trabalho contribuiu
para o melhor conhecimento da infe¢ao nessa regiao, aler-
tando para o controle e medidas de prevencao que podem
ser tomadas em nivel de assisténcia primdrio a satide nos
servicos publicos.

CONCLUSOES

Diante do elevado indice de teniase encontrado no munici-
pio de Pedra Branca concluimos:

1) A populacao de Pedra Branca desconhece a forma de
adquirir a teniase.
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2) Desconhece que o homem com teniase é o responsavel
pelo surgimento dos casos neurocisticercose, doenca de re-
percussao grave.

3) A populacao necessita de receber informacgoes na forma
de palestras educativas nas escolas, na radio local ou mes-
mo nas igrejas no sentido de conhecer as medidas preven-
tivas para minimizar esse problema.
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O uso do corante urucum (Bixa orellana L.) na técnica
de coloracao histolégica*

The use of stain urucum (Bixa orellana L.) in the techniques histological staining

Dayana Cardozo Rohde', Sergio Oliveira Silveira® & Vera Regina Andrade Vargas®

RESUMO - A técnica de coloracao histolégica é uma etapa importante na confeccdo de laminas para a visualizacdo em microscopio
optico. Entretanto, a maioria dos corantes histolégicos é sintética. O uso desses encarece o processo de coloragdo, pois sao produtos
importados, com altos custos. No presente estudo, uma nova associacao de corantes, naturais, foi empregada. A principal inovacao
desta técnica € o uso da bixina, pigmento encontrado na planta Bixa orellana L. (urucum), como corante histolégico, dissolvido em al-
cool etilico 96°C. O uso desta solucéo alcodlica a base de urucum demonstrou 6tima fixacao nos tecidos, permitindo a visualizacao das
estruturas celulares. Além disso, a substituicao de corantes importados por corantes nacionais constitui uma alternativa para este pro-
cesso em laboratoério.

PALAVRAS-CHAVE - bixina; histologia; inovacédo; coloracéo.

/
/¢ SUMMARY - The techniques histological staining is an important stage in the confection of glass slides for the visualization in Iight\
microscope. However, the major is synthetic histological stain. This use are expensive the staining process, because is imported pro-
ducts, with high costs. In the present study, was used a new association of natural stain. The main innovation of this technique is the
use of the bixina, pigment found in the plant Bixa orellana L. (urucum), as histological stain, dissolved in ethylic alcohol 96°C. The
use of this alcoholic solution of urucum demonstrated to excellent fixed in tissue, allowing the visualization of the cellular structures.

KEYWORDS - bixina; histological staining; innovation.

Moreover, the substitution of stains imported for national stains constitutes an alternative for this process in laboratory.

/

INTRODUCAO

As coloracdes bioldgicas sao utilizadas, em microscopia
6ptica, para aumentar o contraste visual entre os ele-
mentos dos tecidos. Esse procedimento consiste em uma
etapa indispenséavel no processo de confeccdo de laminas
histolégicas. O processo consiste em corar as diversas es-
truturas dos cortes histolégicos, previamente incolores,
com diferentes cores. As técnicas de coloracoes histolégi-
cas ja eram utilizadas desde o inicio do século XVIII, neste
caso, empregando o corante Acafrao. Porém, foi sé a partir
do século XIX que a coloracao de células passou a ser mais
empregada. Atualmente, foram desenvolvidos diferentes
corantes para os diferentes componentes das células e dos
tecidos. (GARTNER & HIATT, 1999; GENESER, 2003; SA-
LAS et al., 2004).

Os corantes podem ser agrupados em trés classes: corantes
que coram os componentes acidos e basicos da célula; co-
rantes especializados e os sais metdlicos. Na coloracao his-
tolégica, os corantes mais utilizados sao a hematoxilina
(corante béasico) e a eosina (corante acido), onde o corante
bésico reage com os componentes acidos do ntcleo e o co-
rante dcido reage com os componentes basicos citoplasma-
tico, corando-os (ROSS & ROMRELL, 1993; GARTNER &
HIATT, 1999; GENESER, 2003).

Atualmente, os corantes utilizados, com excecao da hema-
toxilina e do carmim, sao sintéticos. O uso desses encarece
o processo de coloracao, pois sao produtos importados, com
altos custos. A substituicao de corantes importados por co-
rantes nacionais constitui uma alternativa para a viabili-
zacdo desse processo em laboratorio.

O Brasil apresenta uma diversidade em espécies vegetais
que poderiam ser fonte para a extracao de corantes. Exem-

plo disso é o urucum ja conhecido e utilizado pelos indios
brasileiros, quando da época do descobrimento. Os indios
brasileiros fazem uso, ainda hoje, da tintura vermelha ex-
traida do urucum para pinturas do corpo. Essa semente é
rica em bixina, principal corante, que dé a coloracao ver-
melho-alaranjada. Este pigmento ja vem sendo amplamen-
te utilizado como corante em diversos setores industriais,
tais como: alimenticia, para uniformizar ou dar cor aos ali-
mentos originalmente incolores; farmacéutica; téxtil e cos-
mética (NOGUEIRA-CARVALHO, 1999; MERCADANTE
& PFANDER, 2001; TOCCHINI & MERCADANTE, 2001;
FILGUEIRAS & PEIXOTO, 2002; TOLEDO et al., 2004).

O urucum é um corante vermelho-alaranjado obtido da Bixa
orellana L. (Bixaceae), uma arvore nativa das florestas tropi-
cais da Ameérica do Sul, América Central e Asia. A Bixa orel-
lana L é conhecida por diversos nomes como achiote, terra
orellana, bixa orellana e annatto. No Brasil, o annatto é co-
nhecido como urucum ou urucu, palavra de origem da lin-
gua Tupi-Guarani. Essa planta pode atingir de 3 a 6 metros
de altura, dependendo das condicdes ecoldgicas e da sua
idade. Seus frutos sdo ovéides, tipo cdpsula, dependendo da
variedade, e apresentam um denso revestimento de espi-
nhos moles e inofensivos de até 0,5 cm de comprimento. As
cépsulas sdo chamadas de "cachopas", variando de 360 a
4.900 por planta, comportam em seu interior uma média de
54 sementes, envoltas por uns arilos vermelhos que lhes da
a cor caracteristica (NOGUEIRA-CARVALHO, 1999; De-
OLIVEIRA et al, 2003; TOLEDO et al., 2004).

O corante do urucum é extraido a partir da polpa da se-
mente da Bixa orellana L. (Bixaceae), constituida de fina
camada resinosa, possui coloracao vermelho-alaranjado e
corresponde, aproximadamente, a 4% do grao integral. Es-
se corante apresenta-se convencionalmente de duas for-
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mas: a bixina lipossoltivel e a norbixina, que é hidrossola-
vel. A bixina é o principal corante dessa Bixaceae, perten-
ce a classe dos carotendides e estd presente na semente
entre 70 a 80%, sendo o restante um pigmento ainda nao
caracterizado, de cor amarela, em pequenas quantidades,
cujas estruturas estao relacionadas com a bixina, incluindo
a norbixina. O principal aspecto tecnolégico do urucum € a
capacidade deste corante se aderir as proteinas (LIMA et
al, 2001; De-OLIVEIRA, 2003; TOLEDO et al., 2004).

