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“AVALIACAO DO KIT TOTALTEST COMPARADO COM AS TECNICAS DE
SEDIMENTACAO ESPONTANEA, RUGAI E KATO, NO EXAME
PARASITOLOGICO DE FEZES”

Ana Célia Steffen Mangini, Celma Maria da Silva Quadros, Izilda Penha Rodrigues Zuba,
Sandra da Cassia Ferreira, Luciane Dionisio Floriano, Ligia Maria Bozzoli & Domingas
M.A.G. Vieira Torres.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ — SECAO DE ENTEROPARASITOSES

RESUMO

Na tentativa de se buscar novos métodos diagnodsticos aplicaveis em Laboratoério de
Saude Publica que sejam praticos e eficientes, sdo langados no mercado, varios kits para
exames parasitologicos de fezes, voltados a melhoria da qualidade nos resultados. A Secao
de Enteroparasitoses avaliou o kit TOTALTEST em 114 amostras de fezes,
comparativamente aos métodos de sedimentacao espontanea, Rugai e Kato-Katz, realizados
rotineiramente em nosso laboratorio. O laudo emitido sobre o referido kit evidenciou que
ovos de Trichuris trichiura, por exemplo, ndo eram visualizados com a mesma freqiiéncia
que na utilizacdo dos métodos acima citados. Com o objetivo de se alcancar melhores
resultados, foram efetuadas pequenas modificagdes na técnica preconizada pelo fabricante
do TOTALTEST, e 128 amostras de fezes foram submetidas ao mesmo estudo
comparativo. Os resultados obtidos apos estas modificagdes, revelaram equivaléncia quanto
a positividade de helmintos e protozoarios entre os métodos rotineiramente utilizados em
nosso laboratorio e o kit testado. O TOTALTEST mostrou ser um kit pratico e rapido, com
economia de espago fisico, com redugdo de material reutilizado ( lavagem de vidraria ),
garantindo também a conservagdo das amostras de fezes em formalina a facilitar
sobremaneira a pesquisa de parasitas oportunistas. Os autores discutem as modificagoes
realizadas no roteiro recomendado pelo fabricante do kit, que permitiram uma
reprodutibilidade maior dos resultados em relagdo a rotina da Se¢do de Enteroparasitoses
do Instituto Adolfo Lutz.

Unitermos: exame parasitoldgico de fezes, enteroparasitas.



SUMMARY

“COPROTEST KIT VALUATION IN COMPARISON WITH SPONTANEOUS
SEDIMENTATION’S TECHNIC, RUGAI AND KATO METHODS IN
PARASITOLOGICAL EXAMINATION OF FECES”

Trying to find new efficient and practical diagnostic methods in Public Health Laboratories,
many kits for feces parasitological examination are introduced in the market in order to
improve the quality of results. The Enteroparasitosis Department ( Enteric Parasitic
Diseases ) evaluated the Coprotest Kit in 114 samples of feces comparing to the daily
routine of spontaneous sedimentation practices, Rugai and Kato-Katz. The Coprotest kit
report made clear but the Trichuris trichiura eggs, for example, were not assiduously
visualized as in routine practices. To get better results, small changes were done in the
Coprotest practices and 128 stool samples were exposed to the same comparison valuation.
The results after the modification presented equivalence between Coprotest and the routine
techniques in reference to helminthes and protozoa positively. The Coprotest showed to be
a practical and rapid kit, taking less room, reducing the repeated use of material (
glassworks washing ) and standing the conservation of stool samples in formalin, making
easy the research of opportunist parasites. The authors are considering the changes made in
the manufacturer instructions, those allowed a better reproducibility of results reporting to
the routine of Enteroparasitosis Department of Instituto Adolfo Lutz.

Keywords: feces parasitological examination, intestinal parasites.

INTRODUCAO

Ao longo dos anos, o método de sedimentacgao espontémea2 tem sido eleito como o
preferido em laboratérios de andlises clinicas, na realizacdo do exame parasitologico de
fezes, por apresentar baixo custo e ampla abrangéncia no diagndstico das parasitoses
intestinais, ou seja, permite identificar tanto cistos de protozoarios como ovos e larvas de
helmintos. No entanto, a técnica da sedimentagdo espontanea apresenta falhas por se tratar
de exame qualitativo, baseado na visualizagdo microscopica dos parasitas e esta, depende
do estado de concentracdo do sedimento examinado, da aliquota de fezes utilizada e da
quantidade de detritos na lamina, fatores estes que podem interferir na leitura.

A Secdo de Enteroparasitoses, além do referido método, também emprega em sua
rotina di4ria outras técnicas de identificacio para enteroparasitas tais como Rugai®, Kato-
Katz**, exame direto e coloragdes especiais para parasitas oportunistas'”, para que o
diagnostico se torne seguro € mais completo.

Na tentativa de se buscar novos métodos diagnosticos aplicaveis em Laboratorio de
Satude Publica que sejam praticos e eficientes, sdo lancados, no mercado, varios kits para
exame parasitoldgico de fezes, voltados a melhoria da qualidade nos resultados.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o kit Totaltest comparativamente aos
métodos utilizados rotineiramente em nosso laboratorio.



MATERIAL E METODOS

Na primeira fase do estudo comparativo, 114 amostras de fezes foram submetidas
aos métodos de sedimentacdo espontﬁneaz, Rugai6, Kato-Katz** e processadas também
através do kit Totaltest.

Para as técnicas rotineiras da Se¢do, foram utilizadas cerca de 2 a 4 g de fezes
enquanto que para o Totaltest utilizou-se cerca de 1 g de fezes, seguindo orientacdo
fornecida pelo manual do fabricante.

A preparagdo das técnicas e a leitura microscopica dos respectivos exames foram
executadas sempre pelo mesmo laboratorista, com a finalidade de diminuir a margem de
erros no estudo comparativo.

A segunda fase contou com 128 amostras de fezes que foram submetidas ao mesmo
estudo comparativo, apos pequenas modificacdes abaixo relacionadas, efetuadas na técnica
preconizada pelo fabricante do Totaltest, com a finalidade de se alcangar melhores
resultados no diagnostico de enteroparasitas pelo kit em questdo. As modificacdes foram
necessarias pois observou-se que a leitura microscopica ficava prejudicada devido ao
sedimento se encontrar muito espesso pela grande quantidade de residuos, impossibilitando
a visualizacdo de ovos, larvas e cistos de parasitas.

1. A agitagdo dos tubos com acetato de etila foi feita manual e individualmente, ao
contrario do manual que preconiza agitacdo em estante.

2. A centrifugacdo foi realizada a 1500 rpm, por 2 minutos, € ndao a 2000 rpm por 2
minutos.

3. A segunda centrifugagdo foi substituida por sedimentacdo espontanea, durante 1 hora
ou mais.

4. Nao houve necessidade de maiores diluigdes do sedimento com a sedimentagdo
espontanea; em alguns casos, quando o sedimento se encontrava muito concentrado,
acrescentou-se solugdo fisiologica.

5. A coleta do sedimento a ser colocado em lamina foi através de pipeta e ndo por
decantacdo do sobrenadante.

6. Procedeu-se a leitura de 3 laminas por amostras de fezes, ao invés de leitura em lamina
unica.



TABELA 1

COMPARACAO ENTRE OS METODOS UTILIZADOS NA ROTINA DA SECAO DE
ENTEROPARASITOSES DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ E TOTALTEST EM 114

AMOSTRAS DE FEZES
PARASITA ROTINA GERAL TOTALTEST
Sedimentagdo espontanea,
Kato, Rugai e direto

A. lumbricoides 31 27,19 31 27,19
T. trichiura 49 4298 28 24,56
Ancylostomidae 15 13,16 10 8,77
S. mansoni 7 6,14 6 5,26
S. stercoralis 18 15,79 15 13,16
H. nana 6 5,26 3 2,63
E. vermicularis 1 0,88 1 0,88
G. lamblia 14 12,28 15 13,16
E. histolytica 39 34,21 43 37.72
E. coli 33 28,95 34 29,82
E. nana 43 37,72 29 25,44
B. mesnilii 2 1,75 1 0,88
1 biitschilii 5 4,39 4 3,51

Coincidentes: 41 amostras (35,96%)




TABELA 2

COMPARACAO ENTRE OS METODOS UTILIZADOS NA ROTINA DA SECAO DE
ENTEROPARASITOSES DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ E TOTALTEST (COM

MODIFICACOES) EM128 AMOSTRAS DE FEZES

PARASITA ROTINA TAL TOTALTEST
Sedimentacao, Kato, Rugai e MODIFICADO
direto

POSITIVOS 120 93,75 108 84,37
A. lumbricoides 22 17,19 23 17,97
T. trichiura 29 22,65 23 17,97
S. stercoralis 8 6,25 5 3,91
Ancylostomidae 18 14,06 17 13,28
S. mansoni 2 1,56 3 2,34
E. vermicularis 3 2,34 2 1,56
H. nana 1 0,78 1 0,78
Taenia sp. 1 0,78 1 0,78
G. lamblia 20 15,62 23 17,97
E. coli 40 31,25 39 30,47
E. histolytica 35 27,34 41 32,03
E. nana 51 39,84 49 38,28
1 biitschilii 5 3,91 4 3,12
B. hominis 1 0,78 3 2,34




TABELA 2A

PARASITA SEDIMENTACAO RUGAI KATO TOTALTEST
MODIFICADO
A. lumbricoides 12 9,37 21 16,41 23| 17,97
T. trichiura 17 13,28 251 19,53 23| 17,97
S. stercoralis 5 3,91 8| 6,25 5 3,91
Ancylostomidae 8 6,25 1] 0,78 18] 14,06 17| 13,28
S. mansoni 2 1,56 2 1,56 3 2,34
E. vermicularis 3 2,34 2 1,56
H. nana 1 0,78 1 0,78
Taenia sp. 1 0,78 1 0,78 1 0,78
G. lamblia 20 15,62 231 17,97
E. coli 40 31,25 39 30,47
E. histolytica 35 27,34 411 32,03
E. nana 51 39,84 49| 38,28
1. biitschilii 5 3,91 4 3,13
B. hominis 1 0,78 3 2,34
Positivos 103 80,47 9| 7,03 49| 38,28 108| 84,37




TABELA 3

COMPARACAO ENTRE OS METODOS UTILIZADOS ROTINEIRAMENTE NO
EXAME PARASITOLOGICO DE FEZES NA SECAO DE ENTEROPARASITOSES DO
INSTITUTO ADOLFO LUTZ E TOTALTEST SEGUNDO PORCENTAGEM DE
FALSONEGATIVIDADE OBTIDA PARA CADA PARASITA.

PARASITAS ROTINA TOTALTEST
1? fase 2% fase 1% fase 2% fase

A. lumbricoides 0,877 3,125 0,000 0,781
T. trichiura 0,000 5,469 20,175 3,125
S. stercoralis 2,632 0,000 5,263 2,344
Ancylostomidae 0.877 6,250 5,263 2,344
S. mansoni 1,754 0,781 2,632 0,000
G. lamblia 1,754 5,469 0,877 3,125
E. histolytica 9,649 14,063 7,895 9,375
E. coli 7,895 10,938 4,386 9,375
E. nana 0,877 13,281 13,158 13,281

26,315 59,376 59,649 43,750

RESULTADOS E COMENTARIOS

A tabela 1 mostra os resultados da primeira fase deste estudo comparativo, onde se
pode observar que a visualizagdo de ovos de Trichuris trichiura foi significativamente
menor quando da utilizagdo do kit. Houve ligeiro aumento na quantidade de amostras
diagnosticadas contendo protozodrios através do Totaltest.

A tabela 2 e 2A sintetizam a comparagdo dos resultados apds as modificagdes
efetuadas, nas quais ndo foram observadas significativas diferengas entre os resultados
fornecidos pela rotina da Se¢do ( 3 métodos ), e pelo Totaltest. Apos as modificagdes
efetuadas na preparagdo do exame parasitologico de fezes pelo kit, pode-se observar uma
sensivel melhora nos resultados da leitura microscépica.

Os resultados nao coincidentes entre as duas metodologias foram analisados e
compilados em niimero de falso negativos para cada uma delas.

A andlise estatistica, onde se observa a porcentagem de falsa negatividade para cada
parasita, em cada etapa comparada, pode ser visualizada na tabela 3. A modificagdo do
Totaltest foi positiva como pode ser verificada pelo aumento de falsos negativos na rotina
da 1* para a 2° fase e pela diminui¢do de falsos negativos da 1? para a 2° fase, quando se
utilizou o Totaltest.

As modificagdes sugeridas na utilizagdo de kit Totaltest sdo necessdrias para a
melhoria da qualidade dos exames realizados.

A utilizagdo de métodos especificos simultaneos para a pesquisa de trofozoitas e
larvas, devem estar associados ao Totaltest para maior cobertura nos resultados.
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Avaliacio do Preventivo do Ciancer de Colo de Utero em Laboratério com
atendimento pelo Sistema Unico de Saude (SUS) e laboratorio com atendimento de
convénios, na cidade de Floriandpolis.

* Haas, P; ** Gongalves,F.T; **Schlatter, H.E; ** Ratchitzki, L.

Summary: making use requisitions employed in the gathering of data covering
preventive examinations, next to Laboratory A ( Private Affiliation Group Medicine) and
Laboratory B (Government Consolidated Health System - SUS) covering the period from
August 97 to December 31, 1997, the interest for this kind of examination was assessed.
To that end, a relation was established as to age levels, use of hormones, date of last
preventive examination, and classification. It was found the majority of patients from Lab
A had ages between 21 and 34 years, and from Lab B between 21 and 27 years.
Regarding the use of hormones, the percentage of patients seen at Lab A was 30,70%,
and at Lab B 17,80%. Referring to previous examinations, the indexes found were
45,62% and 15,40% for Labs A and B, respectively. For the majority of previously
conducted examinations, a prevalence of Class II Papanicolaou was seen to exist for the
year of 1996 at both Laboratories.

Resumo: através das requisi¢des utilizadas na coleta de dados referente aos exames
preventivos, do laboratorio com atendimento conveniado (laboratério A) e do laboratorio
com atendimento pelo SUS (laboratério B),no periodo de agosto de 1997 a trinta e um de
dezembro de 1997, avaliou-se a procura por este tipo de exame relacionando com a faixa
etdria, uso hormonal, data do ultimo preventivo e classificagdo. Constatamos que o maior
numero de pacientes do laboratério A encontrava-se na faixa etaria de 21 a 34 anos, € o
numero de pacientes do laboratorio B na faixa etdria de 21 a 27 anos. Em relagdo ao uso
hormonal a porcentagem de pacientes atendidos pelo laboratorio A foi de 30,70% e das
atendidas pelo laboratorio B foi de 17,80%. Na realizacdo do exame prévio, os indices
encontrados foram de 45,62% e 15,40% no laboratorio A e B respectivamente. Na maior
parte dos exames realizados anteriormente, observou-se a prevaléncia da Classe I de
Papanicolaou no ano de 1996 em ambos os laboratorios.

* Professora de Citologia Clinica do Departamento de Analises Clinicas -
Universidade Federal de Santa Catarina.

**  Alunos do curso de Farmacia - Habilitaciio Analises Clinicas -
Universidade Federal de Santa Catarina.



Introducao

Até 1940, o carcinoma da cérvice uterina, foi a causa principal de oObitos por
neoplasias malignas nas mulheres norte-americanas, desde entdo ocorreu uma reducao
notavel na mortalidade por céncer da cérvice, de tal modo que o carcinoma cervical
ocupa agora o sexto lugar na mortalidade por cancer. Essa reducao est4 associada com a
acessibilidade do colo uterino a visualizacao direta ¢ ao estudo celular e tecidual, levando
ao reconhecimento de condigdes cervicais pré- malignas. Consequentemente estdo sendo
diagnosticadas a cada ano, muito mais lesdes cervicais pré-invasivas que
invasivas, ( Copeland,1996).

O cancer de colo de tutero representa uma das neoplasias malignas mais freqiiente
na mulher brasileira. As evidéncias tem mostrado que a displasia e o carcinoma in situ,
representam lesdes precursoras do carcinoma invasivo cervical. Através do exame
citologico da secrecdo cérvico-vaginal tem-se detectado alteragcdes nucleares anormais
precedendo o desenvolvimento do cancer cervical em pacientes assintomaticas. O exame
citologico quando corretamente feito e rigorosamente interpretado, constitui uma grande
arma que dispomos para a prevencdo do cancer cervical uterino. Esse exame, pela sua
simplicidade, relativo custo baixo, eficiéncia, validade e aceitagdo, tem merecido um
grande apoio, ndo apenas por parte do profissional médico, como também, pela propria
populagado.

O exame preventivo em massa, do cancer do colo do utero, tem sido realizado
como método de rotina em muitos paises. A diminui¢ao da incidéncia, da mortalidade por
cancer do colo do ttero, traduzem a grande eficiéncia desse método planificado, (Chaves,
1986). A experiéncia internacional, tem demonstrado eficdcia na detec¢do precoce
através da citopatologia vaginal no controle desta neoplasia, (Aquino, 1985).

Estudos epidemiolodgicos detalhados, mostraram que fatores associados ao alto
risco dessa malignidade incluem o casamento, a rotura do casamento, casamentos
multiplos, atividade sexual extramarital, atividade sexual pré-conjugal, idade precoce do
primeiro casamento, idade precoce da primeira relacdo sexual, marido e mulher com
multiplos parceiros, antecedentes de prostituicdo, antecedentes de doencas venéreas,
condigdes sdcio-econdmicas precarias, raga negra e residéncia urbana, (Copeland, 1996).

Através deste levantamento de dados,objetivamos demonstrar a incidéncia de
casos de displasia cérvico vaginal na cidade de Florian6polis no periodo de primeiro de
agosto a trinta e um de dezembro de 1997; avaliar se a rede publica € mais procurada para
a realizacdo deste exame, comparando com a rede conveniada de atendimento; uso
hormonal das pacientes bem como se ja haviam feito este exame anteriormente e qual a
classificacdo que predominante em exames prévios.



Material e métodos

Este trabalho, refere-se a um estudo de diagnéstico do exame de prevengdo de
cancer de colo de ttero, com base na avaliacdo de citologia cérvico vaginal, realizado
pelos dois laboratérios de Anatomia Patologica por nds requisitados.

O estudo foi desenvolvido com base em requisi¢des médicas obtidas dos dois
laboratorios, sendo que um destes forneceu dados de pacientes atendidas por convénios,
num total de 1837 casos, o qual denominamos de laboratorio A, e outro de pacientes
atendidas pelo Sistema Unico de Satide (SUS), totalizando 663 casos, denominado de
laboratorio B.

O periodo referente a coleta destes dados, compreende o periodo de primeiro de
agosto de 1997 a trinta e um de dezembro de 1997.

A revisao bibliografica sobre carcinomas de colo uterino referente ao periodo de
1980 a 1997, foi realizada na Biblioteca do Hospital da Universidade Federal de Santa
Catarina; Biblioteca do Centro de Pesquisas Oncologicas (CEPON); MEDLINE ( 96-97)
e LILACS (80-97).

Resultados

Na distribui¢dao dos casos por faixa etaria das pacientes, obtivemos a informagao
de que no laboratorio conveniado, a faixa predominante esta entre 21 e 34 anos de idade,
enquanto que no laboratorio que atendo o SUS esta entre 21 e 27 anos de idade.

A porcentagem de pacientes atendidas pelo SUS que fazem uso hormonal ¢ de
17,80% e do laboratorio conveniado 30,70%.

Mulheres que realizardo exame prévio no laboratorio A, apresentaram-se em
45,62% e no laboratorio B 15,40%.

Observamos que a classe 1I de Papanicolaou chegou a 85,96% em pacientes com
exames através de convénio e 85,56% das atendidas pelo SUS.

Para a distribuigdo dos exames prévios por ano das pacientes conveniadas o maior
indice atingido foi no ano de 1996 com 52,46%, o mesmo ocorrendo com as pacientes do
SUS, em 1996 com 48,35%.



Discussao

Na verificagdo do numero de pacientes por faixa etaria que fizeram o preventivo
no periodo de agosto a trinta € um de dezembro de 1997, obtivemos uma variacao de
idade para os dois laboratorios avaliados. Pacientes que fizeram o preventivo por
convénio, apresentaram o maior indice de faixa etaria entre 21 e 34 anos (45,34%); e as
que realizaram pelo SUS de 21 a 27 anos (21,57%). A faixa etdria ¢ mais extensa nas
atendidas pelo convénio, onde provavelmente encontram-se pacientes que realizam este
exame rotineiramente, devido ao acesso mais facilitado a informacdes da importancia em
realizar o preventivo anualmente; ¢ importante ainda observar que em ambos o0s
atendimentos a procura acontece cedo, por volta de 21 anos de idade, o que demonstra
uma preocupacao maior da mulher em relagdo a sua satide, bem como pelo inicio cada
vez mais cedo das atividades sexuais.

Para a analise do uso hormonal, os resultados encontrados foram de 17,80% das
pacientes atendidas pelo SUS e 30,70% das atendidas pelo laboratorio conveniado. Estes
resultados surpreenderam, ja que a expectativa era de um maior indice de uso hormonal,
pois a maioria das pacientes ndo utilizavam nenhum método anticoncepcional ou apenas
nao mencionaram. Atribuimos estes dados ao fato de que atualmente, devido a grande
disseminacdo de doengas sexualmente transmissiveis, as mulheres estejam optando pelo
uso de preventivos, como a camisinha, ja que este método ¢ o mais divulgado pelas
campanhas de satde.

A importancia de se realizar o preventivo anualmente, parece aos poucos,
comegar a fazer parte dos habitos das mulheres. Observamos que 45,62% das pacientes
do laboratorio A, ja haviam feito este exame antes, e que 15,40% das atendidas pelo
laboratorio B, fizeram pelo menos um preventivo anteriormente. A populacdo mais
carente, que provavelmente procura os servigos do SUS que insere na sua rotina cada vez
mais o exame, tem comparecido com mais assiduidade a cada ano, o que nos leva a
acreditar que teremos a cada ano nimeros maiores desta populacao fazendo este exame.

O resultado do exame segundo a classificagdo de Papanicolaou, assemelhou-se,
pois nos dois laboratorios, predominou a classe II, mas ¢ necessario salientar, que no
laboratorio do SUS, a faixa etaria das pacientes ¢ de 21 a 27 anos ( mulheres jovens) e
que no laboratorio que presta servigo conveniado, 45,62% das pacientes ja haviam feito o
exame anteriormente, ou seja, sdo mulheres que tem um acompanhamento médico
anterior.

O ano de 1996, apresentou-se como o que mais exames preventivos de cancer
uterino foram feitos, isto nos dois laboratorios. E possivel que isto tenha ocorrido pelo
conhecimento da populagdo através da midia, do alto nimero de Obitos anuais por este
tipo de cancer, e como ele pode ser evitado ou tratado se diagnosticado precocemente.

Consideramos um numero importante de displasia no periodo de cinco meses
estudados, sendo que por mulheres atendidas por convénios habituadas a fazer este



exame com mais freqiiéncia, trés casos de displasia leve, foram encontrados e um caso de
displasia moderada, o que de certa forma aumenta as possibilidades de tratamento. Para
as pacientes atendidas pelo laboratorio que atende pelo SUS, quatro apresentaram
displasia intensa; duas displasia moderada e duas pacientes com displasia leve. Este fator
¢ concordante com o item anterior que revela um indice de 15,40% das pacientes
atendidas pelo SUS, que fizeram exames anteriores, no qual poderia ser diagnosticadas
estas displasias, em estagios iniciais.

Consideramos importante analisar um periodo mais longo nos laboratoérios, bem
como estender este levantamento a um numero maior de laboratérios que prestam este
servico, para obtermos valores mais aproximados estatisticamente do valor real, na
cidade de Florianopolis para apresentarmos estudos conclusivos. O laboratorio que presta
servico para o SUS, também presta o mesmo servigo conveniado, no entanto entraram em
nosso estudo, apenas os casos atendidos pelo SUS, o que representa em torno de 10% da
rotina do mesmo laboratdrio.
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RESUMO: Foram avaliados os diagndsticos citologicos cérvico-vaginais de 5.000 exames
consecutivos realizados no ano de 1993, em laboratério de médio porte de Belo Horizonte.
A i1dade média das pacientes foi de 34 = 12 anos e 75,20% dos esfregacos continham
alteragdes celulares compativeis com inflamagdo. As freqiiéncias dos agentes especificos,
dos tipos de flora bacteriana vaginal, dos processos inflamatorios e das células displéasicas
nos esfregacos cérvico-vaginais foram estabelecidos. Verificou-se a correlagdo entre a
presenca de displasia e a representatividade da amostra segundo o critério proposto pela
classificacdo de Bethesda, bem como a freqiiéncia das displasias em relacdo a diferentes
faixas etarias. Foram identificados agentes especificos em 22,54% dos exames, sendo o
diagndstico de infeccao por Gardnerella vaginalis e outros anaerdbios o mais freqiiente. O
tipo de flora bacteriana mais freqiientemente detectado foi a flora de padrao lactobacilar. A
freqliéncia das displasias e da infec¢do pelo HPV foi, respectivamente, 0,78% e 0,80%.
Nao foram identificados casos de carcinoma de células escamosas “in situ” e invasor. As
lesoes displasicas foram mais freqiientes em pacientes com 21-40 anos, sendo
diagnosticadas predominantemente (84,62%) em esfregacos que apresentavam células da
jungdo escamo-colunar.

UNITERMOS: neoplasia intraepitelial cervical, diagnostico, citologia cervical.

SUMMARY: The diagnoses of 5.000 consecutive smears from a medium-sized pathology
laboratory were evaluated in Belo Horizonte, Brazil, during the year of 1993. The mean age
of the pacients was 34 + 12 years and 75,20% of the smears showed inflammatory changes.
The frequency of specific inflammatory agents, types of vaginal flora, inflammatory
processes and different types of dysplasia were determined. The correlation between the
presence of dysplasia and the satisfactory smears according the Bethesda System was
analyzed. Specific agents were found in 22,54% of the cases. Gardnerella vaginalis and
other anaerobic agents were most frequently encountered in this groups. The lactobacillary
flora was the predominant microorganism detected in this work. The frequency of
dysplasia and HPV infection was respectively 0,78 and 0,80%. No “in situ” or invasive
carcinomas were detected. The cases of dysplasia were mainly diagnosed in the group
between 21 and 40 years of age, specially (84,62%) when the smears contained cells from
the ecto-endocervical junction.

UNITERMS: cervical intraepithelial neoplasia, diagnoses, cervical cytology.



INTRODUCAO

O exame periddico de Papanicolaou ¢ reconhecido como um importante método na
prevengdo e diagndstico precoce do cancer de colo uterino, bem como no diagndstico das
inflamagdes cérvico-vaginais, sendo de facil execugdo e baixo custo.

No Brasil, as neoplasias malignas sdo responsaveis por 8,9% das mortes, sendo que
no sexo feminino o cancer do colo do tutero ocupa o 3° lugar entre as neoplasias. As
neoplasias uterinas apresentaram sua maior taxa de 6bito em Belém e menor em Belo
Horizonte (CANCER..., 1991). Em 1994, VECANTO et al. descreveram esta afecgio
como responsavel por 15% de todas as mortes por cancer em mulheres brasileiras acima de
15 anos. Destacaram também que nos ultimos 40 anos tem sido observada diminui¢ao da
taxa de incidéncia e de mortalidade em até 70% nos paises que intensificaram os
programas de prevengao.

Na classificacio de Bethesda, ¢ destacada a importancia da avaliagdo da
representatividade da amostra em um esfregaco, de acordo com a presenca ou auséncia de
células da jun¢do escamo-colunar (JEC). A presenca destas células em esfregacos cervicais
corados pelo método de Papanicolaou tem sido considerada como fator essencial a
confiabilidade do método, uma vez que a maioria das anormalidades epiteliais aparece
nesta area. Portanto, sdo consideradas amostras limitadas ou insatisfatérias aquelas que nao
apresentam cé¢lulas da JEC (KOSS, 1990; SOLOMON, 1992).

Sao também de grande importancia na citologia os processos inflamatorios do trato
genital feminino, com ou sem infec¢do. O diagnostico desses processos inflamatdrios
permite tratamento adequado dos mesmos. Alguns autores mostraram alta freqiiéncia de
processos inflamatorios em exames citoldgicos, em grande parte com deteccdo de agentes
especificos. MARQUES et al. (1988) demonstraram que 84% dos exames citologicos
apresentavam processos inflamatdrios, com defini¢do do agente especifico em 36% dos
exames.

O objetivo deste trabalho consiste em avaliar a freqiiéncia dos diagnosticos
citologicos cérvico-vaginais em 5.000 exames consecutivos, realizados em laboratério de
médio porte da cidade de Belo Horizonte, referentes ao ano de 1993, além de correlacionar
a presenca de lesdes displasicas/neoplasias intraepiteliais cervicais com a

representatividade da amostra do esfregaco, segundo os critérios da classificacdo Bethesda.



MATERIAL E METODOS

Foram revistos 5.000 laudos citologicos cérvico-vaginais consecutivos, referentes ao
periodo de janeiro a novembro de 1993. Os esfregacos dos referidos laudos foram fixados
em alcool etilico 90% e corados pelo método de Papanicolaou, sendo observados pelo
mesmo citologista. Os resultados dos laudos revistos foram langcados em protocolo (descrito
abaixo), cuja elaboracdo foi feita de acordo com o padrio de laudo citologico

rotineiramente utilizado pelo laboratorio.

PROTOCOLO

1n°

2 Idade da paciente:

3 Células da JEC: a-( ) ausente b-( ) presente

4 Alteracgdes inflamatorias: a-( ) ausente b-( ) presente

5 Flora bacteriana: a- ( ) mista - cocos e lactobacilos b-( ) lactobacilar
c-( )cocos d-( )bacilos curtos e-( ) ndo classificavel - ( ) outras*
g-( ) anaerdbia, representada por Gardnerella vaginalis e outros morfotipos.
*Foram classificadas como “outras”, floras compostas por associacdo de microorganismos
diferentes de cocos e lactobacilos.

6 Agentes especificos: a-( ) Trichomonas vaginalis  b-( ) Candida sp

c-( ) Chlamydia sp d-( ) HPV e-( ) Herpes f-( ) Leptothrix sp

g-( ) Gardnerella vaginalis e outros h-( ) Actinomyces sp.

7 Displasias: a-( )leve b-( ) moderada c-( )acentuada d-( ) leve/HPV
e-( ) moderada/HPV f-( ) acentuada/HPV

8 Carcinoma de células escamosas: a-( ) “insitu” b-( ) invasor

9 Atipias de significado indeterminado em células glandulares:

( ) presente ( ) ausente

10 Adenocarcinoma: ( ) endocervical ( ) endometrial

Para verificar a freqiiéncia de lesdes displasicas em relagdo a diferentes grupos
etarios, foram criados quatro subgrupos divididos da seguinte forma: grupo A: pacientes
com 13-20 anos; grupo B: pacientes com 21-40 anos; grupo C: pacientes com 41-60 anos e
grupo D: pacientes com 61-90 anos. Os dados foram analisados através do programa EPI

INFO, versao 6.02.



RESULTADOS

1 - Freqiiéncia dos diagndsticos citologicos cérvico-vaginais

Dos 5.000 laudos citologicos cérvico-vaginais revistos, verificou-se que a idade
média das mulheres que realizaram o exame foi de 34 £ 12 anos. A idade minima foi de 6
anos ¢ a maxima de 90 anos. Considerando os diferentes subgrupos de idade das pacientes,
verificou-se que 5,6% dos exames citologicos foram realizados em pacientes do grupo A,
65,2 % do grupo B, 24,4 % do grupo C e 4,8 % do grupo D.

A presenca de agentes especificos foi constatada em 22,54% dos exames. Em alguns
exames, mais de um agente especifico foi identificado. A TAB. 1 mostra a freqiiéncia dos
agentes especificos detectados nos exames citopatoldgicos. As seguintes associagdes foram
observadas: Candida sp/Gardnerella vaginalis em 0,34% dos exames, HVP/Gardnerella
vaginalis em 0,22%, Trichomonas vaginalis/Gardnerella vaginalis em 0,14%,
Trichomonas vaginalis/Leptothrix sp em 0,04%, Leptothrix sp/Gardnerella vaginalis em
0,02% e Chlamydia sp/Gardnerella vaginalis em 0,02% dos exames.

Dos exames revistos, 75,20% continham alteragdes celulares compativeis com
inflamacao, sendo que o restante (24,80%) apresentava padrao normal.

O tipo de flora bacteriana vaginal mais freqlientemente detectado foi a de padrdo
lactobacilar (49,44%). A TAB. 2 registra a freqiiéncia dos diferentes tipos de flora
bacteriana.

O diagnéstico de displasia, independente do grau, € se estava ou ndo associada a
infeccdo pelo HPV, foi encontrado em 0,78% dos exames. Estas lesdes estiveram
associadas com HPV em 71,80% dos casos. A freqiiéncia das displasias nos esfregacos em
relacdo as diferentes faixas etarias foi de 10,81% no grupo A, 81,08% no grupo B e 8,11%
no grupo C. Nenhum caso de displasia foi diagnosticado no grupo D. A TAB. 3 mostra o
nimero de casos de displasias encontrado em 5.000 exames citologicos.

Foram identificados 3 casos (0,06%) de alteracdes glandulares de significado
indeterminado e um caso (0,02%) de adenocarcinoma endocervical.

Nao foram identificados casos com alteragdes de carcinoma de células escamosas

“in situ” e invasor.



2 - Lesoes displasicas e representatividade da amostra do esfregaco

As células da jung@o escamo-colunar foram identificadas em 53,0% dos esfregacos
(GRAF. 1). Dos 39 casos com displasias identificados nos 5.000 exames, 33 (84,62%)
foram diagnosticados em esfregagos contendo células da jungdo escamo-colunar. Apenas 6
casos de displasias foram diagnosticados em esfregagos com amostra limitada quanto aos
elementos da JEC (GRAF. 2). De forma semelhante, dos 40 casos de HPV identificados

nos exames, 32 (80%) foram diagnosticados em esfregacos contendo células da JEC.

DISCUSSAO

No presente trabalho foram revistos 5.000 laudos citopatoldgicos cujos exames
foram realizados em laboratdrio localizado em Belo Horizonte, MG. A populagdo em
estudo foi atendida no laboratorio em carater particular ou através de convénio, sendo que
no ano analisado (1993) havia predominio de exames particulares, indicando uma clientela
com melhor poder socio-econdmico. O numero anual de exames realizados neste
laboratorio era variavel, em torno de 9.000 exames/ano.

A idade média das pacientes foi de 34 + 12 anos. Grande parte dos exames (65,2%)
eram de pacientes do grupo B, com faixa etaria entre 21-40 anos, representando
provavelmente mulheres sexualmente ativas, com maior preocupagdo com O exame
ginecolodgico preventivo.

A freqiliéncia de agentes especificos encontrada foi de 22,54%, um pouco inferior ao
indice de 36,0% encontrado por MARQUES et al. (1988). A Gardnerella vaginalis e outros
anaerobios foram os agentes especificos mais freqlientemente encontrados, detectados em
14,14% dos casos, semelhante aos 13,6% relatado por AUDISIO & MORENO (1986) e
17,2% por ROCHA & CUNHA (1998).

Foi pequeno o numero de casos com infec¢do pelo HPV (0,80%). No entanto, o
indice foi semelhante ao descrito por MEILSELS et al. (1977). Segundo SCHNEIDER et al.
(1987) a detecgao citoldgica da infecciao pelo HPV ¢ baixa (20,0% dos casos). No presente
trabalho, o tipo de populagdo atendida no laboratorio poderia, em parte, também explicar a
baixa deteccao citologica desta infec¢do. Sabe-se que o HPV desempenha papel importante
no desenvolvimento do cancer de células escamosas do colo uterino e suas lesdes
precursoras. Neste estudo, o HPV esteve associado com displasia (independente do grau)

em 71,80% dos casos, confirmando sua relagdo com o desenvolvimento das NIC. Além



disso, dentre os casos positivos para HPV, 80,0% dos esfregacos continham células da JEC,
refor¢ando a importancia destas células no diagnostico deste virus.

A Chlamydia sp ¢ uma bactéria que nao ¢ freqiientemente diagnosticada nos exames
citologicos cérvico-vaginais (BIBBO & WIED, 1992). Neste trabalho, o diagndstico de
Chlamydia sp foi feito em 0,44% dos casos. Este indice ¢ semelhante ao encontrado por
BIBBO & WIED (1992), BARBIERI & VELUDO (1983), MAEDA et al. (1987) e ROCHA
& CUNHA (1998), que registraram a presenca de Chlamydia sp em respectivamente 0,4%,
0,3%, 0,3% e 0,2% dos casos. O baixo indice de detec¢do se deve, provavelmente, a
dificuldade do seu diagnostico, ja que algumas alteracdes celulares provocadas pela bactéria
sdo semelhantes as alteragdes degenerativas, isto €, algumas células podem apresentar
vacuolos degenerativos semelhantes aqueles contendo inclusao de Chlamydia sp. Outro
fator importante ¢ a auséncia de células da JEC em alguns esfregagos, que sdo as células
geralmente infectadas pelas Chlamydia.

O tipo de flora bacteriana mais freqiiente foi o de padrido lactobacilar (49,44%),
estando este valor proximo ao encontrado por PETTINELLI et al. (1984), GUPTA (1991) e
SCHNADIG et al. (1989), 50,53%, 50,0% e 46,00 %, respectivamente. A flora mista (cocos
e lactobacilos) foi encontrada em 20,92% dos casos. Segundo diferentes autores, a
freqiiéncia variou de 2,6% (AUDISIO & MORENO, 1986) a 37,0% (ROCHA & CUNHA,
1998). A flora bacteriana representada por cocos apresenta valores divergentes na literatura,
variando de 1,13% (PETTINELLI et al., 1984) a 51,67% (CASSIA, 1981). O valor
encontrado neste trabalho foi de 6,92%. E interessante destacar que a classificacdo da flora
bacteriana vaginal pelo método de Papanicolaou ndo ¢ tdo confiavel como pelo método de
gram e cultura bacterioldgica. Outro aspecto € a forma diferente de classificar a flora por
diversos autores. A flora bacteriana vaginal normal, que é representada pelos lactobacilos, ¢
classificada de maneira semelhante por todos autores, como lactobacilar ou bacilos de
Doederlein. Observando os resultados deste trabalho e os da literatura pesquisada notou-se
que seus valores sao semelhantes, pois trata-se de uma flora que ndo gera duavidas na
classificagdo. Quando a flora ¢ representada por bactérias diferentes dos lactobacilos,
observa-se uma divergéncia na classificagdo entre os autores, levando também a uma
discordancia entre os resultados das freqiiéncias encontradas. Alguns autores classificam
separadamente cocos, bacilos curtos e Gardnerella vaginalis (BIBBO & WIED, 1992;
PETTINELLI et al., 1984; BACCHI et al., 1995), ao passo que outros classificam todas
estas bactérias como anaerdbias (GIACOMINI, et al.,1989; SCHNADIG et al., 1989).



Talvez seja esta a explicacao pelas divergéncias das freqiiéncia entre diferentes autores e
também neste trabalho.

A freqiiéncia dos processos inflamatorios nos esfregacos cérvico-vaginais analisados
foi alta (75,20%), como observado por MARQUES et al. (1988) e ROCHA & CUNHA
(1998), que encontraram, respectivamente, 84,0% e 88,78% dos exames com padrio
inflamatorio.

A freqiiéncia de lesdes displasicas foi de 0,78%, semelhante ao descrito por outros
autores (MEISELS et al., 1977; CHADID, 1985; ROCHA & CUNHA, 1998). Esta baixa
freqiiéncia poderia ser explicada no presente trabalho devido ao tipo de populacdo atendida
no laboratério em estudo, sendo esta lesdo mais freqiiente em pacientes carentes
(VECANTO et al., 1994).

Ao analisar a associagdo da adequacdo da amostra nos esfregacos (segundo a
classificacdo de Bethesda) com a presenca de células displasicas, observa-se que 84,62%
das lesdes foram identificadas em esfregagos que apresentavam células da JEC. Estes dados
indicam maior confiabilidade do diagnostico de lesdes pré-malignas em esfregacos com
amostras adequadas. Segundo SOUSA et al. (1997), a freqiiéncia de lesdes displasicas e
malignas em esfregacos com células da JEC foi maior que nos esfregacos que nao
continham tais células. Estes dados reforcam a importincia da avaliagdo da

representatividade da amostra em um esfregago e seu registro no laudo citopatolégico.