Os carotendides bixina e norbixina apresentam duas confi-
guracoOes estereoquimicas, isto é, cis e trans. Nos extratos
em condi¢oes normais predomina a cis-bixina ou cis-norbi-
xina mais instaveis. A cis-bixina ou cis-norbixina em so-
lucédo sob aquecimento é parcialmente transformada para a
configuracao trans, mais estavel, conhecida como isobixina
e isonorbixina. Os carotenéides sao, na sua maioria, tetra-
terpenos (com 40 carbonos), formados por oito unidades de
isopreno (C5HS8). Uma vez que estas unidades sao ligadas
“cabeca-cauda"” com excecao da posicao central em que a
ligacao é do tipo “cauda-cauda”, a estrutura é simétrica,
com reversao do plano de simetria no centro da molécula.
Sua caracteristica croméfora é dada pela presenca de uma
série de duplas ligacoes conjugadas. Para atuar como pre-
cursor de vitamina A, um carotenodide deve ser dotado de
um grupo B-ionona nao substituido, com cadeia lateral po-
liénica de pelo menos 11 carbonos, ndo presente, portanto,
na estrutura quimica da bixina. Além disso, é possivel ob-
terem-se com o uso de emulsificantes formulacdes soluveis
tanto em agua como em 6leo (De-OLIVEIRA et al, 2003).
Na busca de novas opgdes para coloracoes histolégicas, o
presente projeto pretende utilizar corantes nativos, visan-
do obter um resultado igualmente satisfatério aos corantes
convencionais ou importados e, ainda, valorizar a matéria-
prima de nosso pais além de reduzir os custos dessas colo-
racoes no laboratério de microtécnica. O objetivo desse es-
tudo foi desenvolver uma nova associacao de colorantes
histolégicos com o pigmento encontrado na planta Bixa
orellana L. (Urucum).

MATERIAIS E METODOS

A amostra, para o corante histolégico, foi constituida de p6
de esséncia de Bixa Orellana L., adquiridas no comércio lo-
cal de Santo Angelo, Rio Grande do Sul. As amostras his-
tolégicas, que foram empregadas para os testes de colo-
racao, foram obtidas de pecas de necropsia de camundon-
gos. Foram avaliadas as amostras histolégicas das fibras
musculares esqueléticas, de glandulas serosas e mucosas,
de tecido nervoso e de alguns tecidos epiteliais corados
com solucao de hematoxilina, para corar o ntcleo e apés,
com solucao alcodlica de urucum para corar o citoplasma.
A coloracao histoldgica foi realizada com a Hematoxilina,
para corar o nucleo, e uma solucdo preparada com 5g de
Urucum em p6, dissolvidos em 100ml de &lcool etilico que
posteriormente foi filtrada, para coloracao do citoplasma.
Apbs o preparo dos corantes foi necessario distender os
cortes em agua, a temperatura ambiente, e secar os mes-
mos em uma estufa. Apés esse procedimento, os cortes his-
tolégicos foram imersos em xilol por 5 minutos; dlcool 70%,
dlcool 60% e alcool 40%, 1 minuto cada; agua destilada por
1 minuto; Hematoxilina por 2 minutos; &gua corrente por 5
minutos; solucdo alcodlica de Urucum por 15 minutos;
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dgua corrente por 1 minuto. Terminado o processo de colo-
racao, foram colocadas laminulas sobre as laminas com
preparacoes histolégicas coradas, com uma substancia
adesiva (Entelan), e observadas ao microscépio 6ptico.
Esse projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Eti-
ca em Pesquisa da URI (COBE/URI), protocolo ntimero
025-4/PIA/04.

RESULTADOS
PREPARO DO CORANTE

Foi preparada uma solugdo com 5g de pé de urucum solu-
bilizado em 100 ml de &lcool etilico 96°C que, posterior-
mente, foi filtrada em papel filtro. Apés, foram utilizados 10
g de p6 de urucum em 100 ml de &lcool etilico 96°, também
filtrados em papel filtro, para o preparo da solucao. Em se-
guida, substituimos o &lcool etilico 96° por dgua destilada,
e misturamos com 10g de urucum.

TESTES DE COLORACAO

Com diferentes quantidades de urucum, solventes, tempo
e temperatura

Na tabela I estao apresentados os testes de coloracao que
foram realizados com diferentes quantidades de urucum,
solventes, tempo e temperatura. Foram realizados os testes
com a solucdo alcodlica preparada com 5g de urucum em
p6 durante 10 minutos e 20 minutos, em temperatura am-
biente, sendo que nenhuma delas mostrou uma definicao
clara das estruturas celulares e histolégicas. Foram realiza-
dos testes de coloracao com a solucao alcodlica de 10g de
urucum durante 10 minutos e 20 minutos, em temperatura
ambiente. A coloragdao que melhor evidenciou as estruturas
celulares foi aquela em que foi utilizado o tempo de 20 mi-
nutos. Apos, foram realizados testes, com a mesma concen-
tracao de corante, porém em estufa a 60° Celsius, durante
o tempo de 10 e 20 minutos, mostrando uma diferenca vi-
sual com as colorac¢oes realizadas em temperatura ambien-
te (Fig. 1). Os mesmos testes foram realizados com solugao
aquosa de urucum.

Com diferentes solucoes de lavagens

Apbs a coloracao com a hematoxilina e o urucum, as lami-
nas foram lavadas com &acido acético, alcool e 4gua. As la-
minas lavadas com &acido acético apresentaram o melhor
resultado.

TABELA |
Testes de coloracao com diferentes quantidades de uru-
cum, solventes, tempo e temperatura.

Solugdo alcodlica de urucum Solugéo aquosa de urucum

5gr 10gr 5gr 10 gr
Temperatura + T+
ambiente 10 min
Temperatura ++ o
ambiente 20 min
Temperatura 60°C + ++
(estufa)10 min
Temperatura 60°C ++ .

(estufa) 20 min

Legenda:

- = fixacao insuficiente.

+ = fixacdo fraca, ndo permite a visualizacéo das estruturas celulares.

++ = fixagdo regular, permite pouca visualizagéo das estruturas celulares.
+++ = fixacdo boa, permite a visualizagéo das estruturas celulares.

++++ = fixacdo 6tima, permite a nitida visualizacdo das estruturas celulares.
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Figura 1: Fotomicrografias de cortes histologicos, em A - tecido
epitelial de transicdo, corado com Hematoxilina e Urucum (HU),
tempo de 20 minutos, estufa a 60° C, lavado com alcool; B - teci-
do conjuntivo, corado com HU, tempo de 20 minutos, estufa a 60°
C, lavado com acido acético; C - tecido muscular estriado esque-
lético, corado com HU, tempo de 20 minutos, estufa a 60° C, la-
vado com acido acético e em D - Glandulas serosas e mucosas,
corado com HU, tempo de 20 minutos, estufa a 60° C, lavado com
acido acético.