TABELA 1

Agentes especificos detectados em 5.000 exames citologicos cérvico-vaginais

AGENTES ESPECIFICOS FREQUENCIA (%)
Actinomyces sp. 2 (0,04)
Candida sp. 345 (6,90)
Chlamydia sp. 22 (0,44)
Gardnerella vaginalis 707 (14,14)
HPV 40 (0,80)
Leptothrix sp. 4 (0,08)
Trichomonas vaginalis 53 (1,06)
ausentes 3868 (77,36)
TABELA 2

Tipos de flora bacteriana vaginal em 5.000 exames citologicos cérvico-vaginais

FLORA BACTERIANA FREQUENCIA (%)
bacilos curtos 147 (2,94)
COCos 346 (6,92)
nao classificavel 212 (4,24)
Gardnerella vaginalis 707 (14,14)
lactobacilar 2472 (49,44)
mista 1046 (20,92)

outras 70 (1,40)
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TABELA 3

Lesdes displasicas em 5.000 exames citologicos cérvico-vaginais

DISPLASIA FREQUENCIA (%)
displasia leve 27  (0,54)
displasia moderada 10 (0,20)
displasia acentuada 2 (0,04)
ausentes 4961 (99,22)
GRAFICO 1
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RESUMO- A aterosclerose pode ser considerada uma doenga na circulagdo coronariana. O
presente trabalho estuda a acdo da quercetina, morina, acido nicotinico de maneira isolada e
em associagdo envolvendo quercetina + 4cido nicotinico e morina + &cido nicotinico no
metabolismo lipidico. Foram dosados colesterol, colesterol-HDL e triacilglicerol apos
administragao de duas doses dos compostos morina, quercetina, morina+ acido nicotinico e
quercetina+ acido nicotinico sendo a primeira imediatamente apds a administracao do triton
e a segunda dose, vinte horas depois. Decorridos quarenta e trés horas apds a administracao
do triton o sangue foi analisado. Os resultados mostraram que morina + acido nicotinico e
quercetina + acido nicotinico apresentarm os melhores resultados para colesterol (-83,77%
e 74,42%). Para colesterol-HDL os melhores resultados foram com morina e com a
associacdo quercetina + acido nicotinico (( + 17,99% e + 21,96%). Morina + acido

nicotinico mostrararm os melhores niveis para triacilglicerois ( -83,77%).

PALAVRAS CHAVE- Morina, quercetina, acido nicotinico, agao hipolipidémica, ratos

SUMMARY Atherosclerosis can be defined as being a disease of coronary circulation. The
present work evaluates the action of the quercetin, morin, nicotinic acid, isolated and in
association, envolving quercetin + nicotinic acid and morin + nicotinic acid on the
metabolism of lipids. Cholesterol, cholesterol HDL, and triacylglycerols have been dosed
after retreat of blood, following the administration of the compounds dissolved in
propylene glycol by intraperitoneal route in two doses of Smg/kg to body weight, being the
first immediately after triton’s administration and the second twenty hours after. Elapsed
forty three hours after triton’s adminstration the blood were analyzed. Results evidence that
morin + nicotinic acid and quercetin + nicotinic acid present the largest percentual
reduction of cholesterol (-83,77% and 74,42%). On the other hand, the best results for
cholesterol-HDL have been obtained with morin and with quercetin + nicotinic acid ( +
17,99% and + 21,96%), while morin + nicotinic acid has shown the best triacylglycerols
levels( -83,77%).

KEY WORDS- Morin, quercetin, Nicotinic acid, Hypolipidemic action, Rats.



INTRODUCAO

Dados obtidos pelo Departamento de Aterosclerose da Sociedade Brasileira de
Cardiologia revelam que mais de 30% da populagdo tém colesterol acima do nivel
considerado normal de até 200 mg/dL. O perigo representado pelos niveis de 200-239
mg/dL (riscos médios de doengas vasculares), e acima de 240 mg/dL (alto risco) ¢ devido a
aterosclerose, doenca intimamente ligada a trombose que € um fendmeno relacionado com
a injuria aos vasos sangiiineos (Ross, 1986).

As células do endotélio, ao liberarem fatores de crescimento, levam a proliferagao
de células do musculo liso que aumentam a aderéncia de mondcitos, migragdo sub-
endotelial, acimulo de células do musculo liso provocando a formagdo da lesdo
aterosclerdtica que causam infarto, aneurisma, gangrena, derrame cerebral.

Sabe-se que parte do colesterol circulante ¢ produzido no figado e que o restante
vem da alimentagdo. Os lipideos provenientes desta fonte sdo transformados em
quilomicrons. Estes chegam ao figado e se transformam em VLDL, LDL e HDL. O HDL
percorre a circulagdo levando o colesterol em excesso de volta ao figado. O LDL, por sua
vez, transporta o colesterol para os tecidos. A lipoproteina(a) que se assemelha a
plasminogénio esta envolvida no processo de fibrindlise. Em niveis elevados o colesterol
infiltra-se na parede das artérias e o LDL oxidado participa da formagao do ateroma.

Os flavonoides podem inibir varios estagios destes processos que envolvem a
iniciacdo da aterosclerose, como a ativagdo de leucdcitos, adesdo, agregagdo e secrecao de
plaquetas (Hladovec, 1986b), além de possuir atividades hipolipidémicas( Lin et al, 1986).

Possuindo também efeitos protetores da oxidacdo colesterol-LDL, foi demonstrado
“in vivo” que os flavonoides, agindo como antioxidantes impedem que o LDL oxidado
danifique o endotélio.(Frankel et al, 1993.; Bellizi et al, 1994, Saija et al, 1994). Por outro
lado trabalhos realizados “in vitro” com flavondides sem agucares em suas estruturas
mostraram resultados como inibidores da oxidagdo de LDL.(De Whalley, 1990) .

Ja o Acido Nicotinico ¢ um dos medicamentos utilizados no controle dos niveis de
lipideos no organismo. A sua atividade hipolipidémica decorre da inibicao, da mobilizacao

dos acidos graxos do tecido adiposo, inibicdo da lipolise do tecido adiposo, reducao da



esterificacdo dos triacilglicerdis no figado e aumento da atividade da lipase lipoproteica

(Goodman & Gilman’s, 1996)

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizados ratos machos da raga Wistar, provenientes do

Departamento de Nutrigdo da Universidade Federal de Vigosa, com peso médio 200+ 20g,
que receberam ragdo comercial Labina e 4gua a vontade. Para o desenvolvimento adequado
do ensaio, foram constituidos sete grupos experimentais, contendo, cada um oito animais,
distribuidos ao acaso, que receberam os seguintes tratamentos:
Grupo 1 ( Racao),Grupo 2 ( Ragdo + Triton ) Grupo 3 ( Racdo + Triton + Morina) Grupo 4
( Ragdo +Triton + Quercetina) Grupo 5 ( Ragdo +Triton + Acido Nicotinico) Grupo 6 (
Ragdo + Triton + Morina + Acido Nicotinico) Grupo 7 ( Ragdo +Triton + Quercetina +
Acido Nicotinico).

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com sete tratamentos em
oito repeticdes.

Antes de iniciar os tratamentos, os animais foram submetidos a um periodo de
adaptacdo de cinco dias, em gaiolas adequadas com controle de claro e escuro de doze
horas.

Para induzir a hiperlipidemia, foi administrado Triton, por via intraperitoneal, na
dose de 300 mg / Kg de peso corporal, dissolvido em solugdo fisiologica de NaCl a 0,9%.
Imediatamente apos a administragdo do Triton, quercetina, morina e acido nicotinico foram
administrados isoladamente e em associacdo envolvendo quercetina + 4cido nicotinico e
morina + &cido nicotinico, na dose de 5 mg/Kg de peso corporal, por via intraperitoneal
dissolvidos em propilenoglicol. Decorridos 20 horas, repetiu-se estes tratamentos. Apos 43
horas da aplicagdo de Triton, os ratos foram anestesiados com éter etilico por via inalatoria
e, por pungdo cardiaca, foram retiradas amostras de sangue. Estas foram centrifugadas a
7161,6 G por minutos, obtendo-se o soro para a dosagem de colesterol, colesterol-HDL,
triacilglicerois, utilizando-se métodos de Lima et al, 1985 e para as quantificagdes utlizou-

se espectrofotdmetro da marca Hitachi.



RESULTADOS E DISCUSSAO

OH
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Figura 1- Férmulas estruturais das substancias utilizadas.

Os resultados obtidos para lipideos em soro de ratos encontram-se nos Quadros 1, 2
e 3 expressos em mg/dL, com suas respectivas percentagens de variagoes.
Quadro 1 — Valores médios de colesterol (terro-padrao) de soro de ratos Wistar e suas
respectivas percentagens de variagao.

Grupos Colesterol % de
variagao
(mg/dL)
Racdo 26,60 £ 0,67 -
Racgao + Triton 262,10 + 0,58 -
Ragao + Triton + Morina 71,52+2,35¢ -72,71 *
Ragdo + Triton + Quercetina 83,18+2,07b -68,26 *
Ragio + Triton + Acido Nicotinico 104,62 £2,28 a -60,08 *
Ragcio + Triton + Morina + Acido Nicotinico 60,58 £2,12d -76,89 *
Ragdo + Triton + Quercetina + Acido Nicotinico 66,48 + 1,68 cd -74,64 *

Médias seguidas de mesma letra mintscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (ragdo + triton) pelo teste de Dunnet (P<0,05).



Quadro 2 — Valores médios de Colesterol-HDL (terro-padrao) de soro de ratos Wistar e
suas respectivas percentagens de variacao.

Grupos HDL % de
variacao
(mg/dL)
Racao 22,44 £0,72 -
Racgdo + Triton 64,49 £ 0,32 -
Racdo + Triton + Morina 76,09 £+ 2,50 ab +17,99 *
Racgdo + Triton + Quercetina 61,47+1,69 ¢ -4,68
Racéo + Triton + Acido Nicotinico 69,55+1,80b +7,85
Ragcio + Triton + Morina + Acido Nicotinico 71,66 +1,82b +11,12 *
Ragdo + Triton + Quercetina + Acido Nicotinico 78,65+ 1,82 a +21,96 *

Médias seguidas de mesma letra mintscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,05).

* Estatisticamente diferente do controle (ragdo + triton) pelo teste de Dunnet (P<0,05).
Quadro 3 — Valores médios de triacilglicerdis (ferro-padrao) em soro de ratos Wistar e suas
respectivas percentagens de variacao.

Grupos Triacilglicerois % de
variagao
(mg/dL)
Ragao 162,30 + 2,05 -
Racgédo + Triton 311,36 £ 3,03 -
Racdo + Triton + Morina 93,15+2,29b -70,08 *
Racgdo + Triton + Quercetina 97,52 + 1,57 ab -68,68 *
Ragio + Triton + Acido Nicotinico 104,56 + 1,69 a -66,42 *
Ragdo + Triton + Morina + Acido Nicotinico 50,52 +1,69d -83,77 *
Ragdo + Triton + Quercetina + Acido Nicotinico 79,65+ 1,69 ¢ -74,42 *

Médias seguidas de mesma letra mintscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (ragdo + triton) pelo teste de Dunnet (P<0,05).



De acordo com os resultados do Quadro 1pode-se observar que os tratamentos com
Morina (Grupo 3), Morina + Acido Nicotinico (Grupo 6), ¢ Quercetina + Acido Nicotinico
(Grupo 7) foram os que mais reduziram os niveis de colesterol evidenciados pelo Teste de
Tukey.

Analise estatistica envolvendo o teste de Dunnet mostrou, no entanto, que Morina +
Acido Nicotinico (Grupo 6) foi o tratamento que provocou maior percentagem de redugio
do colesterol quando comparado ao Grupo 2.

Para os niveis de colesterol-HDL, (Quadro 2), os tratamentos com Morina (Grupo
3) e Quercetina + Acido Nicotinico (Grupo 7) foram os que apresentaram os melhores
niveis de colesterol-HDL pelo teste de Tukey.

Pelo teste de Dunnet pode-se observar que o tratamento com Quercetina + Acido
Nicotinico foi o que apresentou maior porcentagem de variagdo elevando o nivel do
colesterol-HDL. Isto ¢ uma vantagem pois esta lipoproteina ¢ responsavel pelo transporte
de colesterol dos tecidos periféricos para o figado.

Para os niveis de triacilglicerois (Quadro 3), observou-se que o melhor tratamento
foi com Morina + Acido Nicotinico (Grupo 6) evidenciado pelo Teste de Tukey pelo Teste
e pelo de Dunnet, uma vez que este apresentou a maior percentagem de redug@o nos niveis
de triacilglicerdis.

Gomes, (1998) mostrou que compostos flavonoidicos podem aumentar a atividade
da lipase, enzima responsavel pela hidrolise dos triacilglicerdis, sendo este um mecanismo
de acdo para explicar estas redu¢des. E também conhecido que 4cido nicotinico pode, por
sua vez, aumentar a atividade da lipase lipoprotéica, reduzindo também estes valores
(Goodman’s, 1996). A associagao entre o flavondide e o acido nicotinico, potencializou,

portanto, o efeito hipolipidémico de cada uma das substancias testadas isoladamente.



Diversos mecanismos de ac¢ao tém sido atribuidos aos flavonodides para explicar seus
efeitos no metabolismo lipidico. Um destes envolve suas agdes no aumento da excregdo de
sais biliares nas fezes, e o outro a capacidade de aumentar a atividade do sistema
microssomal hepatico consequentemente aumentando o metabolismo lipidico. (MacDonald,
1983).

Kirk et al, 1998, sugerem que o aumento da atividade dos receptores de LDL,
provocada pelos flavonodides, seja um dos responsdveis pela reducdo dos niveis de
colesterol.

Outro mecanismo de acdo envolve a inibicdo da 5’-deiodinase que catalisa a

bioativacdao de hormonio da tiredide T4 em Ts. (Figura-1).

HORMONIOS DA TIREOIDE

AMPc —>l 5S'AMP

LIPASE ATIVA PROTEINA QUINASE ~ LIPASE INATIVA

l

TRIACILGLICEROIS

Figura 1- Efeito do hormonio da tiredide sobre o AMPc e sobre os traicilglicerois.

Esta acdo ¢ extremamente importante pois a sintese aumentada do hormonio da
tiredide poderia acarretar problemas. O AMP ciclico pode formar o 5’AMP em maiores

quantidades. O hormonio da tiredide age impedindo a formacdao do 5’AMP. O AMP



ciclico atua, por sua vez, como modulador positivo sobre a proteina quinase. Esta enzima
ativa a lipase e esta por sua vez hidrolisa os triacilglicerois. (Korhle, 1985).

Uma das maiores agdes de flavonoides estdo relacionadas também a formagdo de
acidos graxos pela agdo de Fosfolipase A,, responsavel pela hidrolise de fosfolipideos
presentes nas membranas celulares, com a liberagdo do acido araquidonico. ( Figura 2) .
Lee et al, 1982, demonstraram que quercetina inibe esta enzima. Outros autores(Hope,
1983, Meyers, 1984) demonstraram também que alguns flavondides podem inibir a
ciclooxigenase e lipoxigenase, impedindo a formacdo das prostaglandinas e leucotrienos
diminuindo com isto a formagao de processos inflamatorios.

H2|C—O—écido graxo(ag)

Fosfolipideos HC-0-4cido araquidonico(aa)

Flavondides inbem 112 POa-base

fosfolipase A,
lisofosfolipideos

HZF—O—ag H2F—O—ag

HC-OH HC-0O-aa +  POybase
H2C-PO -base H2C-OH Catt
CICLOXIGENASE LIPOXIGENASE PKC

LEUC ENOS

PGI, PGF, PGD, PGE,, TXA,
’ ’ ’ (LTB, LTC, LTD, LTE)

Figura-2: Modélo do metabolismo de fosfolipideos e 4cido araquidonico
Abreviagdes: PKC= proteina quinase; TXA,= Tromboxano; PG= prostaglandinas;
PGI= Prostaciclina
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O acido nicotinico, por sua vez, pode inibir a lipélise do tecido adiposo reduzindo a
esterificacdo dos triacilglicerois no figado e aumentando a atividade da lipase lipoproteica.
(Goodmans, 1996).

Pode-se concluir finalmente que para abaixar o nivel de colesterol e colesterol-HDL
simultineamente o melhor tratamento deveria envolver Quercetina associada ao Acido
Nicotinico. J4 para os triacilglicer6is, Morina associada com Acido Nicotinico deveria ser
a mais util, embora a associacio Quercetina com Acido Nicotinico também tenha
apresentado uma excelente percentagem de reducao( 74,42%,) .

Desta maneira o tratamento ministrado ao (Grupo 7) poderia ser escolhido uma vez

que atende a todo os trés parametros.
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Resumo: Apesar da doenga ndao ser notificada mesmo nos Estados Unidos da
América, a prevaléncia de infestagdo por Tricomonas ¢ estimada em 5% da populacao
feminina, o que representa em torno de 6 milhdes de mulheres e seus parceiros
infectados anualmente naquele pais. No Brasil, pela falta de controle sanitario e de
notificacdes, nao se tem a dimensao de sua amplitude, por isso, a importancia do seu
estudo bem como da divulgagdo dessa patologia. Ressalta-se que no diagnostico
colpocitologico algumas das anomalias celulares causadas por esse parasita podem
mimetizar processos pré-cancerosos, sendo portanto necessaria analise criteriosa. O
presente trabalho ¢ um estudo de revisao bibliografica bem como das caracteristicas

colpocitologicas da tricomoniase.
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Abstracts: Instead of the disease haven’t been notificed same in the United Stades of
America, the prevail of infection by Tricomonas is esteimed in 5% of female
population, which represent about 6 milions of women and her partners infected
yearly in that country. In Brazil, due to lack of sanitarie control and fell reports, we
don’t have edia about its amount, that’s why the importance of its study and
divulgation of this patology. Just out in colpocitologyc diagnostic some of cell
anomalies made by parasit can mimetize pre-cancerous process, being therefore
necessary criterious analysis. The present work is a study of bibliographyc revision

and colpocitologyc skills of trichomoniasis.

Key words:Trichomoniasis, Colpocitology, Trichomonas

DESENVOLVIMENTO

_ O género Trichomonas

O género Trichomonas contém mais de 100 espécies. Porém, as espécies que
tem interesse na patologia humana se restringem a duas, 7. fenax ¢ o T. vaginalis.
Ambas as espécies sao sitio especificas. O T. tenax € encontrado na cavidade oral de
pacientes com inflamagao peridontal, porém ndo acredita-se que seja o causador desta
doenca. T. vaginalis ¢ um microrganismo sexualmente transmitido encontrado no trato
geniturinario baixo de homens e mulheres, causando doenga sintomatica ou
assintomatica. Embora 7. vaginalis tenha sido relatado em 1836, por
aproximadamente 80 anos sua patogenicidade ndo foi apreciada. Somente
recentemente ¢ que seu requerimento metabolico € mecanismos de resisténcia a

drogas tem sido estudado. O Trichomonas hominis, que ¢ isolado do trato



gastrointestinal do homem, era considerado como pertencente ao género Trichomonas.

r

Porém, ¢ considerado atualmente como pertencente ao género Pentatrichomonas

16,28,31

_O microrganismo

T. vaginalis ¢ um microrganismo unicelular, flagelado e anaerdbio. E
geralmente maior do que as células brancas do sangue porém menor do que uma
célula epitelial ( tamanho médio de 10 x 7 Mm). Trata-se de um parasita extracelular
com 4 flagelos anteriores que ajudam na locomog¢dao do mesmo. O 5° flagelo estd
embebido no corpo e forma o fio externo da membrana ondulante. Uma caracteristica
do T. vaginalis ¢ a presenca de um aparelho parabasal, constituido de um corpo
parabasal e possui uma fibrila parabasal com formato alongado. Possui o axostilo,
organela esqueletal com microtubulos extensos, que corre o comprimento inteiro do
microrganimo, € também granulos cromaticos ou hidrogenossomos localizados ao
longo do axostilo, costa e fibrila parabasal, que parecem estar envolvidos em seus
processos metabolicos '

O parasita ¢ capaz de fagocitose e pode ingerir bactérias e eritrocitos;
entretanto, materiais soluveis podem ser transportados através da sua membrana
celular *°.

T. vaginalis tem um grande nucleo alongado com 5 cromossomos e cromatina
constituida de granulos pequenos ou finos uniformemente distribuidos no seu interior.
Ele divide-se por fisdo binaria longitudinal. Seu citoplasma ¢ rico em granulos de
glicogénio, existindo ribossomos aderidos a sua membrana, e contém frequentemente

grandes vactiolos **°!.



_Habitat

O parasita existe somente na forma de trofozoita e cresce em pH de 5,5-5,8 ,
sendo sua motilidade diminuida em pH menor que 4,9. E comumente encontrado ao
nivel de 6rgaos genitais inferiores das mulheres e ao nivel de prostata e uretra nos

14202831 "B 45% dos casos da infestagdo vaginal, o protozoario coloniza

homens
também a uretra, em 40% as glandulas de Skene’s e em 20% nas glandulas de
Bartholin **.

O pH vaginal em condi¢des normais estd em torno de 3,8 a 4,5 , sendo

portanto nao propicio ao desenvolvimento deste parasita.

_Bioquimica do parasita

T. vaginalis ¢ considerado um protozoario anaerdbio; ele nao contém
citocromo nem mitocondrias, € uma alta tensdo de oxigénio lhe ¢ prejudicial. Este
flagelado ¢ capaz de utilizar varios polissacarideos, sendo porém essenciais os que
contém o anel alfaglicoide; a glicose ¢ por ele utilizada para a producao de energia
necessaria ao metabolismo e multiplicagdo. O principal resultado da glicolise
anaerobia, o acido lactico, ¢ produzido em altas concentragdes, pois comporta 40%
dos 4cidos totais. O T. vaginalis possui alto teor de glicogénio, que perfaz 17% do seu
peso seco. Nao possui clorofilas capazes de fixar CO2, que fixa-se ao acido lactico e
ndo no citoplasma celular *.

Existem evidéncias de que o parasita sintetiza numerosas e distintas proteinas
cisteinicas, sendo evidenciado “in vivo” proteinases soliveis nas secre¢des e
antiproteinases no soro de pacientes com tricomoniase. Tais proteinases
provavelmente tenham func¢do na hospedagem do parasitismo e evasao imune 1.

Sintetiza também uma proteinase de 30 Kda que possui alta especificidade para a



espectrina, sendo por isto tal proteinase apontada como principal efetor responsavel

pela ruptura do citoesqueleto das células por ele atacadas '*.

Patogenicidade

Por muitos anos e até recentemente, muitos protozoologistas ndo admitiam
papel patogénico ao T vaginalis. Embora os mecanismos pelo qual ele causa doenga
sao pobremente conhecidos, apos desenvolvimento de modernos métodos de cultura
pura do parasita, bem como sua inoculagdo em mulheres sas. Tém sido demonstrado
que algumas pacientes ndo desenvolvem doenca frente ao parasita, porém outras
desenvolvem uma forma peculiar de vaginite, caracterizada por leucorréia intensa,
edema, irritacdo e prurido vulvar **.

A infestacdo feminina por 7. vaginalis parece estar associada a uma
diminui¢do da acidez vaginal e dos lactobacilos produtores de acido. Até a puberdade
, 0 epitélio vaginal (pluriestratificado escamoso nao queratinizado) ¢ fino, constituido
apenas de cé¢lulas parabasais, pois ndo existe niveis de estrogeno e progesterona para a
proliferacdo e maturacdo deste epitélio. Tais células ndo contém quantidades
apreciaveis de glicogénio, e a secre¢ao vaginal € escassa e quase neutra, com flora
bacteriana variada. A partir da puberdade elevam-se os niveis de estrogeno e
progesterona, que passarao a causar proliferagdo e maturacao celular respectivamente.
O epitélio escamoso passa a ser constituido de células superficiais e intermedidrias em
casos normais, sendo que as intermedidrias contém grande quantidade de glicogénio e
a flora bacteriana passa a ser constituida de lactobacilos (Bacilos de Ddderlein), que se
nutrem do glicogénio das células escamosas intermediarias, produzindo quantidades
elevadas de 4cido lactico. Por esta razao o pH vaginal passa a ser de 3,8 a 4,5. Este pH

acido torna a vagina, apos a puberdade, menos susceptivel a infecgdes. O aumento do



pH wvaginal e cervical logo antes e durante o periodo menstrual favorece o
aparecimento do parasita. A flora bacteriana predominante em casos de tricomoniase ¢
mista, normalmente com auséncia de lactobacilos, e a acidez vaginal ¢ diminuida 628

WIELD & KEAN (1956) sugeriram com seus experimentos que tecidos
lesados podem funcionar como um importante fator de sobrevida para o 7. vaginalis.

Estudos histologicos da cérvice uterina durante a cervicite por 7. vaginalis
demonstram que ele pode atacar diretamente o epitélio escamoso e que este responde
com exagerada vascularidade, seguida de papilite, edema, erosdo de camadas
superficiais e necrose. A denominada “cérvice em morango” corresponde a
observagdo clinica da marcada distincdo dos vasos sangiiineos superficiais e focos
hemorragicos cervicais como ¢ visto no material histoldgico. Parece portanto haver
um padrdo vascular especifico no epitélio escamoso da cérvice durante a infeccao por
Tricomonas '**°.

Estudos recentes tém demonstrado que:
- A vagina parece possuir ambiente redutor adequado para a ativacao das proteinases
cisteinicas do Tricomonas, fato este que auxilia na compreensdo da resisténcia ou
susceptibilidade para a infestagdo comumente relacionadas a mulheres jovens, e entre
homens e mulheres sintomaticos ou nio .
- O processo patogénico do 7. vaginalis envolve a degradacdo do esqueleto da
membrana celular alvo. A espectrina, proteina mais representativa do esqueleto celular
tem sido identificada como molécula alvo para tal degradagdo '*.

A resposta imunoldgica do hospedeiro para o 7. vaginalis é tanto humoral

quanto celular, e ambos os leucécitos polimorfonucleares e macréfagos fagocitam o

microrganismo *"*°. Células brancas do sangue sdo atraidas para o epitélio lesado pelo



parasita através de ambos os fatores, quimiotaxia (movimento direcional) e
e e . . ~ . . 25
quimiocinética (movimento nao direcional) ~.
A reinfestacdo por 7. vaginalis pode ocorrer, pois nao ha desenvolvimento de

imunidade duradoura ap6s a infestacio aguda>'.

Incidéncia

TRUSSEL(1947) estimou que 20 a 25% das mulheres adultas abrigam o
parasita. WESTON & NICOL (1963) relatam que o periodo de incubacao da infecgao
¢ de 4 a 28 dias. A razao ¢ alta ao ponto de que se forem examinados homens 48 horas
apos o contato com o infectado, 70% deles abrigam o parasita. Em mulheres em idade
reprodutiva, a infestacdo por 7. vaginalis ¢ a segunda causa de vaginite, sendo a
primeira, vaginose bacteriana *'.

Apesar de ndo ser uma doenca notificada, ¢ estimado que na populagdo
feminina dos Estados Unidos a prevaléncia da infestacdo ¢ de 5% e no minimo 6
milhdes de mulheres e seus parceiros podem ser infectados anualmente por este
patogeno 3,

CHARLES (1988) descreve que a incidéncia da tricomoniase varia de 2% no
setor privado para 56% no setor publico. O pico de incidéncia esta entre 16 e 35 anos,
ndo ocorrendo variagdes sazonais, porém a doenca ¢ incomum nas mulheres pré-
puberes e nas pos-menopausadas, devido a resisténcia do epitélio escamoso nao

queratinizado para o 7. vaginalis nessas fases °'.

Transmissao
E genericamente aceito que o homem carrega o parasita e que a infestacao ¢

transmitida por contato sexual '>*°. KEAN & WOLINSKA (1956) demonstraram que



o Tricomonas invade freqiientemente a uretra a qual passa a ser uma fonte de
reinfeccdo e GARDNER et al. (1986) documentaram a presenca do mesmo na prostata
através de antisoros especificos. Desta forma, a promiscuidade deve exercer papel
importante na transmissio do flagelado *.

A transmissdo ndo sexual pode ser constatada cientificamente uma vez que o
T. vaginalis € resistente no meio externo e conserva sua vitalidade e infecciosidade
muito tempo apés sua expulsdo do organismo **. T\ vaginalis tem sido encontrado
ap6s varias horas em agua de vasos sanitarios contaminada com urina e sémen, € ¢
documentada a sua sobrevivéncia em umidade de banheiros usados por mulheres
infectadas '®. Porém, segundo THOMASON et al. (1986), acredita-se que a

transmissao ndo sexual do patdégeno seja um evento raro.

Manifestacoes clinicas

A presenca de T. vaginalis no trato genital de mulheres ndo ¢ sinonimo de
inflamacdo. Cerca de 10% das mulheres infectadas parecem ndo sofrer os efeitos da
presenca do parasita; entretanto, um processo inflamatorio pode ocorrer em tais
pacientes com relativa facilidade. A maioria das mulheres com alteragdes
inflamatérias ao Tricomonas apresenta cura expontanea e livra-se dos sintomas em
repetidas ocasides '>*°. A inflamagdo vaginal estd associado a um corrimento 4cido,
profuso, espumoso, de cor esbranquicada, amarelo creme ou amarelo esverdeado e
aquoso com grumos. Esta leucorréia pode persistir durante meses e até anos. Menos
do que 10% das pacientes tem eritema de vulva. Pode ocorrer também prurido vulvar,
cistite, distria, dispaurenia ou a combinag¢do dos sintomas 28,31,36

Cerca de metade das mulheres infectadas apresentam o corrimento vaginal,

sendo este o sintoma mais comum. Algumas pacientes podem apresentar desconforto



no baixo abdomen, mas o 7. vaginalis ndo tem sido encontrado como causador de

" Ambas as glandulas parauretrais e de Skene’s sdo

doenga inflamatoria pélvica
frequentemente infectadas quando o parasita ¢ encontrado na vagina; linfoadenopatia
inguinal, entretanto, ¢ incomum **.

T. vaginalis tem sido encontrado entre 5 a 10% dos homens com uretrite ndo
gonocdccica 2! A maioria dos homens com tricomoniase sio assintomaticos, mas,
descarga uretral, disuria, prurido ou ardéncia podem ocorrer principalmente logo apos
o contagio. Casos de prostatite, epididimite, uretrite ou balanopostite acontecem
raramente. Porém, a prostata de homens com Tricomonas ¢ infectada em até 40% dos
casos '*?!. Parece que o zinco encontrado em altas concentra¢des no liquido prostatico
normal funciona como antimicrobiano in vitro, sugerindo que este atue como inibidor
do T vaginalis no trato genital masculino **.

A tricomoniase ¢ bastante comum no decurso da gravidez , porém nao foi
estabelecido uma relacdo entre 7 vaginalis e parto prematuro ou retardo no
crescimento intrauterino . Néo foi também confirmado o aparecimento de infec¢des
puerperais associados a presenca de 7T vaginalis durante as Ultimas semanas de
gravidez **.

Aproximadamente 5% dos neonatos podem adquirir 7. vaginalis verticalmente
de suas maes durante o parto. Na ocasido do parto, o epitélio escamoso da vagina das
recém-natas sofre acdo de hormoénios da mae e pode permitir a colonizagdo do
parasita; entretanto, este efeito hormonal desaparece entre 3 a 6 semanas apds o parto,
tornando o trato genital baixo relativamente resistente 4 invasdo do parasita >

Segundo COTRAN et al.(1997), bebés infectados com 7. vaginalis através do parto

eliminam espontaneamente o parasita em algumas semanas.



Diagnostico colpocitologico

Ao exame citoldgico, os Tricomonas em estado bem preservado aparecem
como estruturas ovais, redondas, piriformes ou irregulares, medindo 10 a 25u de
diametro. O tamanho do microrganismo nao esta ligado com a patogenicidade. O
citoplasma toma uma matiz cianofila ou cinza-azul palido com a coloracao de
Papanicolaou, apresentando granulos citoplasmaticos vermelhos. Seu nucleo ¢
excéntrico, de pequeno tamanho, pouco definido e se caracteriza por um aspecto
finamente vesiculoso e palido, de aparéncia degenerada, designado de nucleos “em
olho de mongol” (Figura 1). Os flagelos sao raramente conservados nos esfregagos
citologicos, pouco observados e a sua deteccao ¢ possivel apenas em objetiva de
imersdo. A identificagdo da estrutura nuclear ¢ importante para a diagnose segura da
infestagdo desde que muco, células metaplasicas degeneradas, neutréfilos, fragmentos

citoplasmaticos e citolise podem mimetizar a aparéncia deste microrganismo *'>%.

O epitélio pluriestratificado escamoso nao queratinizado responde a injaria
causada pela presenga do protozoario através de atipias citologicas que sao
particularmente notdveis neste caso. Algumas alteragdes no tamanho do nucleo,
binuclea¢do, aumento nuclear usualmente de 1,5 a 2,0 vezes o normal ¢
principalmente picnose e cariorrexe nucleares podem ser observados em células
escamosas intermedidrias e parabasais *'*2°.

Outros fendmenos associados a infestacdo por Tricomonas sdo: excessiva
eosinofilia citoplasmatica de células escamosas originalmente cianofilicas do tipo
intermediario e parabasal, pequenos halos perinucleares bem definidos (Figura 1),

excessiva citdlise e marcado incremento na quantidade de células parabasais,

especialmente em mulheres jovens, sugerindo uma falsa atrofia. J4 na pés-menopausa,



a falsa eosinofilia e o incremento na quantidade de células parabasais podem sugerir
erroneamente estimulacdo estrogénica 1 As alteragdes inflamatdrias acentuadas em
esfregaco atrofico podem mimetizar lesdes pré-cancerosas *. Todas as anormalidades
referidas sugerem diagnose de infestacdo por Tricomonas por um observador
experiente. Porém, a identificacdio do parasita ¢ crucial para a emissdo de um
diagnostico seguro 2.

Comumente sdao encontrados em associacao com a infestagdo por 7. vaginalis
microrganismos anaerdbios, filamentosos, ndo ramificados, muito longos, Gram
negativos do tipo Leptothrix vaginalis. Estes lembram lactobacilos bastante longos,
sendo classificados como Trichobactérias e tratando-se de um saprofita da vagina, ou

seja, ndo leva a alteragdes citologicas *-'>202°,

Consideracoes Finais

A despeito do grande interesse inicial da possibilidade dos pacientes com
fendmeno inflamatorio devido a tricomoniase serem mais aptas ao desenvolvimento
do cancer cérvico-uterino em rela¢do as demais mulheres, ndo existem evidéncias de
que tal infestacio esteja relacionada com a etiologia da neoplasia cervical ®'*2°.
Entretanto, deve ser enfatizado que pacientes em algumas das fases de cancer cérvico-
uterino, incluindo o carcinoma “in situ”, tem uma maior incidéncia de infestagao por
Tricomonas do que a populacao normal, que pode ser justificada pelo fato de que a
injuria das lesdes pré-neoplasicas ou neopldsicas favorece o crescimento do parasita,

tornando possivel que a tricomoniase e lesdes pré-cancerosas possam evidentemente

coexistir. O processo de carcinogénese do colo uterino ndo depende da presenca ou



auséncia de Tricomonas, fato esse demonstrado em estudos detalhados ja realizados
6,15,19.20

Nos casos em que as alteragdes nucleares associadas a infestacdo por
Tricomonas s3o mais severas, a distingdo com lesOes intraepiteliais pode ser mais
dificil e pode ser apropriado classifica-las como células escamosas de significado
indeterminado. Nestes casos, deve ser indicado um exame citoldgico apds o
tratamento da infestagdo, isto porque as alteragdes inflamatorias associadas as

tricomoniase revertem ao normal com a resolucio do processo inflamatdrio 2.
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Figura 1. Alteragdes patognomonicas da tricomoniase e Tricomonas em esfregagos cérvico-
vaginais corados por Papanicolaou. a) Halos perinucleares, leucocitose e Tricomonas (seta).
b) Tricomonas, halos perinucleares, leucocitose e fundo de esfregago sujo. ¢ e d)
Tricomonas, leucocitose e fundo de esfregacgo sujo.
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RESUMO

Foram estudados os leucogramas de 78 pacientes atendidos no Laboratério Médico
Ciéncia no Hospital Infantil Joana de Gusmao, de Floriandpolis, no periodo de 01/01/1997 até
01/09/1997 com diagndstico de Infec¢do do Trato Urinario (ITU), apresentando o estudo, uma
correlagao entre a alteragédo no leucograma com infecgao urinaria.

Todos os pacientes foram submetidos a exames de parcial de urina, urocultura e
leucograma considerando apenas 0s que apresentaram cultura positiva.

Observou-se que a maioria dos pacientes acometidos por ITU apresentavam
leucocitose, neutrofilia e desvio a esquerda, ja as granulagdes téxicas ndo foram normalmente
encontradas.

Os resultados ainda demonstraram que ha relagdo entre o aumento da leucocituria e o
aumento na leucometria, porém isso nao ocorre de maneira proporcional.

Também nao houve relagdo proporcional entre o aumento do niumero de UFC e da
leucocitose. Os agentes mais frequentemente encontrados foram a E. coli e o Proteus sp

porém nao pode-se afirmar quais 0os que causam maiores alteragcdes na leucometria.

Palavras chaves: Infecgéo do trato urinario (ITU), leucécitos

* Académicas do curso de Farmacia - Analises Clinicas da Universidade Federal de Santa Catarina
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Summary

From January to September 1997, the morphologic and counting leucocytes of 78
patients who had urinary tract infection (ITU) diagnostic, attended to at “Laboratério Médico
Ciéncia” Joana de Gusmé&o children hospital, Floriandpolis - SC - Brazil; were analyzed. This
study showed the relationship between disorders leucocytes counting and tract urinary infection.

All the sample patients were submitted to na examination of urinary sediment, urine
culture and leucocytes examination. This study considered only patients that (have) had a
positive urine culture exam.

It was observed that the majority of these patientspresented leukocytosis, neutrophilia,
and neutrophi percursors, but toxic granulation wasn’t found. The results demonstrated that
there was a relationship between the increase of leukocyturia and leukocytosis, but not in a
proportional manner.

There was not a proportional relation among the increase of the colony-forming units

(CUF) number and leukocitosis. The most found agents were E. coli and Proteus sp..

Key Words: Infection Tract Urinary (ITU), leucocytes

INTRODUCAO

As infecgbes do trato urinario (ITUs), atualmente, representam a forma mais comum de
infecgdo nos seres humanos (SCHRIER, 1993). Sua relevancia sob o ponto de vista clinico
pode ser atestada se considerarmos os varios estudos epidemiolégicos ja documentados na
literatura com relagéo a essa infecgdo. (RESNICK e NOVICK, 1996; RIELLA, 1996; CRUZ et
al, 1994; LENZ, 1994; SCHECHTER e MARANGONI, 1994; OMS 1992; KUNIN, 1991; JUNIOR
E SANTOS, 1988; PAOLUCCI, 1982).

A infecgdo do trato urinario € uma inflamagéo secundaria a uma invaséo tecidual das



vias urinarias, desde o meato uretral até o cértex renal, provocada por um agente infeccioso de
origem bacteriana, fungica ou viral (RESNICK e NOVICK, 1996; SCHRIER, 1993).

Dentre os agentes etiologicos responsaveis pela infecgdo urinaria os bacilos gram
negativos tem maior frequéncia, sendo a E. coli 0 agente mais comum e isolada em mais de
80% das vezes. No entanto ha ainda diversos organismos causadores, como o Proteus sp.,
Staphylococcus saprophyticus, Klebsiella sp., Enterobacter sp., Pseudomonas sp., S. aureus, S
.faecalis, Candida sp, etc (RESNICK e NOVICK, 1996; CRUZ et al, 1994; SCHECHTER e
MARANGONI, 1994).

A urina é habitualmente estéril, as ITUs surgem quando se instala um desequilibrio entre
viruléncia do agente e os mecanismos de defesa do trato urinério a invasdo microbiana (CRUZ
et al, 1994).

Ao nivel de diagndstico o exame de urina é muito importante para a suspeita de uma
ITU pois neste exame alguns pardmetros se alterados, podem ser indicativos da infecgéo
(GORINA, 1996; RIELLA, 1996; SCHECHTER e MARANGONI, 1994; KUNIN, 1991). Outro
exame importante é a bacterioscopia da urina n&o centrifugada que pode informar a presenca
de bactérias e se sdo cocos ou bastonetes, gram-positivos ou negativos (RIELLA, 1996). Porém
o diagnéstico das ITUs, da simples cistite a pielonefrite pode ser estabelecido com absoluta
precisao somente mediante comprovagao, através de urocultura, de uma bacteritria
significativa, ou seja, com uma contagem igual ou superior a 10° Unidades Formadoras de
Colbdnia (UFC) /ml (RESNICK e NOVICK, 1996; RIELLA, 1996). Todavia, a infecgdo pode existir
mesmo com um numero inferior de colbnias, visto que ha situagdes que diminuem o nimero de
bactérias na urina, ou mesmo que justificam o nimero menor na vigéncia da infecgdo como:
uso de antibacterianos no periodo da urocultura; contaminagdo da urina com detergente
utilizado durante a higiene intima; hiperidratacdo do doente, e colheita de amostra de urina
pouco tempo depois de uma micgao; presenca de bactérias com menor poder de replicagcao
(RIELLA, 1996).