DISCUSSAO

Este é o primeiro relato do uso do pigmento bixina (uru-
cum) em coloragoes histolégicas.

A bixina é um corante natural extraido da planta Bixa orel-
lana L. (urucum), facilmente encontrada na flora de nosso
pais. A associacao desta com a hematoxilina representa
uma nova técnica de coloracgédo histolégica que demonstra
resultados igualmente satisfatérios aos das técnicas con-
vencionais. Esta similaridade é devida a caracteristica de
corante acido da bixina, que reage com os componentes
bésicos citoplasmaticos, corando-os, permitindo assim a
substituicao da eosina por aquele pigmento. A coloracao
de fibras musculares estriadas, com a técnica hematoxili-
na-urucum (HU), apresentou 6tima definicao das estrias
assim como JUNQUEIRA E CARNEIRO utilizando a técni-
ca hematoxilina-eosina (HE). Esta mesma semelhanca foi
percebida na diferenciacdo de acinos serosos e mucosos.
No tecido conjuntivo, a técnica HU demonstrou grande afi-
nidade com as fibras desse tecido, os componentes bésicos,

evidenciando assim os nucleos dos fibroblastos. Desta for-
ma, essa associacdo vem como uma alternativa frente a
substituicao dos corantes importados por corantes nativos,
pois é um corante natural de facil utilizacdo e ndo apresen-
ta toxidade, oferecendo maior seguranca aos profissionais.
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Perfil de Resisténcia de Acinetobacter baumannii a
Antimicrobianos nas Unidades de Terapia Intensiva e
Semi-Intensiva do Hospital Geral de Fortaleza*

Profile of resistance of Acinetobacter baumannii to antimicrobial in the Semi-Intensive and
Intensive Care Units of the General Hospital of Fortaleza.
Vania Maria Oliveira de Pontes’; Everardo Albuquerque Menezes'; Francisco Afrdnio Cunha';

Maria Rozellé Ferreira Angelo®; Maria NUbia Cavalcante Salviano® & Indcio Régis Nascimento
Oliveira®

~

/RESUMO - As infeccoes hospitalares sao as mais freqiientes complicagoes do tratamento médico nas Unidades de Terapia Intensiva
(UTI) e Semi - Intensiva (SI). As bactérias do género Acinetobacter, especialmente Acinetobacter baumannii, vém ganhando impor-
tancia nos ultimos anos devido a maior participacao em infecgoes graves e a selecionada resisténcia aos antimicrobianos. O objetivo
deste estudo foi verificar o perfil de resisténcia das cepas de Acinetobacter baumannii, isoladas de amostras clinicas de pacientes in-
ternados no Hospital Geral de Fortaleza (HGF). As bactérias foram isoladas em meios de cultura apropriados. A identificacao e o tes-
te de susceptibilidade aos antimicrobianos foram realizados através do aparelho de automacao MicroScan®. 62 (14%) das 437 amos-
tras positivas provenientes das UTIs e SI, no periodo de janeiro a julho de 2004, foram positivas para A. baumannii. As topografias
com maior ntimero de isolados foram aspirado traqueal (49%) e sangue (29%). Em relacao ao perfil de resisténcia foi observado que
as cepas de A. baumannii isoladas de cateter foram resistentes a quase todos os antimicrobianos, com excecao das quinolonas e imi-
penem (UTI-1). Conclui-se que existem cepas de A. baumannii multirresistentes aos antimicrobianos, inclusive ao imipenem, e que o
aspirado traqueal foi o mais prevalente sitio de infeccao por este patégeno.

PALAVRAS-CHAVE - Acinetobacter baumannii, Antimicrobianos, Resisténcia Y,

SUMMARY - The nosocomial infections are the most frequent complications of the medical handling in the Intensive Care Units (ICU)\
and Semi - Intensive Care Unit (SI). Bacteria of the genus Acinetobacter, specially Acinetobacter baumannii, have become impor-
tant in the last years due to a great participation in grave infections and to the selected resistance to the antimicrobial. The objective
of this study was to verify the profile of resistance of the strains of Acinetobacter baumannii, isolated from clinical samples of patients
interned in the General Hospital of Fortaleza (HGF). The bacteria were isolated in appropriate culture. The identification and test of
sensitivity to the antimicrobial were made in the system MicrosScan® automation. 62 (14%) of the 437 positive samples originating
from the ICU and SI, in the period of January to July of 2004, were positive for A. baumannii. The topography with bigger number
of isolated was tracheal aspirate (49%) and blood (29%). Regarding the profile of resistance, it was observed that the strains of A.
baumannii isolated from cateter were resistant to barely all of the antimicrobials, with exception of the quinolonas and imipenem. We
concluded that there are strains of A. baumannii multiresistants to the antimicrobials, including imipenem, and that the tracheal as-
pirate was the most prevalent site of infection by this pathogen.

KEYWORDS - Acinetobacter baumannii, antimicrobials, resistant Y,
INTRODUGCAO péias (UTIs) desenvolvem uma infeccao adquirida na UTT.
Vosylius et al.”’, em 2003, observaram que a taxa de morta-
A_S infeccées hospitalares podem ser definidas como lidade de pacientes que desenvolveram infecc¢oes adquiri-
aquelas adquiridas ap6s a admissao do paciente e que das na UTI foi significativamente mais alta em comparacao

se manifestam durante a internacao ou ap6s a alta, quando | Com aqueles que nao adquiriram estas infeccoes.
puderem ser relacionadas com a internacao ou procedi- Acinetobacter baumannii € a espécie mais comum do gé-
mentos hospitalares?. nero isolado de amostras clinicas e de ambiente hospitalar.
A unidade de terapia intensiva (UTI) concentra os pacien- | No passado foi considerado de baixa viruléncia mas, ago-
tes clinicos ou cirtrgicos mais graves da clientela hospita- | @ € reconhecido como um importante patégeno hospita-
lar. Quase todos apresentam doencas ou condicdes clinicas lar, mais freqliientemente afetando pacientes criticamente
predisponentes a infeccées, muitos ja se encontram infec- | doentes em unidades de tratamento intensivo (UTIs)". A.
tados ao serem admitidos na UTI e, quase todos, sao sub- baumannii é capaz de sobreviver por longos periodos em
metidos a procedimentos invasivos ou imunossupressivos, | Superficies secas® e esta habilidade para tolerar dissecagao,
com finalidade diagnéstica e terapéutica, alguns deles, re- bem como desenvolver resisténcia a multiplas drogas, po-
alizados em condicées de emergéncia, violando os tradici- | de contribuir para sua persisténcia no cenario hospitalar*.
onais principios de assepsia e antissepsia®. A. baumannii é uma bactéria que parece ter uma pro-
As infeccdes mais comumente adquiridas em UTIs incluem pensao para desenvolvimento de resisténcia antimicrobia-
infeccao da corrente sangiiinea, pneumonia e infeccao do na extremamente rdpida. Praticas em UTIs contribuem pa-
trato urinario. As taxas de mortalidade em UTIs chegam ra o desenvolvimento da resisténcia da A. baumannii por-
aproximadamente a 40% e as infecgoes hospitalares contri- que o uso de antimicrobianos por paciente e por area de
buem decisivamente para esta taxa’. Mais de 20% dos pa- superficie sdo significantemente mais altas nesta parte do

cientes admitidos em unidades de terapia intensiva euro- hospital’.

Recebido em 08/03/2005

) Aprovado em 28/11/2005 .
*Trabalho realizado no Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Geral de Fortaleza.
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RBAC, vol. 38(2): 123-126, 2006 123



Em 1990 as infecgdes por A. baumannii comecaram a dis-
seminar rapidamente. Foi o oitavo patégeno mais freqiien-
temente isolado na Espanha, de pacientes admitidos em
UTIs, com a prevaléncia de 3,7%; 2 anos depois ele tinha
alcancado o terceiro lugar, com uma prevaléncia de 8,2%".
Diante do que foi exposto anteriormente e devido a gran-
de preocupacao existente nos dias atuais sobre o desenvol-
vimento de multirresisténcia bacteriana, incluindo as bac-
térias do género Acinetobacter, surgiu o interesse de se re-
alizar um estudo sobre o perfil de resisténcia destes micror-
ganismos aos antimicrobianos utilizados no Hospital Geral
de Fortaleza.

MATERIAL E METODOS

Foram pesquisadas 437 culturas, de pacientes internados
nas unidades de terapia intensiva e semi — intensiva, do
Hospital Geral de Fortaleza, no periodo de 1° de janeiro a
30 de junho de 2004, no Laboratério de Patologia Clinica
do Hospital Geral de Fortaleza. O isolamento das bactérias
foi realizado através dos meios de cultura apropriados pa-
ra cada tipo de amostra. As Bactérias isoladas foram iden-
tificadas com base nas provas bioquimicas realizadas pelo
aparelho de automacao MicroScan®.

Os antimicrobianos utilizados no painel MicroScan®Neg
Combo 20 foram amicacina, ampicilina/sulbactam, cefepi-
me, cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, ciprofloxacina,
gentamicina, imipenem, piperacilina, ofloxacina, ticarcili-
na/ acido clavulénico e sulfametoxazol/ trimetoprim para
bacilos Gram-negativos.

Os antimicrobianos utilizados no painel MicroScan® Neg
Combo U 21 foram amicacina, ampicilina/sulbactam, ceftri-
axona, ceftazidima, ciprofloxacina, gentamicina, tetracicli-
na, piperacilina, levofloxacina, norfloxacina, ofloxacina e ti-
carcilina/ acido clavuldnico para bacilos Gram-negativos.

RESULTADOS

No periodo de janeiro a junho do ano de 2004, foram cole-
tadas 1110 amostras clinicas com suspeitas de infeccdes
hospitalares, provenientes das unidades de terapia intensi-
va e semi-intensiva. Foram positivas 437 (39%) e o ntime-
ro de cepas de Acinetobacter baumannii isoladas destas
amostras positivas foi de n = 62 (14%).

Os sitios de infeccao analisados foram: aspirado traqueal,
cateter, sangue e urina.

A unidade que apresentou mais casos de infeccao por Aci-
netobacter baumannii foi a UTI - 1 (42%).

13 mUTI -1
21%
WUTI -2
OuTi -3
Os!

11%

Figura 1: Frequéncia de Acinetobacter baumannii nas amostras
clinicas provenientes das UTIs e Sl do Hospital Geral de Fortaleza.

124

18

29% 30 [ Aspirado Traqueal
49% B Cateter
Osangue
Ourina

16%

Figura 2: Frequéncia de Acinetobacter baumannii por tipo de
amostra clinica analisada no Laboratério de Patologia Clinica
do Hospital Geral de Fortaleza.

A figura 2 relaciona os tipos de amostras dos sitios de in-
feccao analisadas e a frequiéncia de Acinetobacter bau-
mannii isoladas.

Podemos observar que o sitio de infeccdo de onde foi isola-
da a maioria das cepas foi aspirado traqueal (49%)

A tabela 1 mostra o perfil de resisténcia aos antimicrobia-
nos das cepas de Acinetobacter baumannii isoladas nas
amostras clinicas da UTI- 1, onde houve o maior nimero de
isolamentos. Foi observado que as cepas de Acinetobacter
baumannii foram mais resistentes aos antimicrobianos be-
ta - lactamicos e aminoglicosideos e mais sensiveis as qui-
nolonas e Imipenem.

TABELA |
Perfil de resisténcia (%) de Acinetobacter baumannii na
UTI - 1 do Hospital Geral de Fortaleza.

Acinetobacter

baumannii Amostras
Aspirado Cateter Hemocultura  Urina
Antimicrobianos traqueal
Amicacina 100 100 100 0
Ampicilina/sulbac-
Tam 100 100 100 -
Cefepime 100 100 100 -
Cefotaxima 100 100 100 -
Ceftazidima 78 100 100 100
Ceftriaxona 89 100 100 100
Ciprofloxacina 78 50 0 100
Gentamicina 100 100 100 100
Imipenem 89 100 100 -
Ofloxacina 78 50 0 100
Piperacilina 100 100 100 100
Ticarcilina/clavula
nato 100 100 100 100
Sulfametoxazol/
trimetoprim 100 100 100 -
Tetraciclina - - - 0
DISCUSSAO

A unidade de tratamento intensivo (UTI) concentra os pa-
cientes clinicos e cirirgicos mais graves da clientela hospi-
talar. Quase todos apresentam doencas ou condicoes clini-
cas predisponentes a infeccoes™.

Acinetobacter baumannii é uma bactéria que tem uma pro-
pensao para o desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana
extremamente rapida. Ainda mais, a resisténcia é multipla,
causando sérios problemas terapéuticos. Praticas em UTIs
contribuem para o desenvolvimento de resisténcia antimicro-
biana'. No Hospital Geral de Fortaleza verificou-se maior pre-
valéncia de Acinetobacter baumannii na UTT -1 (42%).
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Na UTI confluem os fatores de risco para A. baumannii co-
mo em nenhum outro sitio: a UTI tem maior densidade de
pacientes e de profissionais de satude do hospital, nela se
realizam o maior nimero de procedimentos diagnésticos e
terapéuticos invasivos por paciente e ha a maior utilizacao
de antimicrobianos por metro quadrado da superficie do
hospital’. O uso de agentes antimicrobianos é considerado
ser um fator de predisposicao para a emergéncia de bacté-
rias resistentes’.