Quando sado analisados os relatos que avaliam os resultados dos hemogramas em
pacientes com ITU as informag¢des sdo escassas. Para alguns autores o hemograma nestas

situacdes, pode revelar leucocitose, inclusive superior & 20000 leucdcitos /mm?®, desvio a



esquerda e predominancia de neutrdfilos somente nos casos de pielonefrite (RESNICK e
NOVICK, 1996; PAPPER, 1980). E segundo Andriole os exames laboratoriais mostram
leucocitose polimorfonuclear tanto na cistite quanto na pielonefrite (WYNGAARDEN et al,
1993).

Sendo assim, com este trabalho busca-se avaliar as alteracdes ao nivel de hemograma,
em pacientes com ITUs e quantifica-las de modo a estabelecer um auxilio ao clinico no
prognostico da doenca e/ou permitir uma melhor avaliagdo da gravidade do quadro, bem como

acompanhar a evolugao do tratamento.

MATERIAIS E METODOS

Os dados para a realizagdo deste estudo foram obtidos através da coleta dos resultados
de cultura de urina positiva que possuiam os exames de parcial de urina e hemograma, no
periodo de 01 de janeiro a 01 de setembro de 1997 no Laboratério Médico Ciéncia, no Hospital
Infantil Joana de Gusmao, em Floriandpolis - SC. Por esta razéo a populagdo em estudo se
restringiu a pacientes pediatricos. A analise epidemioldgica e estatistica dos dados foi realizada

através do programa de dados estatisticos Epi Info; versdo 6.0 (DEAN, 1996).

RESULTADOS

Foram estudados 78 pacientes com Infecgédo do Trato Urinario, atendidos no Laboratério
Médico Ciéncia no Hospital Infantil Joana de Gusméo , de Floriandpolis, no periodo de

01/01/1997 até 01/09/1997.

A distribuicdo destes pacientes por sexo ¢é apresentada na Figura 1.
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Figura 1: Distribuicdo dos pacientes estudados no Laboratério Médico Ciéncia, HIJG, em

relacdo ao sexo, Florianépolis 01/01-01/09/1997.

A Figura 2 mostra a distribuicdo dos pacientes por faixa etaria que variou entre 1 dia a

14 anos, avaliados separadamente por sexo.

35% - 3% 30%
30%
25% -
20% -
15% -
10% -
5% 11 0%0% 2% 3%
0%

26% 26% 26%

14%

% de pacientes

1 dia 1-3 1-6 7m-1 2-5 6-9 10-14
sem. meses  ano anos  anos  anos

Idade O Feminino

Bl Masculino

Figura 2: Distribuicao dos pacientes estudados no Laboratério Médico Ciéncia, HIJG, em
relagdo ao sexo e faixa etaria, Florianépolis 01/01-01/09/1997.
A Figura 3 mostra a distribuigdo dos diferentes agentes etioldgicos identificados nas

uroculturas.
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Figura 3: Distribuicdo dos pacientes estudados no Laboratério Médico Ciéncia, HIJG, segundo

agente etiolégico, Floriandpolis, 01/01 - 01/09/1997.

Na Figura 4 observamos a distribuicdo dos pacientes quanto ao numero de UFC.
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Figura 4: Distribuicdo dos pacientes estudados no Laboratério Médico Ciéncia, quanto ao

numero de UFC/mL, Floriandpolis, 01/01 - 01/09/1997.



Na Figura 5 , observa-se a distribuicdo dos pacientes quanto a presenga ou nado de

leucocitose ( leucdcitos acima de 11.000/mm?®).

B Até 11000
B Acima 11000

Figura 5: Distribuicdo dos pacientes estudados no Laboratério Médico Ciéncia em relacdo a

leucometria normal e leucocitose, Florianépolis, 01/01 - 01/09/1997.

A distribuicdo dos pacientes quanto a contagem diferencial absoluta realizada é

demonstrada na Figura 6.

49%

20% O Com neutrofilia
B ComDesvio a esq.

B Sem neutrofilia

Figura 6: Distribuicdo dos pacientes estudados no Laboratério Médico Ciéncia, HIJG, segundo
contagem diferencial absoluta apresentada, Florianépolis, 01/01 - 01/09 1997.
Na Figura 7 observa-se a distribuicdo dos pacientes em relagdo a leucocituria

observada.
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Figura 7: Distribuicdo dos pacientes estudados no Laboratério Médico Ciéncia, HIJG, em

relacéo a leucocituria, Florianépolis, 01/01 - 01/09/1997.

O grafico 1 mostra que a correlagéo entre leucocituria e leucometria, sendo que o valor

do coeficiente de correlagao foi de 0,11.
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Grafico 1: Correlagdo entre Leucometria x Leucocituria, nos pacientes estudados no

Laboratério Médico Ciéncia, HIJG, Florianépolis, 01/01 - 01/09/1997.

Discussao



Como pode-se observar na Figura 1 houve um predominio do sexo feminino (55%) em
relacdo ao sexo masculino (45%). Sendo que pela Figura 2 verifica-se que até os 6 meses de
idade houve uma sensivel prevaléncia de Infecgao do Trato Urinario no sexo masculino
(33,8%) sobre o feminino (16,2%). A partir desta idade a incidéncia, € maior no sexo feminino
(83,8%) do que no masculino (66,2%) tendendo a se equiparar em torno dos 10 anos de
idades. Estes dados vem de encontro com o descrito na literatura, que relata que durante os
primeiros meses de vida, cerca de 75% das ITUs ocorrem no sexo masculino, sendo que
alguns autores consideram ser devido a maior frequéncia de malformagbes congénitas nos
meninos (CRUZ et al, 1994; JUNIOR E SANTOS, 1988), outros acreditam numa maior
suscetibilidade devido a intensa colonizagdo de enterobactérias no prepucio (LENZ, 1994), ou
ainda os que acham provavel que a maior parte dessas infeccbes se instale por via
hematogénica (SCHECHTER e MARANGONI, 1994). Apés essa idade a incidéncia é maior no
sexo feminino devido a uretra ser relativamente curta e a tendéncia de colonizagédo da vagina e
perineo com organismos entéricos. Entre 0,03% e 1,2% dos meninos desenvolvem ITUs
durante a idade escolar enquanto 3% a 5% das meninas apresentam infecgao neste mesmo
periodo (RESNICK e NOVICK, 1996; SCHECHTER e MARANGONI, 1994; KUNIN, 1991).

Como citado anteriormente na introdugdo comprovou-se neste trabalho (Figura 3) um
predominio do agente etioldgico E. coli 41% , seguida de Proteus sp. em 23,1% dos pacientes
acometidos por ITU. Os outros, 45,9% dos casos ficaram distribuidos, em ordem decrescente,
entre Enterobacter sp., Klebsiella sp., Pseudomonas sp., Serratia sp., Staphylococcus sp.,
Morganella sp., Citrobacter sp. e Stenotrophomonas sp..

Quanto ao numero de UFC a Figura 4 demonstra um predominio de pacientes com bacteriuria
igual a 10" UFC/mL, entretanto percebe-se que 3% dos pacientes apresentaram um valor de
10* UFC/mL e foram contados como positivos, pois embora esta concentragdo seja inferior a
considerada como bacteritria significativa que comprove ITUs, ou seja igual ou superior 10°
UFC/mL isto pode ser justificavel nas situagdbes em que ha uma reducdo no numero de
bactérias na urina como: uso de antibacterianos, contaminacdo da urina com detergente

durante higiene intima, hiperhidratagdo do doente, entre outros (RIELLA, 1996).
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Com relacdo ao numero de leucdcitos, percebe-se que 36% dos pacientes com ITUs
tiveram uma leucometria normal (até 11.000/mm3) e 64% apresentaram leucocitose (Figura 5),
acima de 11.000/mm?® (variando entre 11.000 até acima de 30.000/mm°®) (BEUTLER, 1995).
Analisando a contagem diferencial absoluta realizada (Figura 6) nota-se que 49% dos pacientes
apresentaram neutrofilia, 20% apresentaram neutrofilia com desvio a esquerda. Esses dados
vem de acordo com o descrito na literatura, pois frente a uma infeccéo a producao de leucécitos
aumenta, dessa forma a maioria dos pacientes apresentam leucocitose com predominio de
neutrdfilos, pois essas células possuem grande poder de fagocitose em processos infecciosos
e sdo as primeiras a se deslocarem para o local da infecgdo. Em alguns casos essa produgao
celular é tdo acentuada que células imaturas chegam a corrente sanguinea, isso € chamado de
desvio a esquerda observado em parte de nossos pacientes (RESNICK e NOVICK, 1996;
WYNGAARDEN et a, 1993; JANINI, 1995; PAPPER, 1980). Do total dos pacientes apenas um
apresentou granulagdes téxicas representando 1,3%, isto mostra que apesar dos processos
infecciosos provocarem o aparecimento de granulagées téxicas isto ndo é comum para as ITUs
( BAIN, 1997).

Como pode-se observar na Figura 7, apenas 10,3% apresentam leucocituria dentro dos
valores normais, enquanto que 89,7% estavam acima dos valores de referéncia. A maior parte
dos pacientes (50%) apresentaram leucocituria entre 50.000 - 1.000.000 leucdcitos/mL. Essa
reagao é normal e esperada, pois em situagdes de invasao tecidual, ha uma mobilizagao de
leucécitos para o foco da infecgdo. Embora ndo seja o Unico parametro para instituir um
tratamento para ITU, a presenga de leucocitiria € anormal e considerada como um indicativo
de inflamagéao (RIELLA, 1996).

O grafico 1 mostra que ha correlagdo entre leucocituria e leucometria, pois o valor do
coeficiente de correlagdo foi de 0,11, ou seja entre +1 e -1. Como o valor é positivo, a
correlagao é direta, visto que o aumento da leucocitiria acompanha o aumento da leucometria.
Porém este aumento ndo é proporcional, pois pela Tabela de Rugg o valor do coeficiente é

considerado desprezivel ou seja menor que 0,15. (SOUNIS, 1976).

10
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RESUMO - Durante o periodo de outubro de 1996 a abril de 1997 foram amostradas
periodicamente hortalicas comercializadas no municipio de Marilia/ SP, com o objetivo de
se avaliar a ocorréncia de ovos de helmintos nestes vegetais. A alface crespa e lisa, o
almeirdo e a couve foram as espécies selecionadas. Detectou-se a presencga de ovos de
Fasciola hepatica (2,0%), Taenia sp. (2,0%), Hymenolepis nana (14,5%), Ascaris
lumbricoides (13,5%), ancilostomideos (13,5%), Trichuris trichiura (0,5%), Enterobius
vermicularis (0,5%) e Toxocara sp. (0,5%). O almeirdo apresentou as maiores
prevaléncias de helmintos. Percebe-se a importancia do esclarecimento e intensificagao
das orientagbes quanto aos cuidados basicos de higiene na preparagdo de alimentos
para a profilaxia de verminoses.

UNITERMOS: helmintos, hortaligas, epidemiologia



ABSTRACT - The aim of the present work is to evaluate the occurrence of helminth eggs
on vegetables market in Marilia County, at Sdo Paulo State western. Some units of
lettuce, wild chicory and cabbage were sampled periodically during October of 1996 to
April of 1997. Fasciola hepatica (2,0%), Taenia sp. (2,0%), Hymenolepis nana (14,5%),
Ascaris lumbricoides (13,5%), hookworms (13,5%), Trichuris trichiura (0,5%), Enterobius
vermicularis (0,5%) and Toxocara sp. (0,5%) were detected. Wild chicory showed the
highest prevalence of helminthes. The importance of people knowledge about food

hygiene is clear as a prophylactic factor against worm infections.

KEY WORDS: Helminthes, epidemiology, vegetables



INTRODUCAO

E habito comum na populagdo humana a ingestdo de diversas hortalicas,
muitas delas sendo consumidas inclusive cruas. O fato de que muitas vezes estas
hortalicas sao mal lavadas expde o homem a infecgdo tanto por helmintos como por
protozoarios. As possibilidades de infecgdo via hortalicas contaminadas vém sendo
avaliadas por diversos autores >>*%"% |

A Epidemiologia das enteroparasitoses humanas aborda os mais diversos
fatores relacionados direta e indiretamente com a transmissdo dos parasitas intestinais,
tais como méaos contaminadas, verduras, alimentos em geral, solo, moscas e outros
insetos sinantrépicos, o proprio ar e especialmente a veiculagao hidrica. Considerando-se
que frequentemente as hortaligas sao irrigadas com agua contaminada por material fecal
e adubadas com dejetos humanos e animais"®*, temos que é de extrema importancia
para a saude publica a deteccdo de parasitas intestinais neste tipo de alimento. Neste
sentido, o objetivo do presente trabalho é avaliar a ocorréncia dos niveis de positividade e

ocorréncia de ovos de helmintos em hortalicas comercializadas no municipio de Marilia,

no oeste no Estado de S&o Paulo, Brasil.



MATERIAL & METODOS

Foram feitas amostragens semanais de hortalicas comercializadas pelo
CEASA/ CEAGESP no municipio de Marilia, no oeste do Estado de S&o Paulo. As
hortalicas selecionadas foram: almeirdo (Hieracium commersonii), alface lisa e crespa
(Lactuca sativa) e couve (Brassica oleracea). No total foram amostrados 50 macgos de
hortalica escolhida, totalizando 200 amostras de cada espécie e variedade, no periodo
compreendido entre meados de outubro de 1996 a abril de 1997.

Para a analise das amostras seguiu-se o0 procedimento descrito a seguir.
Foram utilizadas amostras com peso variando entre 200 e 250g. As amostras eram
lavadas com o auxilio de um pincel em recipiente contendo 300mL de solugdo de
detergente neutro (10 mL EXTRAN MA 02% diluidos em 2 litros de soluco fisioldgica). O
liqguido obtido era filtrado em gaze em calice de sedimentagdo. O recipiente era lavado
duas vezes com 10 mL de solugao detergente, recolhendo-se todo o liquido e residuos no
mesmo calice e, deixando-se sedimentar por 24 horas. Apds esse periodo, o liquido
sobrenadante era desprezado e recolhido o sedimento para um tubo de centrifuga de 15
mL. O calice era lavado duas vezes com 5 mL de solucéo fisiolégica, recolhendo-se o
liguido no mesmo tubo. Em seguida, centrifugava-se o tubo a 3.000 rpm durante 1 min. O
sobrenadante era desprezado e o sedimento ressuspendido com solugao de sulfato de
zinco (densidade igual a 1.200). Centrifugava-se novamente a 2.000 rpm durante 2 min.
Apos isto, completava-se com agua destilada até a borda do tubo e com auxilio de uma
pipeta transferia-se uma gota para lamina de microscopia. O material era corado com

solugao de Lugol e examinado ao microscopio éptico.



RESULTADOS

Dentre as hortalicas avaliadas, o almeirdo apresentou a maior freqiiéncia de
positividade (72,0%), sendo seguido pela alface crespa, alface lisa e couve, com
positividade de 18,0%, 15,0% e 5,0%, respectivamente.

A Tabela 1 apresenta os resultados quanto a presenca de helmintos nas
diversas hortaligas avaliadas.

O helminto de maior frequéncia geral foi Hymenolepis nana com 14,5%.
Ancilostomideos e Ascaris lumbricoides apresentaram frequéncia igual a 13,5%. Os
demais helmintos detectados apresentaram frequéncias baixas oscilando entre 0,5 e

2,0%.



DISCUSSAO

A arquitetura das hortalicas pode ser o fator chave das freqiéncias obtidas.
Alguns autores? sugerem que vegetais de folhas multiplas e com grande area de contato
apresentariam melhores condi¢des para a fixagdo de ovos de helmintos do que vegetais
de folhas fortemente imbricadas e largas como a alface, por exemplo. Os resultados
obtidos no presente trabalho, parecem corroborar tal hipétese.

A época em que o presente estudo foi realizado correspondeu a época das
chuvas, situagcdo onde as culturas de hortalicas tendem a ser menos irrigadas
artificialmente e, dessa forma, os resultados obtidos quanto a freqiéncia dos helmintos e
positividade das hortalicas podem estar subestimados.

Ainda observando-se a Tabela 1, percebe-se que Hymenolepis nana estava
presente em 46,0% das amostras de almeirdo, sendo esta a maior ocorréncia de todos os
helmintos em todas as hortalicas amostradas.

A presenga de ovos de certos helmintos nas hortalicas, como os de Taenia
sp. por exemplo, indica uma pratica constante que é a de adubar as hortas com fezes
humanas nao tratadas, uma vez que os ovos deste parasita s6 sao eliminados pelo
homem. Caso esses ovos sejam de T. solium, existe a possibilidade da transmissao da
cisticercose humana, mesmo que sua ocorréncia tenha sido baixa nas hortalicas
amostradas.

A baixa freqléncia de ovos de Enterobius vermicularis pode ser explicada
pelo fato de serem pouco resistentes *.

A frequéncia relativamente elevada de ancilostomideos (13,5%) deve ser
ponderada devido ao fato de que diversas espécies de helmintos parasitas de plantas e

de animais domésticos apresentam morfologia semelhante dos ovos °.



A presenca de ovos de Fasciola hepatica indica a utilizacdo de fezes de
animais ruminantes como adubo nas hortas, enquanto os ovos de Toxocara sp. indicam o
uso de fezes de animais domésticos como caes e gatos.

As frequéncias de ocorréncia de helmintos, detectada no presente trabalho,
ndo sdo consonantes com os resultados obtidos por outros autores % As diferencgas
verificadas podem dever-se as hortalicas selecionadas para os estudos em questao, a
época do ano ou mesmo refletir cuidados diferenciados no cultivo de hortalicas de regiao
para regiao dentro do Estado de Sao Paulo.

De qualquer forma a presenga de helmintos intestinais detectados nas
hortalicas revela que as condi¢gbes sanitarias e educacionais ainda sdo precarias sendo
um constante problema em saude publica. O uso de agua potencialmente contaminada
ou mesmo a adubagao com dejetos humanos parece ainda ser uma pratica comum em
nosso meio. Percebe-se a importancia do esclarecimento da populagdo quanto aos

cuidados basicos na higiene alimentar.



Tabela 1 - Prevaléncia de helmintos nas hortalicas amostradas.

HELMINTO AM AC AL CcoO
n % n % n % n %

Fasciola hepatica 2 4,0 1 2,0 1 2,0 0
Taenia sp. 3 6,0 1 2,0 0 0 0
Hymenolepis nana 23 46,0 4 8,0 2 4,0 0

Ascaris lumbricoides 15 30,0 5 10,0 4 8,0 3 :

Ancilostomideos 7 14,0 10 20,0 8 16,0 2 ,
Trichuris trichiura 1 2,0 0 0 0 0 0
Enterobius vermicularis 1 2,0 0 0 0 0 0
Toxocara sp. 1 2,0 0 0 0 0 0

Numero total por hortaliga = 50. (n) n.° de casos positivos; (AM) almeirdo; (AC) alface crespa; ((AL) alface lisa; (CO)

couve.
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Resumo

Virus respiratdrios sdo responsaveis por uma grande percentagem das doengas
na populacdo humana. Um estudo soro-epidemioldgico foi feito para determinar a
prevaléncia de anticorpos para as cepas do subtipo A: A/Taiwan/1/86 (H;N),
A/Shangdong/9/93 (H3N,), A/Shanghai/11/87 (HsN,) e A/Wuhan/359/95 (HsN,) foi
189, 223, 230 e 103 amostras, respectivamente. E para o subtipo B: B/Panama/45/20,
B/Guangdong/8/93 e B/Beijing/184/93 foi 191, 126 e 103 amostras, respectivamente.
Os soros foram obtidos no periodo de 1996/1997, de pacientes internos e externos do
Hospital Universitario (HU) da Universidade Federal de Alagoas de diferentes faixas
etarias e de ambos os sexos. A técnica utilizada para pesquisar anticorpos especificos
foi a de Inibi¢do da Hemaglutinagdo (HI). A prevaléncia de anticorpos para
A/Taiwan/1/86 (H;N;), A/Shangdong/9/93 (H3N;,), A/Shanghai/11/87 (H3Ny) e
A/Wuhan/359/95 (HsN,) foi 94%, 93%, 81% e 78% respectivamente e o
B/Panama/45/20, B/Guangdong/8/93 e B/Beijing/184/93 foi 52%, 23% e 53%
respectivamente. A presenca de marcadores sorologicos do Virus Influenza A e B em
nossa populagdo foi evidenciada pela primeira vez e mostrou ser em indices elevados,
indicando uma ampla disseminacao desses subtipos.