Wu et al.’®, 2002 verificaram que o patégeno mais freqten-
te em infecg¢oes pulmonares associadas com a ventilacao
era Acinetobacter baumannii com freqiéncia de 27 %, to-
dos de aspirado traqueal. Neste trabalho encontramos
49%, sendo compativel com os nossos resultados.

As distribui¢oes das infec¢des nosocomiais por topografia
diferem entre as UTIs, na mesma UTI ao longo do tempo e
de outras unidades no mesmo hospital®. No Hospital Geral
de Fortaleza (HGF) verificou-se que a principal topografia
de infeccoes por Acinetobacter baumannii nas UTIs e se-
mi-intensiva foi aspirado traqueal com 30 casos (49%), ca-
teter com 10 casos (16%), sangue com 18 casos (29%) e uri-
na com 4 casos (6%).

Martins et al.”, em 2004, observaram em seu estudo que
houve mudanca na ordem de aparecimento das principais
infecgoes hospitalares, com pneumonia sendo a mais fre-
qiente nos periodos estudados, seguida de infeccdes da
corrente sangiiinea no primeiro periodo e infeccao do trato
urindrio no segqundo. Em um outro estudo observou-se que
as bacteremias representaram 4% das amostras clinicas
positivas para A. baumannii, muito atrds das amostras res-
piratérias (40%), mas foram importantes por sua elevada
morbimortalidade’. No nosso estudo no primeiro semestre
do ano de 2004, as infecgoes respiratérias por Acinetobac-
ter baumannii foram as mais freqlentes, sequidas de in-
feccoes na corrente sangiiinea.

A susceptibilidade do A. baumannii a antimicrobianos é
consideravelmente diferente entre paises, centros e até se-
tores de um hospital. As diferencas de padroes de resistén-
cia em amostras enfatizam a importancia de investigagoes
locais para determinar a terapia mais adequada, para in-
fecgoes por A. baumannii'. Neste estudo foram observadas
essas diferencas entre as unidades e entre sitios de in-
feccdo quanto a susceptibilidade a antimicrobianos.

No Brasil, infelizmente, a resisténcia a amicacina observa-
da em bacilos Gram-negativos hospitalares vem aumen-
tando em vdrios centros médicos do pais. Considerando
que, com progressiva freqiiéncia os bacilos Gram-negati-
vos hospitalares adquiriram resisténcia aos aminoglicosi-
deos, a amicacina passou a ser mais utilizada na terapéuti-
ca de infecgdes hospitalares por estes microrganismos e no
tratamento de infec¢des no hospedeiro imunocomprometi-
do. Os elevados niveis de resisténcia dos bacilos Gram-ne-
gativos a amicacina, observados em hospitais brasileiros,
possivelmente estao relacionados ao maior uso deste anti-
biético™. Neste estudo, verificou-se que a maioria das ce-
pas de Acinetobacter baumannii foi resistente a amicacina,
sendo encontradas algumas cepas sensiveis em isolados de
hemoculturas.

Marques et al.’’, em 1997, observaram que 20% dos isola-
mentos de Acinetobacter baumannii foram resistentes a,
pelo menos duas, penicilinas de espectro estendido e dois
aminoglicosideos, mas que o imipenem e um aminoglicosi-
deo resultaram em sinergia total em 21% dos isolamentos
e sinergia parcial em 79% dos isolamentos altamente resis-
tentes. Seifert et al.”®, em 1993, mostraram que A. bauman-
nii foi mais sensivel a amicacina, ciprofloxacina e imipe-
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nem. Neste estudo, a maioria dos A. baumannii foi resis-
tente as penicilinas de espectro estendido e aos aminogli-
cosideos, sendo mais sensiveis a ciprofloxacina e imipe-
nem.

Estudos tém demonstrado sinergia ou sinergia parcial com
a combinacdo de antimicrobianos como A/S (ampicili-
na/sulbactam), T/C (ticarcilina/clavulanato), P/T (piperaci-
lina/tazobactam) e aminoglicosideos em concentracoes
plasmaticas terapéuticas, embora um ou ambos agentes
fossem inativos quando testado isoladamente in vitro para
A. baumannii®®. Neste estudo, a maioria das cepas de A.
baumannii foi resistente as combinac¢des ampicilina/sul-
bactam e Ticarcilina/clavulanato, nao tendo sido analisada
a combinacao piperacilina/tazobactam.

Em um estudo feito por Karsligil et al.’, em 2004, verificou-
se que Acinetobacter baumannii foi sensivel ao imipenem
(90,4%), norfloxacina (84,5%) e ciprofloxacina (65,4%).
Neste estudo, verificou-se que os A. baumannii isoladas
em hemoculturas na UTI e SI foram sensiveis ao imipenem
(100% e 33%) e a ciprofloxacina (100% e 33%).

CONCLUSAO

- O total de Acinetobacter baumannii isolada de amostras
clinicas de pacientes das unidades de terapia intensiva e
semi-intensiva do Hospital Geral de Fortaleza foi de 62, ou
seja, 14% das culturas foram positivas.

- O perfil de resisténcia de Acinetobacter baumannii isola-
das em hemoculturas mostrou a existéncia de cepas multir-
resistentes na UTI-1, com susceptibilidade apenas para ci-
profloxacina.

- O perfil de resisténcia de Acinetobacter baumannii isola-
das de culturas de aspirado traqueal mostrou a existéncia
de cepas com resisténcia total aos antimicrobianos, na UTI-
2.

- O perfil de resisténcia de Acinetobacter baumannii em
culturas de cateteres mostrou a existéncia de cepas multir-
resistentes, nas unidades semi-intensiva e UTI-1, com sus-
ceptibilidade apenas para ciprofloxacina (50%) e imipe-
nem (50%). Também, mostrou a existéncia de cepas total-
mente resistentes aos antimicrobianos utilizados na UTI-3.
- O perfil de resisténcia de Acinetobacter baumannii em
urinoculturas de pacientes das UTIs e semi-intensiva mos-
trou multirresisténcia, sendo as cepas susceptiveis apenas
aos aminoglicosideos (100%) e tetraciclina (100%).
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Prevaléncia da tricomonose em mulheres residentes
na Vila dos Papeleiros em Porto Alegre, RS

Prevalence of trichomonosis among women resident in the Papeleiros Slum in Porto Alegre, RS

Rafael V. Michel', Fernanda P. Borges', Renata C. M. Wiltuschnig', Francine G. Neves’, Juliana
Ribeiro’, Renata C. Vieiro', Patricia B. Vieira', Gabriela R. Bohns', Tiana Tasca’® & Geraldo A. De
Carli’