Palavras chaves: Influenza, virus respiratorio.

Summary: Respiratory virus are said to be responsible for a great percentage of human diseases. An epidemiologic
serum study was carried out to determine the prevalence of antibody for the strain type A: A/Taiwan/1/86 (H;N,),
A/Shangdong/9/93 (H;3N,), A/Shanghai/11/87 (H3;N,) and A/Wuhan/359/95 (H3;N,) 189, 221, 230 and 103
samples, respectively. And for the strain type B: B/Panama/45/20, B/Guangdong/8/93 and B/Beijing/184/93 191,
126 and 103 samples, respectively. The serum samples were obtained in 1996/1997, internal and daily pacients
from the University Hospital of Alagoas (HU/UFAL) at different ages and sex group. The method used to measure
specific antibody was the Hemagglutination inhbition (HI). Antibody prevalence for A/Taiwan/1/86 (H;N)),
A/Shangdong/9/93 (H3N,), A/Shanghai/11/87 (H;N,) and A/Wuhan/359/95 (H;N,) was 94%, 93%, 81% and 78%
respectively and the B/Panaméa/45/20, B/Guangdong/8/93 and B/Beijing/184/93 was 52%, 23% and 53%
respectively. The presence of antibody for virus Influenza A e B in our population was for the first time evaluated
and showed to be in high levels.

Key words: Influenza, respiratory virus.



Introducao

As doencgas respiratérias estdo entre as de etiologia viral mais estudadas
atualmente. Existem varios tipos distintos de virus que causam doengas no trato
respiratorio, e que diferem grandemente na sua estrutura e organizagao genética.

O virus Influenza causa doenga respiratoria aguda com sintomas
constitucionais que pode vir a desenvolver um processo de pneumonia, como infec¢ao
secundaria. Trata-se de uma doenca internacional que na sua forma epidémica ndo
reconhece limites de idade, sexo e territoriais. Pertence a familia Ortomixoviridae, sdo
particulas esféricas com uma fita inica de RNA de polaridade negativa.

Ha trés tipos de virus Influenza: A, B e C. Os tipos B e C causam surtos de
doencas respiratdrias em percentagens leves e principalmente em criangas, o tipo A
afeta criangas e idosos. Isso se deve ao fato de B ¢ C ao longo dos anos nao
apresentarem variagdes na estrutura antigénica e de A estar constantemente sofrendo
mutacdo na sua estrutura de superficie (antigenos de superficie) ( Air et al 1990,
Palese e Young 1982, Bounagario et al 1986a e¢1986b, Yamashita et al 1988,
O’Callaghan et al 1980).

O surgimento de um novo subtipo tradicionalmente tem sido seguido pelo
rapido desaparecimento de um velho subtipo, € pode ser derivado de uma interagao
genética de cepas humanas com outras espécies de passaros (Pereira et al 1967).

Objetivo

Estabelecer a incidéncia de virus respiratdrios em Maceid-AL, BR e obter
dados estatisticos que possam vir a ser uteis as comunidades sociais e cientificas das
areas de satde e social.

Material e Métodos

As amostras de soro foram obtidas de pacientes externos e internos atendidos
no laboratorio de Imunologia/Virologia do Hospital Universitario (HU) da UFAL, nas
seguintes faixas etarias: 0-4, 5-14, 15-24, 25-59 e >60 anos de ambos os sexos que
apresentavam infec¢do aguda ou cronica das vias respiratérias inferiores e superiores.

As cepas virais estudadas foram gentilmente cedidas pelo Prof® Willer Alencar
de Melo do Instituto Evandro Chagas, Belem-PA: A/Taiwan/1/86 (H;N)),
A/Shangdong/9/93 (H3N,), A/Shanghai/11/87 (H3;N;), A/Wuhan/359/95 (H3N,),
B/Panama/45/20, B/Guangdong/8/93 e B/Beijing/184/93.

A técnica utilizada para pesquisar anticorpos especificos nas amostras de soro
foi a de Inibicdo da Hemaglutinagdo (HI) Palmer et al 1975. Hemécias frescas de
ganso foram utilizadas na diluicdo de 1:200. O nimero de amostras estudado para os
subtipos A/Taiwan/1/86 (H;N;), A/Shangdong/9/93 (H3N,), A/Shanghai/11/87 (HsN;)



e A/Wuhan/359/95 (H3N,) foi 189, 223, 230 e 103 respectivamente, e, para os

subtipos B/Panama/45/20, B/Guangdong/8/93 e B/Beijing/184/93 foi 191, 126 e 103
respectivamente.

Resultados

Os resultados da pesquisa de anticorpos especificos nas amostras de soro,
através do método de Inibicdo da hemaglutinagdo, foram considerados positivos para
valores de dilui¢ao acima de 1:40 e negativo para valores abaixo e inclusive 1:40.

Tabela n°1 Incidéncia do subtipo A/Taiwan/1/86 (H;N;) em diferentes
faixas etarias na cidade de Maceio-AL.

Faixa etaria N; N, Masc.% Fem.%
0-4 25 13 68 85
5-14 18 25 100 100
15-24 02 35 100 100
25-59 17 32 100 100
>60 06 16 100 100
N; - nimero de amostras do sexo masculino(68). N, - nimero de amostras do sexo feminino(121).

Tabela n°2 Incidéncia do subtipo A/Shangdong/9/93 (H;N,) em diferentes
faixas etarias na cidade de Maceio-AL.

Faixa etaria Ny N, Masc.% Fem.%
0-4 20 09 85 40
5-14 17 31 100 95
15-24 05 41 100 90
25-59 17 43 100 69
>60 11 29 100 94

N; - numero de amostras do sexo masculino(70). N, - numero de amostras do sexo feminino(153).



Tabela n°3 Incidéncia do subtipo A/Shanghai/11/87 (H3N,;) em diferentes
faixas etarias na cidade de Maceio-AL.
Faixa etaria Ny N, Masc.% Fem.%
0-4 23 10 83 70
5-14 18 29 100 80
15-24 05 46 100 72
25-59 20 37 80 73
>60 13 29 85 100

N; - numero de amostras do sexo masculino(79).

N, - nimero de amostras do sexo feminino(151).

Tabela n°4 Incidéncia do subtipo A/Wuhan/359/95 (H;N,) em diferentes

faixas etarias na cidade de Maceio-AL.

Faixa etaria Ny N, Masc.% Fem.%
0-4 12 10 83 60
5-14 11 08 100 75
15-24 02 19 100 79
25-59 05 15 80 86
>60 04 17 75 65

N; - numero de amostras do sexo masculino(34).

N, - nimero de amostras do sexo feminino(69).

Tabela n°S Incidéncia do subtipo B/Panam#/45/20 em diferentes faixas
etarias na cidade de Maceio-AL.

Faixa etaria N; N, Masc.% Fem.%
0-4 18 13 11 46
5-14 18 24 27 42
15-24 02 39 00 87
25-59 17 38 64 53
>60 05 17 29 41

N, - nimero de amostras do sexo masculino(60).

N, - nimero de amostras do sexo feminino(131).



Tabela n°6 Incidéncia do subtipo B/Guangdong/8/93 em diferentes faixas

etarias na cidade de Maceio-AL.

Faixa etaria N; N, Masc.% Fem.%
0-4 08 13 00 30
5-14 14 09 0,7 11
15-24 04 26 50 31
25-59 10 25 10 37
>60 06 11 33 45

N, - nimero de amostras do sexo masculino(42).

N, - nimero de amostras do sexo feminino(84).

Tabela n°7 Incidéncia do subtipo B/Beijing/184/93 em diferentes faixas

etarias na cidade de Maceio-AL.

Faixa etaria Ny N, Masc.% Fem.%
0-4 11 10 36 50
5-14 12 08 66 37
15-24 02 20 50 55
25-59 05 14 40 50
>60 04 17 75 64

N; - numero de amostras do sexo masculino(34).

N, - nimero de amostras do sexo feminino(69).

Tabela n°8 Comparacio dos subtipos A/Taiwan/1/86 (H;N,),
A/Shangdong/9/93(H;N,),A/Shanghai/11/87(H;N,),
A/Wuhan/359/95(H;N,), B/Panami/45/20, B/Guangdong/8/93 e
B/Beijing/184/93 em diferentes faixas etarias na cidade de Maceio-
AL.

Faixa Taiwan |shangdong | Shanghai | Wuhan | Panama | Guangdong | Beijing
etaria

0-4 73 79 78 72 25 19 42
5-14 100 95 87 89 35 08 55
15-24 100 93 74 89 82 33 54
25-59 100 81 75 85 56 26 47




>60 | 100 | 92 | 95 | 66 | 54 | 4 | 66

Valores expressos em %.

Tabela n°9 Comparacio dos subtipos A/Taiwan/1/86 (H;N,),
A/Shangdong/9/93 (H5N,), A/Shanghai/11/87 (H5N,),
A/Wuhan/359/95 (H3N,), B/Panama/45/20, B/Guangdong/8/93 e
B/Beijing/184/93 entre os sexos na cidade de Maceio-AL.

Faixa Taiwan |shangdong | Shanghai | Wuhan | Panama | Guangdong | Beijing
etaria

Masc. 88 95 87 88 38 14 52
Fem. 98 92 78 73 58 28 94

Valores expressos em %.

Tabela n°10 Prevaléncia dos subtipos A/Taiwan/1/86(H;N,),
A/Shangdong/9/93  (H;N,), A/Shanghai/11/87 (H;N,),

A/Wuhan/359/95 (H;N,), B/Panama/45/20,
B/Guangdong/8/93 e B/Beijing/184/93 na cidade de Maceid-
AL.

Subtipo | Taiwan |shangdong | Shanghai | Wuhan | Panam4 | Guangdong | Beijing

% 94 93 81 78 52 23 53

Discussdo e conclusdo:

O estudo do subtipo A/Taiwan/1/86 (H;N;), A/Shangdong/9/93 (H;N,),
A/Shanghai/11/87 (H3sN;) e A/Wuhan/359/95 (H3N,) relacionando o numero de
amostras por faixa etdria e sexo esta evidenciado nas tabelas 1, 2, 3 e 4
respectivamente e apresentam indices elevado de positividade.

A incidéncia do subtipo B/Panama/45/20, B/Guangdong/8/93 e
B/Beijing/184/93 relacionando o numero de amostras por faixa etaria e sexo ¢ visto
nas tabelas 5, 6 e 7 respectivamente, e, mostram um menor indice de positividade.

Portanto, o subtipo A/Taiwan/1/86 (H;N;), A/Shangdong/9/93 (H;N,),
A/Shanghai/11/87 (H3N,) e A/Wuhan/359/95 (H3;N;) se mostraram presentes em
maior propor¢do no grupo em estudo, quando comparados com o subtipo
B/Panama/45/20, B/Guangdong/8/93 e B/Beijing/184/93 conforme tabela 10.

A incidéncia do virus Influenza observado na tabela 8 nao foi significativa
quando comparada para uma mesma faixa etaria dentro de um mesmo subtipo, como



visto na faixa etaria de 0-4 anos para o subtipo A. Entretanto, discrepancias foram
observadas em algumas faixas etdrias estudadas, principalmente para o subtipo B.

Com relacdo ao sexo ndo houve diferenca significativa entre homens e
mulheres para o virus Influenza subtipo A, enquanto o subtipo B apresentou diferenga
entre os sexos, conforme tabela 9.

Diante dos resultados podemos concluir que o virus Influenza através das
diferentes cepas do subtipo A aqui estudado apresentou indices elevados indicando
uma ampla disseminagdo e que o sexo e a idade ndo apresentaram influéncia
significativa. E que o subtipo B apresentou um menor indice de positividade e a faixa
etaria e o sexo mostraram ter um papel relevante na incidéncia do virus na populagao.

Agradecimentos: Ao Prof® Willer Alencar de Melo do Instituto Evandro Chagas, Belém-PA, pelo o
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Resumo: Os objetivos deste estudo foram comparar novos kits comerciais recentemente
disponiveis no mercado para a dosagem de HDL-C pelo método direto com o método
convencional por precipitacdo, e verificar se os mesmos atingem as metas internacionais
preconizadas para 1998 pelo National Cholesterol Education Program (NCEP). 360
amostras de soro foram analisadas pelo método de rotina empregado no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre e, em paralelo, pelos trés novos métodos diretos. Todos foram
precisos, apresentando coeficiente de variagdo menor que 6%. Houve uma boa
correlagdo entre os métodos direto e precipitado: r = 0,939; 0,707 e 0,817 para DiaSys®
[D], Boehringer-Mannheim® [BM], e Labtest® [L], respectivamente. Houve, entretanto,
um desvio positivo da linha de identidade para os trés kits. A média das diferencgas entre
os métodos direto e precipitado foi mais elevada para o kit D, representando, em média,
21,25% acima do precipitado. Em comparacdo com o precipitado, L classificou
aproximadamente 80% dos pacientes no valor de corte do NCEP (HDL-C < 35 mg/dl),
BM classificou 50% e D, 20%. Quando o LDL-C foi calculado pela equagdo de
Friedewald, utilizando-se os dados de HDL-C obtidos pelos trés kits, a classificacao dos
pacientes segundo o valor de corte de 130 mg/dl (NCEP) ndo foi alterada ao ser
comparada com os valores de LDL-C calculados com os dados do método precipitado.
Os métodos diretos analisados foram precisos, rapidos, de facil execucao e encontraram-
se dentro dos limites de erro preconizados pelo NCEP para 1998. Entretanto, existe uma
tendéncia a fornecerem resultados elevados em relagao ao método precipitado; portanto,
consideramos extremamente importante alertar o clinico sobre possiveis erros de
classificagdo em pacientes “borderline”. Estudos de comparacdo com o método de
referéncia fazem-se necessarios para a obtencao de conclusdes definitivas.

Palavras-Chaves: comparagdo de métodos, aterosclerose, precisao analitica,

lipoproteinas.



Summary: The aims of this study were to compare different available kits for direct
measurement of HDL-C with the routine precipitation method, and to verify if the new
assays reach the 1998 National Cholesterol Education Program (NCEP) goals. 360
serum samples were analyzed by the routine method used at Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, and, in parallel, by three new direct assays. All of them presented
coefficient of variation less than 6%. There was a good correlation between the new
assays and the precipitation method: r = 0,939, 0,707 ¢ 0,817 for DiaSys® [D],
Bochringer-Mannheim® [BM], and Labtest® [L], respectively. However, there was a
positive deviation from the identity line for the three assays. The mean difference
between the direct assays and the precipitation method was higher for kit D, in average,
21.25% higher than the precipitation method. L classified 80% of the patients in the
NCEP cutpoint (HDL-C < 35 mg/dl), BM classified 50% and D, 20%. When the LDL-C
was calculated by Friedewald equation, using the results obtained by the different direct
assays, the classification of the patients were not altered in the NCEP cutpoint of 130
mg/dl. The direct assays were precise, quick, ease-to-use and reached the 1998 NCEP
goals. However, there is a tendency to give higher results than the precipitation method
and it is important to alert the clinician for possible misclassification of borderline
patients. Comparison with the reference method are necessary to obtain definitive

conclusions.

Key Words: method comparison, atherosclerosis, performance goals, lipoprotein



INTRODUCAO

A doenga cardiovascular (DCV) € responsavel por altos indices de mortalidade e
morbidade na populacdo em geral. Varios fatores de risco, associados entre si ou
isoladamente, t€ém sido identificados como responsaveis pelo desenvolvimento desta
patologia. Hipertensdo arterial, hiperlipidemia, tabagismo, diabete mélito, obesidade,
estresse, sedentarismo, e historia familiar estdo entre os mais importantes . Niveis
elevados de colesterol total (CT), lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) e
lipoproteina (a) (Lp(a)), como também niveis diminuidos de lipoproteina de alta
densidade (HDL-C) estao fortemente associados com uma elevada incidéncia de DCV e,
portanto, t€ém sido considerados os fatores de risco mais relevantes para esta doenca.

A dosagem de lipoproteinas pode ser usada no auxilio da prevencao, diagndstico
e tratamento das doencas cardiovasculares e o HDL-C ¢ considerado um fator de risco
independente para DCV ’. Essa lipoproteina de alta densidade é rica em
apolipoproteinas (Apo), sendo 90% Apo A; e A, Sua composi¢do geral ¢ de 50% de
proteinas, 30% de fosfolipidios, 10 a 20% de colesterol livre ou esterificado e 5% de
triglicerideos (TG). HDL-C ¢ subdividido em HDL, e HDL;, sendo que o primeiro ¢
mais rico em Apo A 16 H4 uma forte correlagdo inversa entre o risco para DCV e HDL,
e Apo A; que transportam colesterol das células. Ao contrario do LDL-C, que ¢
associado com o aumento do risco de DCV quando as concentragdes plasmaticas estao
elevadas (valores > 130 mg/dl), o HDL-C protege o organismo contra esta patologia °.

O National Cholesterol Education Program (NCEP) " inclui a dosagem de HDL-
C no estagio inicial de triagem, junto com a dosagem de CT, para o diagnostico e
tratamento da hipercolesterolemia. Concentragdes séricas de HDL-C < 35 mg/dl
aumentam o risco individual de DCV, enquanto que concentragdes de HDL-C > 60

mg/dl sdo consideradas como fator de risco negativo. Além de ser considerado como um



fator de risco independente, a concentragdo de HDL-C ¢ usada, juntamente com CT e
TG, para calcular a concentragao de LDL-C através da equagdo de Friedewald na pratica
clinica . LDL-C esta fortemente associado com o risco cardiovascular e é utilizado para
monitorar terapias no tratamento da hipercolesterolemia.

Por estas razdes, os métodos para dosagem de HDL-C devem ser precisos,
exatos, rapidos e de facil execugdo. Na rotina, a maioria dos laboratorios clinicos utiliza
o método para dosagem de HDL-C baseado em dois passos: primeiro ocorre a
precipitacao quimica seletiva das lipoproteinas que contém Apo B (VLDL, IDL, LDL e
LP(a)) e subseqiiente sedimentagdo do precipitado por centrifugagdo; a seguir, ocorre a
quantificacio do HDL-C como colesterol remanescente no sobrenadante '’. Embora
eficiente, essa técnica ¢ trabalhosa devido a necessidade de pré-tratamento da amostra.
Grandes volumes de amostra e reagentes sdo necessarios € a técnica sofre interferéncia
dos TG.

Estes fatos levaram a busca de novos métodos para serem empregados na rotina
dos laboratérios clinicos ''*'*. O ensaio homogéneo direto do HDL-C, recentemente
lancado no mercado, tem a vantagem de eliminar o pré-tratamento das amostras
facilitando assim a completa automacdo nas dosagens. Este método baseia-se na
utilizacdo de um polidnion que forma complexos estaveis com a superficie de LDL,
VLDL e quilomicrons. Os complexos formados com as particulas de HDL sdo instaveis
e se solubilizam pela acao de um detergente, permitindo a sua reagao com as enzimas e,
conseqiientemente, a quantificagdo do colesterol. A interferéncia de TG e bilirrubina
pode ser diminuida e o volume de amostra e tempo de reacdo também ¢
significativamente menor.

Os objetivos deste estudo foram: 1) comparar o método convencional para a

dosagem do HDL-C por precipitacao, de uso corrente na Unidade de Bioquimica do



Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), com trés novos kits empregando o
método homogéneo direto, recentemente disponiveis no mercado; 2) avaliar se 0s novos
kits atingem as metas preconizadas pelo NCEP para 1998; e 3) comparar a eficacia dos
novos kits na classificacao dos pacientes pelos pontos de corte do NCEP (HDL-C < 35

mg/dl e LDL-C > 130 mg/dl).



MATERIAL E METODOS

Andlise Bioquimica

Durante o periodo de agosto e novembro de 1997, 360 amostras de soro de
pacientes internados e ambulatoriais do HCPA, que foram enviadas ao laboratdrio para
dosagem de HDL-C, foram selecionadas, ao acaso, para participarem deste estudo. As
amostras foram coletadas em tubos a vacuo sem aditivos e foram dosadas entre um a
dois dias apds a coleta.

HDL-C foi dosado através de trés diferentes kits comerciais pelo método direto
(120 amostras para cada kif) em um autoanalisador Selectra 2 (Merck®), programado
conforme instrucdes dos respectivos fornecedores (Labtest® [L, Labest Diagnostica,
Brasil], DiaSys® [D, Diagnostica System International, Alemanha] ¢ Boehringer-
Mannheim® [BM, Alemanha]). Em paralelo, HDL-C foi dosado pelo método de
precipitacao (360 amostras) usado na rotina do laboratorio. Detalhes dos métodos
utilizados neste estudo estdo descritos na Tabela 1.