/RESUMO - Trichomonas vaginalis € um protozodrio flagelado parasito do trato urogenital humano. A tricomonose é a doenca sexu-
almente transmissivel (DST) ndo-viral mais comum do mundo. Na mulher, a infecgdo tem sido associada a sérias seqiielas, como do-
enca inflamatéria pélvica, cancer cervical, parto prematuro e baixo peso de bebés nascidos de maes infectadas. A infeccéao pelo T. va-
ginalis aumenta a transmissao e aquisicao do HIV. Considerando o impacto da tricomonose na saide publica, estudos epidemioldgi-
cos sado fundamentais para o controle da doenca. Neste estudo foi estabelecida a prevaléncia da tricomonose em mulheres residentes
na Vila dos Papeleiros, em Porto Alegre, RS. Os procedimentos de diagnéstico usados no inquérito socioepidemiolégico foram exames
direto a fresco e cultural. A prevaléncia do T. vaginalis entre as 75 mulheres examinadas foi de 20,0%. O pertil socioepidemiolégico
da populacao feminina estudada demonstra que a prevaléncia da tricomonose foi maior em mulheres casadas, negras, fumantes, de
baixo nivel educacional, desprovidas de acesso a higiene e saneamento basico e que nao faziam uso de contraceptivos. Os dados de-
monstram a necessidade urgente de prover atendimento de satde e educagéao preventiva a populacao da Vila dos Papeleiros.
PALAVRAS-CHAVE - Trichomonas vaginalis, prevaléncia, doenca sexualmente transmissivel, epidemiologia Y.

/e SUMMARY - Trichomonas vaginalis is a flagellated protozoan that parasitizes the human urogenital tract. Trichomonosis is the most\
common non-viral sexual transmitted disease in the world. In women the infection has been associated with pelvic inflammatory di-
sease, cervical cancer, premature birth and low weight of babies born from infected mothers. The T. vaginalis infection increases the
transmission and acquisition of HIV. Considering the serious impact of trichomonosis on public health, epidemiologic studies are es-
sential to control the disease. In this study we established the prevalence for trichomonosis among women resident in the Papeleiros
Slum, Porto Alegre, RS. The diagnostic methods utilized in the epidemiologic survey were wet mount and culture. The prevalence of
T. vaginalis among 75 examined women was 20%. The profile of the female population demonstrates that the prevalence of trichomo-
nosis was high among married, black, smokers and illiterate women, among those without basic hygiene and among women that did
not use condoms. Data demonstrate the urgent need of health care and health education to Papeleiros Slum population.
KEYWORDS - Trichomonas vaginalis, prevalence, sexually transmitted disease, epidemiology )

INTRODUCAO

Tn’chomonas vaginalis é o agente etiolégico da tricomo-
nose, a doenc¢a sexualmente transmissivel (DST) nao-
viral mais comum do mundo™ com 250 a 350 milhdes de
novos casos ocorrendo a cada ano*®*. Na mulher a apre-
sentacao clinica varia desde infeccao assintomaética até se-
vera vaginite. No homem, a tricomonose é geralmente as-
sintomaética, mas pode variar de um estado agudo, caracte-
rizado por uretrite purulenta abundante a doenca assinto-
matica leve, clinicamente indistinguivel de outras uretri-
tes®. Estudos recentes indicam que o impacto da tricomo-
nose nao esta limitado a vaginite e uretrite. Na mulher, a
infeccao pelo T. vaginalis pode causar sérias conseqiiénci-
as, como doenca inflamatéria pélvica', cancer cervical**#,
parto prematuro e baixo peso de bebes nascidos de maes
infectadas®. Entre outras seqiielas, causadas pela tricomo-
nose, estdo recém-nascidos com doenca pulmonar crénica
adquirida durante o parto de mae infectada'® e co-infeccao
pelo T. vaginalis e Pneumocystis carinii em um paciente
com AIDS™. A tricomonose esta associada ao aumento da
transmissao do HIV". Homens HIV-positivos com tricomo-
nose tém elevados numeros de particulas virais no sémen,
facilitando a transmissao do HIV". A infeccao pelo T. vagi-
nalis expande a porta de saida em pacientes HIV-positivos

e expande a porta de entrada para pacientes HIV-negati-
vos®. Estima-se que 24 % das infecgoes pelo HIV sao dire-
tamente atribuiveis a infecg¢des pelo T. vaginalis. Portanto,
o controle desta DST pode ser um dos meios mais eficazes
para o manejo do risco de transmissao do HIV mundial-
mente. Considerando o sério impacto da tricomonose na
saude publica, estudos epidemiol6gicos sao fundamentais
para o controle da doenca.

O diagnoéstico da tricomonose nao pode ser realizado base-
ado somente na apresentacao clinica pois a infeccao pode-
ria ser confundida com outras DSTs. Se a clinica fosse uti-
lizada isoladamente para o diagnoéstico, 88% das mulheres
infectadas nao seriam diagnosticadas e 29% das nao infec-
tadas seriam falsamente indicadas como tendo infeccao®.
A investigacao laboratorial é necessaria e essencial para o
diagnéstico da tricomonose uma vez que leva ao tratamen-
to apropriado e facilita o controle da propagacao da in-
feccao®. Muitos estudos tém utilizado freqiientemente téc-
nicas com baixa sensibilidade, como o exame direto a fres-
co e preparacdes coradas, conseqiientemente a prevalén-
cia de infeccao por T. vaginalis pode ser subestimada®. O
método de cultura é o padrao-ouro para o diagnostico por-
que é simples de interpretar e requer somente 300-500 tri-
comonas/mL de in6culo para iniciar o crescimento. No en-
tanto, sao necessdrios alguns dias para a identificacao do
parasito, tempo durante o qual os pacientes infectados po-
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dem continuar a transmitir a infec¢ao®***. Neste estudo foi
determinada a prevaléncia da tricomonose entre mulheres
residentes na Vila dos Papeleiros, em Porto Alegre, RS. Pa-
ralelamente, foi investigado o perfil socioepidemiolégico
da populagao estudada. Como método diagnostico, foi usa-
da a combinacao triagem pelo exame direto a fresco e cul-
tura das amostras.

MATERIAL E METODOS

Area estudada: A vila dos Papeleiros foi construida sem
planejamento, nao seqguindo regras de urbanizacao. Este
conjunto de casebres foi implantado no perimetro urbano
(situado entre a Rua Voluntérios da Pétria e Avenida Cas-
telo Branco). As moradias ndo sao padronizadas, construi-
das em madeira, com um ou dois cémodos (cozinha e quar-
to), teto simples (madeira, pléastico e/ou papeldo) e piso de
terra batida. Os casebres nao possuem latrina, esgoto, cis-
terna e/ou reservatério para dgua e somente alguns sao
servidos pela rede municipal de dgua. Entretanto, os case-
bres sao abastecidos de energia elétrica. Os dejetos huma-
nos sao jogados no solo ou recolhidos préximos as moradi-
as. Existem 21 banheiros publicos sem condi¢des de uso. O
lixo é deixado exposto em monturos sobre o solo. As ruelas
nao sao pavimentadas e ocorre grande actimulo de lixo e
dgua da chuva. As casas ndo possuem jardins e/ou hortas.
Animais como caes, gatos e cavalos sao mantidos na vila
sem qualquer condicdao de higiene. Com freqiiéncia, aci-
dentes com mordidas de ratos principalmente vitimando
criancas, sdo reportados as voluntdrias que prestam assis-
téncia basica a populacao da vila.