CT e TG séricos foram dosados no autoanalisador Mega (Merck®) pelos
métodos CHOD-PAP e GPO-PAP (Merck®), respectivamente.

LDL-C foi calculado pela equacdo de Friedewald nas amostras em que a
concentracio de TG < 400 mg/dl ®.

Os soros comerciais Qualitrol HSN e HSP (Merck®) e um pool in house de soro
eqiiino foram usados como controles internos para todos os métodos acima citados.

O laboratorio ¢ filiado ao Programa Nacional de Controle de Qualidade (PNCQ)
da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC), com 6timo aproveitamento.

Pacientes foram classificados conforme recomendagdes do NCEP ' usando os

valores de HDL-C pelo método por precipitagdo; a seguir, os mesmos foram



reclassificados usando os valores de HDL-C encontrados com os diferentes kits. A
eficiéncia na classificagdo dos pacientes foi comparada, considerando a classificacao
pelo método de precipitagdo convencional como critério padrao.

Comparacgdo dos Métodos

A maneira ideal de proceder a avaliagdo de um novo método ¢ a sua comparagao
com o método de referéncia, neste caso, a ultracentrifugacio (UC) . Por ser um método
que necessita aparelhos sofisticados, este nao esta disponivel para a grande maioria dos
laboratodrios. Este estudo usa como critério padrao as dosagens de HDL-C pelo método
por precipitacdo e nao UC, portanto a comparagdo entre os métodos permitird decidir
sobre a possibilidade de substitui¢do do método convencional pelo método direto dentro
da rotina laboratorial da Unidade de Bioquimica do HCPA.

Anadlise Estatistica

O coeficiente de Pearson foi empregado para avaliar a existéncia de correlacao
quando necessario. O nivel de significancia adotado foi de 5% '°.

A comparagdo entre os métodos diretos e o método de precipitagdao foi feita
através da medida da concordancia 2. Devido & correlagdo ser uma ferramenta estatistica
para avaliar a associagdo entre métodos € ndo a concordancia entre eles, o uso das

diferentes formas do grafico de Bland e Altman *'

torna-se util pois permite a
identificacdao de tendéncias e a avaliagdo de possiveis erros entre os métodos de forma
simplificada e pratica. Dois métodos sdo considerados em concordancia quando as
diferencas ndo sao clinicamente importantes e os resultados obtidos pelos dois métodos
nao sao significativamente diferentes e eles podem ser usados inter-cambiadamente.

As diferencas, médias, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagdao (CV) foram

calculados através do programa Microsoft Excel®, versdo 6.0. Os testes de correlacio e

de regressdo linear foram realizados através do programa Graphpad Instat®, versdo



2.04. O CV intraensaio foi determinado analisando um pool de soro dosado 20 vezes em
uma mesma corrida da andlise e o CV interensaio foi determinado analisando o pool de
soro eqiiino, usado como controle interno, 10 a 20 vezes, em dias diferentes, para cada
um dos métodos utilizados neste estudo. O erro total (ET) para cada método foi
calculado como °.

ET= | Valor encontrado - Valor verdadeiro | +1.96 dp
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste estudo estdo sumarizados nas tabelas que seguem. A média
do CT das amostras analisadas foi de 229,2 mg/dl (£ 39,5 mg/dl, DP). A mediana dos
valores de TG foi 132 mg/dl.

Os trés kits apresentaram uma alta correlagdo com o método precipitado
convencional. Ao estimar os parametros de regressao linear, observou-se que os valores
da intercepcdo do y apresentaram-se relativamente elevados, havendo um desvio
significativo da linha de identidade para todos os kits, € um conseqiiente erro positivo.

Uma das possiveis causas da geragdo de resultados elevados pode ser um
bloqueio incompleto de quilomicrons, VLDL e LDL pelo polidnion, deixando que as
enzimas do método CHOD-PAP reajam com essas fracdes '°. Outro motivo a ser
considerado ¢ a calibracdo, a qual pode superestimar os valores de HDL-C para os
ensaios homogéneos .

Conforme as recomendagdes do NCEP !, todos os métodos encontram-se dentro
dos limites de erro preconizados para 1998.

Nauck e colaboradores ", citam como valores desejados de CVs intra e inter-
ensaio, de 1,6 a 4,5% ¢ 0,9 a 3,1%, respectivamente. Nenhum dos métodos analisados
atingui estes CVs.

Para melhor classificar os pacientes, o clinico deve levar em consideragao, além
dos CVs e do erro total, a existéncia da variacao bioldgica nos valores de HDL-C dos

5,15

pacientes ~°, sendo recomendada a realizagdo de, no minimo, duas dosagens com

intervalo de duas semanas. Esta variago representa cerca de 7% do erro total .
As médias das diferencas entre os métodos homogéneos direto e o precipitado

variaram de 0,56 a 7,88 mg/dl. A média das diferencgas foi mais elevada para o kit M,

representando 21,25%, enquanto que para o BM foi 7,9% e para o L, 2,15%. Quando
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avaliamos a concordancia através do grafico de Bland e Altman (Figura 1), verificamos
que L apresentou a melhor concordancia com o método precipitado.

Estudos realizados em diferentes paises por oOrgdos de reconhecimento
internacional t€ém confirmado a importancia de baixos valores de HDL-C (< 35 mg/dl)
como fator de risco para DCV °. Em pacientes com colesterol total elevado (= 200
mg/dl), os niveis de HDL-C sdo de grande importancia na decisao da conduta a ser
adotada pelo médico (dieta, exercicios ou medicamentos). Por este motivo, analisamos a
possibilidade de mudanga de faixa de classificagdo dos pacientes pelo novo método, e
verificamos que as dosagens feitas com o kit da L trouxeram menos mudangas. Este
aspecto ¢ de extrema importancia na substituicdo de métodos e indica a necessidade de
reavaliacdo dos pacientes.

Quando o LDL-C foi calculado pela equacdao de Friedewald, utilizando-se os
dados de HDL-C obtidos pelos trés kits, a classificagdo dos pacientes segundo o valor de
corte de 130 mg/dl (NCEP) ndo foi alterada quando comparada com os valores de LDL-
C calculados com os dados do método precipitado.

Os kits para o método direto apresentam um custo mais elevado do que o
precipitado. Entretanto, deve-se levar em conta que o método direto requer a utilizagao
de menos equipamentos € de um menor tempo de mao-de-obra especializada, o que

representa uma reducao no custo final.
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CONCLUSOES

Os kits para dosagem direta de HDL-C, analisados neste estudo, apresentaram-se
dentro dos limites limites de erro preconizados pelo NCEP para 1998. Entretanto, existe
uma tendéncia a fornecerem resultados elevados em relacdo ao método precipitado;
desta maneira, estudos de comparagdo com o método de referéncia (ultracentrifugacgao)
se fazem necessarios para a obtengdao de resultados definitivos. A substituicdo de
métodos pode ser feita, sendo importante alertar o clinico sobre possiveis erros de
classificagdo em pacientes borderline.

O kit L apresentou a melhor concordancia com o método de precipitagao,
classificou melhor os pacientes de acordo com as metas preconizadas pelo NCEP para

1998 e apresentou o menor custo.
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Tabela 1: Métodos utilizados para a dosagem de HDL-C no soro.

Fornecedor Tipo de Método Reagentes”

Labtest® homogéneo direto Ac. fosfotungstico e MgCl,/

Polioxietilieno lauril éter

DiaSys® homogéneo direto Ac. fosfotiingstico e MgCly/

detergente

Bochringer-Mannheim®  homogéneo direto  a-ciclodextrina e dextran sulfato/ PEG

Analisa® precipitado Ac. fosfotingstico e MgCl,

*0 método de CHOD-PAP ¢ usado para determinar HDL-C remanescente em todos os métodos.



Tabela 2: Correlacao e concordancia entre os métodos para dosagem de HDL-C.

Regressdo Linear' 95 % dos Limites de Concordancia
Métodos Inclinacao Intercepcao (d £2DP)
n r mg/dl %+
BM 120 0,754 12,48 0,707 2,27+ 15,42 7,9 £40,10
L 120 0,881 5,52 0,818 0,56 + 12,30 2,15+£33,8
D 120 1,00 7,87 0,940 7,88 + 10,32 21,25 £30.6
_;.

=
x = método precipitado convencional,* p < 0,0001, *Erro relativo = porcentagem da diferenga entre os

métodos homogéneos direto em relacdo ao método precipitado.
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Tabela 3: Precisdo analitica dos métodos usados para dosar HDL-C.

Métodos Precisao (%) Erro Total (%)
Intra-ensaio Inter-ensaio Total*
BM 52 3,8 6,4 7,2
L 43 58 7,2 8,7
M 2,5 3,6 4.4 5,8
Precipitado 3,4 4,6 5,7 7,9

* _
CV?1oraL = CV2nrra T CV2NTER
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Tabela 4: Porcentagem de pacientes com HDL-C < 35 mg/dl identificados pelos
diferentes métodos em comparagao com pacientes classificados pelo método precipitado

(critérios adotados conforme NCEP).

CT
(mg/dl) BM L M
200-239 55% 65% 17%

> 240 50% 100% 20%




Tabela 5: Classificacao dos pacientes pelos valores de LDL-C calculados pelos trés kits

em relacdo aos valores calculados com o método precipitado (critérios adotados

conforme NCEP).
LDL-C (mg/dl) BM L M
130-159 91% 94% 107%

> 160 102% 102% 82%




Figure 1: Concordancia entre os métodos diretos e o método precipitado (% erro

relativo).
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PARASITOSES INTESTINAIS EM ESCOLARES DO POVOADO
SANTANA DOS FRADES, PACATUBA (SE) )

Adriana Leila Vieira Mello ' & Anna Klara Bohland 2

RESUMO - Com a finalidade de descrever a prevaléncia de parasitoses
intestinais segundo caracteristicas epidemiolégicas e ambientais, foram
analisadas 26 amostras fecais de criangas de ambos os sexos, com idade
compreendida entre 7 e 13 anos, que frequentavam a Escola Estadual Nossa
de Senhora Santana, sediada no Povoado Santana dos Frades, zona rural do
Municipio de Pacatuba (SE). Os métodos diagndsticos empregados foram os
de Hoffman, Pons & Janer e Ritchie modificado.

Das amostras estudadas, 96,2% apresentaram-se positivas. Destacaram-se
infeccbes por: Ancilostomideos (80,8%); Ascaris Ilumbricoides (50,0%);
Trichuris trichiura (30,8%); Entamoeba coli (61,5%). Dos casos, 80,8% eram
poliparasitados. Com relagdo as caracteristicas ambientais em que vive a
populacédo da localidade, foi observado que 89,7% dos domicilios nédo
possuiam agua com canalizacdo interna e apenas 4,8% possuiam instalagdes
sanitarias. Conclui-se que a alta prevaléncia de parasitoses intestinais esteja
relacionada as precarias condigdes ambientais em que vivem estas criangas.

UNITERMOS - enteroparasitoses, escolares

ABSTRACT - Aiming to descride the prevalence of intestinal parasites,

according to epidemiological and enviromental characteristics, there were

" Trabalho derivado da Monografia de conclusdo de Curso de Graduagcdo em Ciéncias
Biolégicas — Modalidade Médica, apresentada no CCBS da Universidade Tiradentes (UNIT), em
1998.

' Biomédica do Laboratério de Andlises Clinicas da Fundacao de Beneficéncia do Hospital de
Cirurgia — Aracaju — SE.

2 Professora do Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude. UNIT - Aracaju — SE.



analysed 26 schoolchildrens, both sex, from 7 to 13 years old, at the “Nossa
Senhora de Santana” School, locality in Santana dos Frades Village (Pacatuba,
Sergipe, Brasil). The sample were examinated by Hoffman, Pons & Janer and
modified Ritchie techniques. The presence of intestinal parasites was 96.2%:
Ancylostomidea (80.8%); Ascaris lumbricoides (560.0%); Trichuris trichiura
(30.8%); Entamoeba coli (61.5%). Multiple infecctions were in 80.8%. The
enviromental characteristics showed that 89.7% of the homes hadn’t a internal
canalization of water suply, and only 4.8% had sanitary instalations. The results
can suggest that the high prevalence of intestinal parasites have been
relationship with the lower enviromental conditions.

UNITERMS - intestinal parasites, schoolchildrens.

INTRODUGAO

Diversos estudos vem mostrando a melhoria das condicbes de
morbidade na infancia, entretanto também tem sido verificada uma
desigualdade no padrao de distribuicdo das doencas 34 M As
enteroparasitoses nao fogem a esta regra e embora atinjam individuos de
todas as idades, o grupo mais vulneravel é o de faixa etaria mais baixa !

Apesar dos avangos no tratamento, as parasitoses intestinais
permanecem endémicas em diversas areas, tornando-se um importante
problema de saude publica, principalmente em &areas pobres onde sao
frequentemente encontradas "' sendo sua prevaléncia considerada como um
indice de desenvolvimento regional 112

A alta freqliéncia das parasitoses intestinais tem sido relacionada as
péssimas condi¢gdes de vida social, econdmica e cultural de populagdes que
vivem a margem do saneamento basico, trabalho, habitagdo, nutrigao,

1, 4, 11

educacdo e servicos de saude Porém, com a efetivacdo da



municipalizacdo da saude 8 bem como a instituicdo do programa de agentes
de saude e do programa de saude da familia, sera possivel o acesso dos bens
e servicos de saude as parcelas da populagdo até entdo excluidas, o que
contribuira para a melhoria deste quadro. Entretanto, para a aplicagcao dessas
medidas sdo necessarios estudos epidemioldgicos que indiquem as espécies
de maior prevaléncia em determinada localidade "

O presente trabalho tem como objetivo descrever a prevaléncia de
parasitoses intestinais em escolares residentes no povoado de Santana dos
Frades - Municipio de Pacatuba (SE), segundo caracteristicas epidemiolégicas

e ambientais.

MATERIAL E METODOS

Com a finalidade de descrever a prevaléncia das parasitoses intestinais
em escolares, foram analisadas amostras fecais de 26 criancas matriculadas
na primeira série do primeiro grau, na Escola Estadual Nossa Senhora de
Santana, situada no Povoado Santana dos Frades, area rural do Municipio de
Pacatuba (SE). O pequeno numero de casos estudado foi devido ao dificil
acesso a localidade e as dificuldades operacionais relacionadas a coleta,
conservagao e transporte do material.

Através do cadastro e identificacdo escolar ainda foram coletadas as
seguintes informagdes: sexo, data do nascimento e enderego. As amostras
fecais foram coletadas em recipientes apropriados, sem a utilizagdo de
laxativos ou purgantes, sob condi¢gbes de higiene e livres de contaminagdes. A
coleta foi feita em ambiente escolar, com o auxilio e a anuéncia dos pais ou
responsaveis. Cada coletor foi devidamente identificado e em seguida,
acondicionado em isopor contendo gelo e poé-de-serra e posteriormente
enviado para o Laboratério Central de Biomedicina da Universidade

Tiradentes, situado em Aracaju, onde foram examinadas simultaneamente



pelos métodos de Hoffman, Pons & Janer e Ritchie modificado ’. Os resultados
foram enviados aos responsaveis pela crianga, juntamente com o
encaminhamento ao médico, que atende no Centro de Saude, localizado na
sede do municipio. Para a analise da situagdo ambiental do povoado foram
utilizados os dados da FIBGE > ® e de uma pesquisa realizada pela Prefeitura

Municipal de Pacatuba, em 1997 10,

RESULTADOS E DISCUSSAO

O Municipio de Pacatuba, localiza-se na Zona da Mata, ao norte do
Estado de Sergipe, sendo a distancia da capital 120 Km . A populagdo do
Municipio, para 1998, era de 12.707 habitantes >% onde 19,6% viviam na zona
urbana e 80,4% na zona rural °. Localizado a 20 km da sede do municipio, o
Povoado Santana dos Frades possuia uma populagdo estimada de 1705
habitantes, em 1998 *°.

Das vinte e seis criangas examinadas, 53,8% eram do sexo masculino
e, 46,2% do sexo feminino, a idade variou entre sete e treze anos, com média
de 9,1 anos e desvio padrao de 1,7 anos. Todas as criangas residiam no
povoado.

Do total de exames parasitologicos de fezes realizados, 96,2% foram
positivos, sendo 7,7% para parasitas ndo patogénicos e 88,5% positivos para
parasitas patogénicos (Tabela 1). Esse dado é proximo ao obtido por Nunes et
al. ?, em escolares do municipio de Natal, no Rio Grande do Norte (90,1%) e
por Almeida et al. ' em Planaltina, no Distrito Federal (94,6%). Entretanto foi

superior a diversos estudos realizados no Sul e Sudeste do pais .



Tabela 1.Prevaléncia de parasitoses intestinais em escolares do Povoado de
Santana dos Frades - Pacatuba (SE), 1998.

Parasito n° %

Ancilostomideos 21 80,8
A. lumbricoides 13 50,0
T. trichiura 8 30,8
S. mansoni 1 3,8
G. lamblia 3 11,5
E. hystolitica 1 3,8
E. coli 16 61,5
1. butchilii 7 26,9
E. nana 15 57,7

Os enteroparasitas mais frequentes foram os Ancilostomideos com
80,8% de prevaléncia, seguidos pelo Ascaris lumbricoides com 50,0% e pelo
Trichuris trichiura, com 30,8%. A prevaléncia de parasitoses intestinais foi
semelhante a descrita por Nunes et al. ° Entretanto, no presente estudo a
ocorréncia de ancilostomose foi 4 vezes maior e a de T trichiura foi a metade
da descrita pelos autores.

Neste estudo apesar do numero de observagoes ter sido pequeno, os
resultados obtidos podem estar indicando tratar-se de area endémica. Atribuiu-
se a alta predominancia dos geohelmintos a exposi¢do das criangas ao solo
contaminado, uma vez que apenas 4,8% dos domicilios apresentavam
instalacbes sanitarias, sendo que dos 95,2% restantes, 81,7% nao possuia
escoadouro de fossa séptica, e frequentemente as fezes eram depositadas
diretamente no solo, pois apenas 21,9% dos domicilios possuia banheiros 10

O Schistosoma mansoni apresentou uma prevaléncia de 3,8%, inferior
ao indice de infeccdo entre os escolares de Jaboticatubas, em Minas Gerais 4

e as estimativas que indicam que 10% da populagédo do pais esteja infectada
12



Entre os protozoarios patogénicos, a Giardia lamblia foi o mais comum,
com um indice de infeccdo de 11,5%, seguido da Entamoeba hystolitica com
3,8%, um valor inferior ao descrito em diversos estudos " *.

A prevaléncia observada de A. lumbricoides e de T. trichiura, bem como
dos protozoarios, poderia ser explicada pelo fato de 89,7% da populagdo que
residia na localidade ndo possuia abastecimento de agua com canalizagao
interna, sendo que 65,9% utilizava-se de cacimba (reservatorio de agua
cavado no solo) e 23,8% usava agua de pog¢os ou nascentes, que poderiam
sofrer contaminagdes 10,

Do total de escolares (Tabela 2), 4 eram monoparasitados (15,4%), e 21
poliparasitados (80,8%). Estes valores sdo bem superiores aos obtidos por
Cavalcanti Junior et al. 2 (51,2%) em criangas de 0 a 14 anos. Entretanto
Almeida et al. !, também verificaram que 80,6% de criangas na idade escolar

eram poliparasitadas.

Tabela 2.Distribuicdo (numero e percentual) de escolares segundo o numero
de parasitos presentes nas amostras fecais. Santana dos Frades,
Pacatuba, SE, 1998.

N° de parasitos N° de escolares %

0 1 3,8

1 4 15,4

2 3 11,5

3 4 15,4

4 8 30,8

5 e mais 6 23,1
Total 26 100,0

A Tabela 3 mostra as associagbes de parasitos encontrados nas
amostras fecais das criangas. A combinagdo que apareceu em maior numero,
no que diz respeito a helmintos, foi de Ancilostomideos com o Ascaris

lumbricoides (12 vezes) e no que se refere a helmintos e protozoarios, foi



Ancilostomideos com Entamoeba coli (14 vezes). A presengca de
poliparasitismo é sugestiva de que as precarias condicbes de saneamento e a

auséncia de educagao sanitaria para a comunidade concorram para a

manutengao deste quadro, concordando com diversos estudos 91

Tabela 3.Distribuicdo de parasitos presentes nas amostras fecais de escolares
segundo a associagado de espécies. Santana dos Frades, Pacatuba,
SE, 1998.

Parasitos Associacao

&

g 3 o

E 8 & T @© 8 .

g 5§ 2 8 3§ % 5 o

S £ 8 § § % % § s

S s 5 g = =2 o 3 N

< < ~ %) o Wi Wi - w
Ancilostomideos (21) 12 8 1 2 1 14 6 13
A. lumbricoides - (13) 7 1 1 1 9 3 9
T. trichiura - - 8 1 - - 4 - 4
S.mansoni - - -1 - - - - -
G. lamblia - - -3 1 2 1 3
E.hystolitica - - - - - M 1 - 1
E. coli - - - - - - (1) 7 10
I.butchilii - - - - - - - (7 5
E. nana - - - - - - - - (15)

* Os valores entre parénteses referem-se ao total de casos por espécie.

CONSIDERAGCOES FINAIS

As parasitoses intestinais nos escolares de Santana dos Frades
mostraram-se endémicas, e esta alta prevaléncia é devida a intensa
contaminagdo do solo e da agua, decorrente das desfavoraveis condi¢des
ambientais em que vivem estas criangas.

Devido ao estreito relacionamento entre o indice parasitario e o grau de

educacao é imprescindivel que os 6rgaos competentes promovam agdes com



a finalidade de melhorar as condigdes de saude da populagdo, através de
medidas relativas a educacgao sanitaria mostrando que mudangas nos habitos
poderiam diminuir consideravelmente a presenga das parasitoses intestinais.
Outras medidas que poderiam ser tomadas para o controle e a profilaxia
dessas infecgdes, estdao relacionadas com a melhoria do saneamento
ambiental. Acredita-se que com a efetivagcdo da municipalizacédo da saude,
sejam implementadas agdes em nivel local, no sentido de minimizar os
componentes que concorrem para a manutengdo do atual quadro

epidemioldgico.
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VALORES DE REFERENCIA DAS COLINESTERASES EM PLASMA E
ERITROCITOS" (Reference values of plasma and erythrocyte cholinesterases)

SIQUEIRA, M. E. P. B.(1); FREITAS, M. L.(2); ESTEVES, M. T. C. (1)

ABSTRACT
The blood cholinesterase activities are used as bioindicators of exposure to the
organophosphates insecticides. The present study assayed the plasma and red cell
cholinesterases activities from 101 healthy subjects, not exposed occupationally to anti
cholinesterase substances, to establish reference values. The enzymatic activities were
determined by the modified method of ELLMAN el al. To check the volunteer’s health
conditions, analysis of some biochemical and haematological parameters were perfomed.
The meam values (95% confidence range) of the bioindicators were 8.8 AA/min/mL (8.4 —
9.3) and 54.9 AA/min/mL (52.9 — 56.9), respectively to plasma and erythrocyte activities.
The results of this work can be used as reference levels to enzymatic activity when pre
exposure individual values are not available, a common situation in cases of intoxication
by organophosphates insecticides. No significant differences in the enzymatic activities
where noted when the population was subdivided according to sex and age.

Key words: Reference values. Plasma cholinesterase. Erythrocyte cholinesterase.

Organophosphates insecticides.
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RESUMO

As atividades das colinesterases no sangue sdo utilizadas como bioindicadores na
exposi¢do aos inseticidas organofosforados. Neste trabalho foram estudadas as atividades
da pseudocolinesterase plasmatica (chE-P) e da acetilcolinesterase eritrocitaria (chE-E)
em 101 individuos considerados sadios, ndo expostos ocupacionalmente as substancias
anticolinesterdasicas, para se estabelecer valores de referéncia destes indicadores. As
atividades enzimaticas foram determinadas pelo método de ELLMAN e cols. modificado.
Para atestar o estado de saude dos voluntarios, foram também realizadas andlises de
alguns parametros bioquimicos e hematologicos. Os valores médios (intervalo de
confianga 95%) dos indicadores pesquisados foram de 8,8 AA/min/mL ( 8,4 —9,3) e de 54,9
(52,9 — 56,9), respectivamente para a chE-P e a chE-E. Os resultados deste trabalho
podem ser utilizados como de referéncia das atividades enzimaticas, quando valores de
pré-exposicdo individual ndo forem disponiveis, situacdo comum, principalmente, em casos
de intoxicagdo por inseticidas organofosforados. Nao foi notada diferenca estatisticamente
significativa nos resultados quando a populagdo foi subdividida de acordo com o sexo e a
faixa etaria. O uso do tabaco, o local de morada e o tipo de trabalho, entre outros, ndo

afetaram os niveis enzimaticos da colinesterases.

Palavras — chave: Valores de referéncia. Colinesterase plasmatica. Colinesterase

eritrocitaria. Inseticidas organofosforados.



1. INTRODUCAO

Hoje em dia existem mais de 10.000 preparagdes de praguicidas disponiveis a
venda no mundo e dentre estas preparagdes estao os organofosforados, que sdo, certamente,
os mais utilizados no combate as pragas que infestam a lavoura e a pecudria (9). Outrossim,
sdo os que tém provocado intoxicagdes nos trabalhadores que manipulam e aplicam estes
produtos, sem o uso de equipamento de protecao adequado (4, 8, 9, 24).

As atividades das colinesterases em sangue sdo usadas como bioindicadores do
grau de absor¢do de inseticidas organofosforados, compostos que inibem a atividade
enzimatica da acetilcolinesterase, provocando acumulo de acetilcolina nas sinapses
nervosas, o que causa uma ‘“crise colinérgica” nos individuos intoxicados (2,11).

A diminuic¢do da atividade da colinesterase eritrocitaria (chE-E) € considerada uma
resposta mais especifica da exposicdo a compostos anticolinesterasticos de que a
diminuicdo da atividade da enzima plasmatica (chE-P), porque esta melhor relacionada a
atividade da acetilcolinesterase nas terminagdes nervosas (8, 9, 10, 15, 17). Muitos ésteres
organofosforados inibem inicialmente a atividade da chE-P (3); entretanto este efeito ndo
parece resultar em lesdo. Assim, a determinacdo da chE-E representa um teste de efeito,
enquanto que a enzima do plasma pode ser utilizada como indicador de exposi¢do ou dose
interna (2). Também se verifica diferengas na afinidade entre os inseticidas
organofosforados e a chE-E e a chE-P; o paration metilico ¢ inibidor mais potente da chE-E
e o diclorvos da chE-P (11). Devido a variabilidade interindividual da atividade de
colinesterases sanguineas, recomenda-se suas determinagdes em periodo de pré-exposicao
ao praguicida organofosforado para que se possa avaliar a porcentagem de inibi¢ao ocorrida
apos a exposi¢do (2, 3, 5, 10, 15, 17, 20). Entretanto, ¢ freqiiente a ocorréncia de exposi¢oes

e/ ou de intoxicacdes em individuos para os quais se desconhece a atividade normal das



enzimas; suas determinagdes em individuos nao-expostos ocupacionalmente aos
anticolinesterasticos pode auxiliar na avaliagdo das inibi¢des enzimaticas, uma vez que os
limites biologicos de exposicao e os valores usados para auxiliar a conduta médica no
tratamento e prognostico do paciente intoxicado sdo fornecidos em % de inibi¢do
enzimatica (11).

Entre os varios métodos que sdo propostos para a determinacdo das atividades
enzimaticas, o espectrofotométrico publicado por ELMAN e cols. (6) tem sido o mais
recomendado, com ou sem modificacdes, visto sua simplicidade reprodutibilidade (11, 13,
21, 24, 25).

A determinacdo de valores de referéncia das colinesterases plasmatica e
eritrocitaria, assim como o estudo de algumas varidveis fisiologicas e ambientais que
pudessem afetar estes valores, em individuos saudédveis, ndo-expostos aos

anticolinesterasicos, constituiu o objetivo do presente trabalho.

2. MATERIAL E METODO
2.1. Material
2.1.1. Populacio estudada

O estudo foi realizado com 101 individuos sadios, de diferentes sexos (36 homes ¢
65 mulheres), e faixas etarias (15 a 60 anos). As amostras de sangue foram colhidas sem
sistemas a vacuo, heparinizados. Cada voluntdrio respondeu um questionario para
levantamento de dados considerados relevantes a interpretacdo dos resultados, tais com
idade, local de moradia e de trabalho, tipo de alimentagdo e de ocupagdo profissional, uso

de medicamentos, bebidas alcoolicas, tabaco, entre outras.



2.1.2. Reagentes e aparelho
Tampao fosfato pH 7,4 £+ 0,2; iodeto de acetiltiocolina (sol. 17,4 g/L) e
ditiobisnitrobenzoato (3,96 g/L); espectrofotometro de duplo feixe, Micronal-B 493,

controlado por microcomputador.

2.2. Método
As atividades das colinesterases plasmaticas e eritrocitaria foram determinadas
pelo método de ELLMAN e cols. (6), com modificagdes. O método se baseia em que a
enzima do material biologico, ao hidrolizar a acetiltiocolina, origina a tiocolina a qual
reage com o ditiobisnitrobenzoato (DTNB), resultando na formagdo de complexo de cor
amarela. A estimativa da velocidade de reagdo ¢ usada como medida da atividade
colinesterasica da amostra.
A técnica usada foi a seguinte:
- colher 5 mL de sangue em sistema a vacuo, heparinizado;
- centrifugar 2 mL e separar o plasma;
- pipetar 10 puL de sangue total (40 puL para o plasma) e 9 mL de solugdo tampao
para tubo de ensaio de 15 mL; homogeneizar;
- passar 3 mL da suspensdo para cubeta de referéncia e outros 3 mL para a
cubeta de amostra;
- adicionar em ambas as cubetas, 100 uL de sol. de DTNB; homogeneizar e
acertar 100% da transmitancia;
- adicionar 50 pL de substrato (sol. de acetiltiocolina) a cubeta da amostra e

disparar o crondometro; homogeneizar por inversao;



- fazer a primeira leitura apds 30 segundos e a segunda apds 3 minutos da
primeira (A =430 nm).
As atividades colinesterasticas (em AA/ min/ mL) sdo calculadas como abaixo:
Para o sangue total (chE-T): AA x 100; Para o plasma (chE-P): AA x 25; Para o eritrocito
(chE-E): 100/Ht [(chE-T) — (chE-P.1-Ht/100)]. Onde, AA = variag¢do da absorvancia e Ht =
hematocrito.
Como a reagdo ¢ feita a temperatura ambiente, cada atividade deve ser corrigida por um

fator de corregdo, por exemplo, a 20 °C, o fc ¢ de 1,225.

2.3. Precisao do método
Para saber se o tempo decorrido entre a colheita do sangue e a separacao do
plasma afeta as atividades colinesterdsicas, realizou-se ensaios, em sextuplicata, para
amostras centrifugadas apos 90 min e apos 180 min da colheita. As variagdes foram
medidas através dos coeficientes de variagao obtidos.
A precisdo interensaio do método foi avaliada em 2 amostras, analisadas dia-apds-

dia, por até 72 e 120 h, respectivamente, de suas colheitas.

3. RESULTADOS

A tabela 1 denota os resultados dos coeficientes de variacdo encontrados nas

amostras centrifugadas apds 90 e 180 min da colheita.

(tabela 1)



A tabela 2 mostra os resultados da precisao interensaio de duas amostras

analisadas dia-apods-dia, por até 72 e 120 h, respectivamente, ap6s sua colheitas.
(tabela 2)

Os valores de referéncia, expressos como valores médios + desvio padrdo,
intervalo de confianga 95% e valor de referéncia inferior (VRI), para as atividades
colinesterasicas, sdo mostrados na Tabela 3.

(tabela 3)

A Figura 1 mostra os valores das atividade enzimaticas quando a populagdo foi
subdividida de acordo com o sexo.

(figura 1)

A Figura 2 denota as atividades das colinesterases de acordo com a faixa etaria da
populacao estudada.

(figura 2)

As Figuras 3 e 4 mostram a distribui¢do dos valores encontrados, respectivamente,
para a colinesterase plasmatica e eritrocitaria.

(figuras 3 e 4)

Para se atestar o estado de satide da populagdo foram realizados determinagdes de
alguns parametros bioquimicos e hematologicos pelos métodos usados rotineiramente pelo
Laboratorio Central de Analises Clinicas da Efoa. As Tabelas 4 ¢ 5 mostram os resultados
obtidos.

(tabelas 4 ¢ 5)



4. DISCUSSAO

Em andlises rotineiras ¢ importante conhecer a estabilidade dos bioindicadores na
amostra, 0 que vai ou nao permitir seu armazenamento para posterior analise. As condigdes
necessarias ao seu transporte sdo também de relevante importancia pratica para o analista,
notadamente em situagdes em que a colheita das amostras ¢ realizada em locais distantes
dos laboratérios, como ocorre na avaliacdo da exposi¢cdo de trabalhadores rurais expostos
aos inseticidas.

Assim, o estudo do tempo necessario a centrifugacdo do sangue ap6s sua colheita,
mostrou menores variagdes quando o plasma ¢ centrifugado até noventa minutos apos a
retirada do sangue (Tab. 1); apos este tempo, o coeficiente de variacdo para a chE-P foi
superior a 10%. A chE-E nao foi significativamente alterada nos tempos estudados.
MINEAU e cols. (18) aconselham a separacdo do plasma tdo logo quanto possivel apds a
colheita do sangue. Acredita-se que, por difusdo ou hemdlise dos eritrocitos durante a
conservagao, a colinesterase intracelular passe para o plasma, dando resultados
superestimados de atividade enzimatica neste meio. MARQUES & SIQUEIRA (16),
obtiveram CV menores que 10% para a chE-P, em amostras centrifugadas até 120 min ap6s
a colheita do sangue.

Os ensaios de precisdo intersérie mostraram que as amostras, apés a separagao do
plasma, podem se armazenadas por até 72 horas antes da realizagdo das analises (Tab. 2),
sem que haja variacdes significativas das atividade enzimaticas. Quando armazenado a 5°
C, por 5 dias, ou a — 16° C por até 14 meses, o plasma parece ndo mostrar perdas

significativas da atividade enzimatica (10, 13, 18). Nao foi possivel estudar a exatidao do



método pela ndo disponibilidade no mercado de material certificado (sangue ou plasma)
para as atividades colinesterasicas.

A populacdo mostrou-se adequada ao objetivo do trabalho, ndo tendo sido
verificadas alteragdes, hematoldgicas e bioquimicas de acordo com os exames realizados
(Tab. 5 e 6), o que confirma as informagdes fornecidas pelo voluntario relativas ao seu
estado de satde.

Na avaliacdo de resultados de trabalhadores expostos ocupacionalmente as
substancias quimicas, considerados como um grupo, aconselha-se a comparagdo das
distribuigdes dos valores para se estabelecer se ocorre ou ndao exposicdo aumentada aos
xenobiodticos (1). Na populacdo estudada, verificou-se significativa variabilidade
interindividual (Fig. 3 e 4), principalmente na atividade da enzima no plasma, notando-se
distribuicdo mais uniforme para a chE-E. Virios autores se referem a estas variagdes
ocasionadas por inumeros fatores, dentre eles: anemias crdnicas, carcinoma, hepatite,
cancer hepatico, febre reumatica, queimaduras, uremia, hipercolesterolemia, ma nutrigao,
nefropatias, infartos, uso de clorpromazina e de derivados fenotiazinicos (4, 5, 8, 10, 11, 12,
14, 17, 19, 20, 23). Assim, o uso destes valores para cotejar resultados de exposi¢ao baixa
aos inseticidas organofosforados, pode ndo permitir a identificagdio da exposicao.
Entretanto, em exposi¢do de moderada a elevada, o deslocamento da distribuicdo das
atividades enzimaticas no grupo exposto para a direita, provavelmente, permitira melhor
defini¢cao do grupo.

As atividades de referéncia, expressas como valores médios, intervalo de
confianca 95% e valor de referéncia inferior, podem ser usadas na compara¢do de
resultados individuais das atividades, em situagdo de intoxicacdo do individuo (exposi¢ao

de moderada a elevada), quando os valores de pré-exposicdo ndo sdo disponiveis. A



atividade da chE-E foi significativamente mais elevada de que a chE-P, o que ¢ esperado,
especialmente, quando o substrato usado ¢ a acetiltiocolina (2, 5, 9, 10).

Nao foi detectada diferenca significativa nos valores de referéncia das
colinesterases sangiiineas entre homens e mulheres, o mesmo tendo sido observado nas
diferentes faixas etarias. A literatura relata dados conflitantes sobre a influéncia do sexo nas
atividades enzimaticas da colinesterases. RIEDER e cols. (19) encontraram diferencas
significativas na chE-P de acordo com o sexo, o mesmo ndo tendo sido observado nos
niveis da chE-E. VORHAUS e cols. (26) ndo detectaram diferengas relacionadas ao sexo
em seu trabalho, como também SILVA e cols. (22) em trabalho realizado no Brasil. A
atividade da chE-E mais baixa em mulheres relativamente aos homens, sdo ocasionadas,
principalmente, por diferencas no hematdcrito e se tornam insignificantes se os valores sdo
expressos em relacdo a quantidade de eritrocito (2), o que também foi observado neste
trabalho. ALCINI e cols. (2), demonstraram que a atividade colinesterasica plasmatica de
mulheres jovens equivale a 64-74% da atividade do homem; esta diferenca tende a
desaparecer com o avango da idade.

Os demais fatores, como o local de moradia e de trabalho, a ingestdo de

medicamentos, o uso do tabaco, ndo afetaram, as atividades enzimaticas.
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Tabela 1- Coeficiente de variacio (CV%) obtidos para amostras de sangue (n=6)

centrifugadas apds 90 min (A) e apds 180 min (B) da colheita do material.

colinesterase % CV
A B
plasma 7.2 28.5
eritrocito 7,1 5,6
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Tabela 2 — Valores médios (x), desvio padrao (Sx) e coeficiente de variagao (CV%) de

atividade enzimaticas (AA/ min/ mL) de amostras analisadas dia-ap6s-dia até 3 dias (A) e 5

dias (B) apos a colheita do sangue.

dias apos colheita plasma eritrdcito
A B A B
1° 9,3 9,3 56,7 56,7
2° 11,2 11,2 51,4 514
3° 11,1 11,1 65,4 65,4
4° 10,0 41,9
5° 12,4 39,1
X 10,4 10,8 58,9 50,9
Sx 0,9 1,2 6,2 10,8
%CV 8,7 11,1 10,5 21,2
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Tabela 3 — Valores médios (x) + desvio padrdo (Sx), intervalo de confianga 95% (1C95%),
intervalo experimental (IE) e valor de referéncia inferior (VRI) das colinesterases no

plasma e no eritrocito na populagao total (n=101)

colinesterase x + Sx IE 1C95% VRI*
plasma 8,8+2.3 4,7-16,9 8,4-9,3 4,2
eritrocito 54,9499 36,6-84,3 52,9-56.9 35,1

* o valor de referéncia inferior € obtido pelo valor médio — 2 desvios padrao.
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mulheres (n = 65).
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Tabela 4 — Valores de glicose, colesterol total, creatinina, triglicerideos, uréia e

transaminases, expressos como média, intervalo de confianga 95% e desvio padrao.

valor de referéncia média £ desvio intervalo de
parametro do método padrio confianca 95%
glicose 70-110 mg/dL 83,6+123 80,7 — 86,5
colesterol total até 200 mg/dL 157,9 £31.1 150,6 — 165,2
creatinina 0,4 - 1,3 mg/dL 0,9+0,2 0,8-0,9
triglicerideos 10— 170 mg/dL 99,3+33,2 91,5-107,1
uréia 10 — 40 mg/dL 23,070 21,3-24,7
AST* 4-36 U/mL 25,818,7 23,6 -27.9
ALT** 4-32U/mL 26,2+ 10,8 22,1 -30,0

* AST — aspartato transaminase

** ALT — alanina transaminase
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Tabela 5 — Valores de hemoglobina, hematdcrito e indices hematimétricos: VGM, HGM,

CHGM expressos como média, desvio padrao e intervalo de confianca 95%.

valor de referéncia

média * desvio

intervalo de

parametro do método padrio confianca 95%
hemoglobina 15,5+ 5% 142+14 13,8 — 14,5
hematocrito 45 + 5% 42,9+3.5 42,1 -43,7
VGM* 80— 90 um 86,0 £0,3 85,9 — 86,1
HGM** 27-32pg 26,8+ 1,1 26,5-27,1
CHGM*** 32 -36% 32,5+0,9 32,2-32,8

*VGM — Volume globular médio

**HGM — hemoglobina globular média

*** CHGM - concentracao hemoglobinica globular média
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