Populacao: Os habitantes sdo de etnia branca, negra e mu-
lata, de ambos os sexos e a maioria (em torno de 70%) tém
como profissdo a reciclagem de papel. Durante o periodo
de junho a julho de 2003, foi realizado um estudo socioepi-
demiolégico para o diagnéstico da tricomonose entre as
mulheres residentes na Vila dos Papeleiros. Um total de 75
mulheres sexualmente ativas apresentou-se espontanea-
mente. Por razdes éticas, virgens foram excluidas do exa-
me ginecoldgico. As pacientes foram questionadas no dia
da colheita da amostra quanto a idade, etnia, estado civil,
numero de filhos, atividade sexual, tipo de unidade sanita-
ria na moradia, status de fumante, uso de contraceptivos,
escolaridade e profissao. O grau de promiscuidade sexual
da populacao estudada nao pode ser caracterizado. Os re-
sultados do inquérito socioepidemiolégico sdo apresenta-
dos na Tabela I.

Colheita da amostra: As secrecoes vaginais foram colhidas
imediatamente apés o inquérito socioepidemiolégico. To-
das as mulheres foram orientadas para nao realizar a higie-
ne vaginal, durante um periodo de 18 a 24 horas antes da
colheita do material, e para nao fazer uso de medicamen-
tos tricomonicidas, tanto vaginais (gel e cremes) como orais
por 15 dias. O material foi colhido na vagina com swab de
algoddo nao absorvente, com auxilio de um espectro nao
lubrificado. Foram colhidos dois swabs de cada paciente,
para facilitar os exames direto e cultural®.

Exame direto a fresco: Devido a falta de infra-estrutura da
vila para a realizacdao imediata do exame microscépico, as
amostras foram temporariamente preservadas em 1,0 mL
de solucao salina isotonica glicosada a 2%, tépida e tempe-
ratura aproximada de 30°C, até serem transportadas ao la-
boratério. Esta solucao mantém os organismos vidveis por
aproximadamente 6 horas a temperatura aproximada de
379C?. As amostras foram observadas ao microscépio 6pti-
co em um periodo maximo de 2 horas.
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Exame cultural: Neste estudo foi usado o meio de cultura
trypticase-yeast extract-maltose (TYM) descrito por Dia-
mond", suplementado com 10% de soro bovino estéril e
inativado, 1.000 Ul/mL de penicilina e 1 mg/mL de sulfato
de estreptomicina. O pH do meio foi ajustado para 6,0. Os
swabs contendo as secrec¢oes vaginais colhidas das pacien-
tes foram vigorosamente agitados no meio de cultura e in-
cubados a 37°C. O controle de qualidade foi realizado ino-
culando-se paralelamente as amostras das pacientes um
isolado de T. vaginalis padrao, ATCC 30236, da American
Type Culture Collection. Os resultados nao foram relatados
como negativos antes de 96 horas de incubacao®.

Analise estatistica: Os dados foram analisados pelo Teste ¢
de Student, considerando um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre as 75 mulheres residentes na Vila dos Papeleiros,
20,0% (15) estavam infectadas pelo T. vaginalis. De Carli e
Machado® estudaram 500 mulheres procedentes de clinicas
privadas, ambulatérios, centros de satide e de hospitais de
Porto Alegre, RS, encontrando uma prevaléncia igual a
29,4%. Em um estudo posterior, De Carli et al.”..mostraram
indices de infeccdo iguais a 37,5% em 200 mulheres sexu-
almente ativas que compareceram espontaneamente a Di-
visdo de Controle de Doencas Venéreas em Porto Alegre,
RS. A comparagao entre o indice de infeccao encontrado
neste trabalho e nos trabalhos anteriormente realizados em
Porto Alegre revela uma diferenca estatisticamente signifi-
cante (P = 0,012)%". Entretanto, a prevaléncia da tricomono-
se encontrada em mulheres na Vila dos Papeleiros se apro-
xima da média nacional. Miranda et al. ¥* estudando 121
mulheres presididrias do presidio estadual de Vitéria, Espi-
rito Santo encontraram uma prevaléncia para o T. vagina-
lis igual a 30,0%. Adad et al.' estudaram a freqiiéncia da
tricomonose em um total de 20.356 amostras de pacientes
atendidas na Faculdade de Medicina do Tridngulo Minei-
ro. Os indices de prevaléncia foram 10,0%, 17,3%, 9,8% e
3,4% nos anos de 1968, 1978, 1988 e 1998, respectivamen-
te. Simoes-Barbosa et al. ** examinaram 142.158 pacientes
em diferentes Hospitais de Brasilia durante um periodo de
seis anos. Os resultados variaram de 4,9 a 10,0% na popu-
lacao estudada. Diferencas nos valores encontrados para a
prevaléncia da infeccao pelo T. vaginalis sdo atribuidas a
diferentes populacoes que deram origem as amostras e ao
emprego de diferentes métodos diagnésticos, alguns com
baixa sensibilidade, como o método de Papanicolau'* 23,
A coloracdo de Papanicolau é vastamente empregada no
diagnéstico da tricomonose porque é rotineiramente usada
nos exames ginecolégicos para triagem de anormalidades
citolégicas, particularmente em populagées com uma alta
prevaléncia de DSTs***. Entretanto, Perl*relatou um erro
de 48,4% no diagnéstico devido a achados falso-positivos e
falso-negativos quando o método de Papanicolau foi usado
como Unico critério para o diagnostico da tricomonose. As
técnicas de coloracdo sdao limitadas, visto que o parasito
freqiientemente ndo aparece na tipica forma piriforme com
flagelos, mas em formas redondas semelhantes a leucéci-
tos, o que dificulta a identificacao®. O exame direto a fres-
co é rapido, de facil execucao e de baixo custo. Entretanto,
a sensibilidade é baixa, variando de 50 a 80% quando com-
parado ao método cultural, visto que a deteccao do T. vagi-
nalis é baseada na observacao microscépica dos organis-
mos moveis®. Neste estudo foi combinada a triagem pelo
exame direto a fresco e o exame cultural, considerado
padrao-ouro para o diagndstico da tricomonose?.

A Tabela I mostra os resultados da prevaléncia da infeccao
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em relacao a idade, etnia, estado civil, nimero de filhos,
atividade sexual, tipo de unidade sanitdria na moradia, sta-
tus de fumante, uso de contraceptivos, escolaridade e pro-
fissdo. Os dados mostram que a prevaléncia da tricomono-
se é maior em mulheres negras, o que estd de acordo com
estudos realizados nos Estados Unidos, onde as taxas de
tricomonose também sdo mais elevadas em mulheres ne-
gras do que em mulheres brancas®. Entretanto, nao sao co-
nhecidas razdes biolégicas que expliquem como a etnia
poderia alterar o risco de aquisicao da tricomonose®*. Em
relacao ao estado matrimonial, as mulheres casadas apre-
sentaram numeros mais elevados de infeccao (12,0%)
quando comparadas a mulheres solteiras (5,3%), divorcia-
das (2,6%) e nenhuma vitiva. Nossos dados diferem de es-
tudos previamente realizados, que mostram que a freqiién-
cia da tricomonose é menor em mulheres casadas, quase o
dobro em vilvas e solteiras e trés vezes maior em mulhe-
res divorciadas e separadas®. A maior prevaléncia em mu-
lheres casadas sugere a ocorréncia de relagoes sexuais com
diferentes parceiros associada ao desuso do preservativo
masculino, por parte de ambos os conjuges, o que foi con-
firmado pela alta prevaléncia do protozoario (10,6%) en-
contrada entre as mulheres que nao usavam qualquer mé-
todo contraceptivo. Em um estudo recente, Drumright et
al." mostraram que a ocorréncia de DSTs esta associada a
multiplos parceiros sexuais e ao desconhecimento do com-
portamento sexual do parceiro.

Condigoes de higiene precdrias e baixo nivel de escolarida-
de também estdo associados a uma maior prevaléncia da in-
feccdo. A freqiiéncia de atividade sexual é muitas vezes um
fator dificil de ser analisado devido a questdes culturais.
Curiosamente, nosso inquérito mostra que as mulheres que
mantinham relacdes sexuais até uma vez por semana apre-
sentaram prevaléncia mais elevada (8,0%) em comparacao
a mulheres com maior atividade sexual, de 2 a 4 vezes por
semana (4,0%) a mais de 5 vezes por semana (1,3%). Po-
rém, 40,0% das mulheres entrevistadas nao informaram a
freqiiéncia de atividade sexual e apresentaram prevaléncia
da tricomonose igual a 6,6%. As mulheres fumantes tam-
bém apresentaram maiores ntimeros de infeccao pelo T. va-
ginalis (13,3%), embora nao exista nenhuma correlacao di-
reta com a transmissao do parasito.

A prevaléncia mundial anual da tricomonose é de 250 a 350
milhées de novos casos”* e na Europa o T. vaginalis é res-
ponsavel por 41,0% dos casos de vaginite®. A freqiiéncia de
infecgoes pelo T. vaginalis nos Estados Unidos é de 8 mil-
hoes de novos casos anualmente’. Durante os tltimos seis
anos estudos em mulheres de diferentes clinicas america-
nas demonstraram indices de prevaléncia que variaram de
8,6% a 47,0% e entre os homens de 2,8% a 17,0%*. A bai-
xa escolaridade, a pobreza e as condigdes sanitarias preca-
rias facilitam a disseminacao da DST em mulheres®. A inci-
déncia da infeccdo depende de vérios fatores incluindo ida-
de, atividade sexual, nimero de parceiros sexuais, outras
DSTs, fase do ciclo menstrual, técnicas de diagnéstico e
condicoes socio-econdmicas®. As diferencas no padrao de
vida, nivel educacional e higiene pessoal também séo fato-
res que influenciam na incidéncia da infeccao. A prevalén-
cia é alta entre os grupos de nivel socioecondémico baixo,
entre as pacientes de clinicas ginecolégicas, pré-natais e
em servicos de doencas sexualmente transmissiveis (DST)".
Quando analisada sob o ponto de vista de satde publica, o
controle da tricomonose pode representar um dos mais efi-
cazes meios de reducao da transmissao do HIV. O controle
da infeccédo pelo T. vaginalis é constituido das mesmas me-
didas preventivas que sao tomadas no combate as outras
DST. Convém salientar que a presenca de uma DST é fator
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de risco para outra. As estratégias de prevencao a tricomo-
nose sdo comuns as outras DSTs: 1) pratica do sexo seguro,
que inclui aconselhamentos que auxiliam a populacao a fa-
zer as escolhas sexuais mais apropriadas para a reducao do
risco de contaminacao com os agentes infecciosos; 2) uso
de preservativos; 3) abstinéncia de contatos sexuais com
pessoas infectadas e 4) limitacdao das complicac¢oes patolo-
gicas mediante a administracao de um tratamento imedia-
to e eficaz, tanto para os casos sintomaticos como para os
assintomaéticos, ou seja, tratamento do casal, mesmo que a
doenca tenha sido diagnosticada em apenas um dos conju-
ges #2232 A prevaléncia da tricomonose encontrada entre
as mulheres na Vila dos Papeleiros revela a urgente neces-
sidade de atencdo médica e educacao profilatica aquela
populacao.

TABELA |
Prevaléncia da tricomonose versus perfil socioepidemio-
lIégico, na Vila dos Papeleiros, Porto Alegre, RS, no ano
de 2003 (n = 75)

Total Positivas Porc £

Etnia

Branca 26 3 4.0

Mulata 19 5 6.6

Negra 30 7 93
Idade

Até 20 anos 29 5 6.6

21-30 anos 17 3 4,0

31-40 anos 16 2 2.6

Acima de 41 anos 13 5 6.6
Estado Civil

Solteira 22 4 53

Casada ® 47 9 12,0

Divorciada 4 2 26

Viava 2 0 0.0
Niamero de Filhos

Alé 3 filhos 50 9 12,0

Mais de 4 filhos 25 6 8.0
Atividade Sexual

Pouco freqiente 2] 6 8.0

(0-1 vez/semana)

Frequente 18 3 4.0

(2-4 vezes/semana)

Muito frequente 6 1 1.3

(=5 v scmana)

Nio informa 30 5 6,6
Tipo de Contraceptivo

Anticoncepeional 5 0 0,0

injetavel

Preservativo masculino 14 2 26

Pilula anticoncepeional 2] 3 4.0

Ligadura de trompas 5 2 26

Nio usa/ndo informa 34 8 10.6
Tipo de Unidade Sanitiria

Propria 3l 5 6.6

Nio-propria 40 10 13,3

Improvisada b 4 0 0,0
Status de Fumante

Fumante 38 10 133

Nio-fumante 35 5 6.6

Nio informa 2 0 0.0
Escolaridade

Ensino fundamental 67 13 17,3

incompleto
Ensino fundamental 7 2 26
completo

Ensino médio 1 0 0,0
Profissio

Auxiliar de servigos 1 1 1.3

gerais

Comerciante 1 0 0.0

Cozinheira 1 0 0,0

Desempregada 5 1 13

Doméstica 3 0 0,0

Dona de casa 20 4 53

Estudante 10 0 0,0

Recicladora 34 9 120

(a) Incluem-se mulheres com uniao formal ou informal. (b) Uso
de baldes para necessidades fisiolégicas e despejo pela janela
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