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INTRODUCAO

1. Metabolismo das lipoproteinas

O transporte dos lipideos, no plasma, é feito por estruturas denominadas de
lipoproteinas. As lipoproteinas sao macroagregados moleculares de forma esférica
constituidos de um nudcleo hidrofébico, que contém, principalmente, colesterol
esterificado e triglicérides, envolvido por uma monocamada constituida de fosfolipideos
e colesterol livre, lipideos anfifilicos e proteinas, denominadas apolipoproteinas (apos)
(EISENBERG e col.,1984).

As apos associam-se aos lipideos por interagdes nao-covalentes e
desempenham importante papel na estabilizagdo estrutural, na regulagdo das
atividades enzimaticas sobre as lipoproteinas e na mediacdo da captagao celular das
particulas por receptores especificos. Sao classificadas de acordo com uma
nomenclatura alfa-numérica (apoA-l, A-ll, B-48, B-100, C-ll, C-lll, por exemplo)
(BREWER e col., 1988, ERKELENS, 1989).

As lipoproteinas séo classificadas, de acordo com sua densidade e sua

migracao eletroforética (CHAPMAN e col., 1981), em:
1. quilomicrons (QM), com densidade <0,950 g/ml e mobilidade eletroforética nula;

2. lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), 0,95<d<1,005 g/ml e mobilidade pré-

beta;
3. lipoproteinas de baixa densidade (LDL), 1,019<d<1,063 g/ml e mobilidade beta;

4. lipoproteinas de alta densidade (HDL), 1,063<d<1,210 g/ml e mobilidade alfa.

O metabolismo das lipoproteinas pode ser dividido em ciclo endogeno (lipideos
de origem enddgena) e ciclo exdgeno (lipideos provenientes da dieta). O ciclo
endogeno tem recebido mais atencdo, principalmente, porque a associagao entre dois
de seus componentes, a LDL e a HDL, e a ocorréncia de aterosclerose esta bem
documentada. Além disso, a avaliagdo da concentracdo de seus componentes é
simples, verificando-se a medida de colesterol e triglicérides, apds 12 horas de jejum.
Ao contrario do ciclo endégeno, o metabolismo dos lipideos exdgenos é tao rapido que

¢ dificil determinar alteragdes que possam ocorrer.



energla
8 FFA
&?&‘ | LRP
\ apo )'
4 h p “ Figado
' PL + CL + apoA- rLDL
QM 2 ‘ QMrem
(entero< LCAT
Tecidos
&? < ’ \ v extrahepaticos
“ rLDL
VLDL v y
(hepatdcito) FFA::} energia MSR Q

Figura 1. Metabolismo de Lipideos. Os lipideos de dieta sdo emulsificados
no duodeno pelos sais biliares e sofrem a agdo da lipase pancreatica. Os
lipideos mais simples sdo entdo absorvidos passivamente pelos enterdcitos.
Nos enterdcitos € sintetizado o Quilomicron (QM), lipoproteina rica em
triglicérides (TG) que contém a apoB-48 em sua estrutura. Uma vez
secretados na linfa, os quilomicrons adquirem outras apolipoproteinas,
principalmente apoA-l e apoE. Na circulagdo sistémica os triglicérides séo
hidrolisados pela lipase lipoprotéica (LPL) e os acidos graxos (FFA)
liberados s&o utilizados para geracdo de energia. A particula resultante, o
remanescente de quilomicron (QMrem) é enriquecida em apoE no espaco
de Disse e captada pelos receptores de LDL (rLDL) e pela proteina
relacionada ao receptor de LDL (LRP) presentes no hepatdcito. O figado por
sua vez sintetiza a lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) também
rica em TG e que contém a apoB-100 como apolipoproteina estrutural. A
semelhanca do QM a VLDL sofre agdo da LPL liberando FFA. A particula
resultante, a lipoproteina de baixa densidade (LDL) contém apoB-100
como proteina estrutural e é captada pelos rLDL presente no figado e em
outros tecidos. Parte da LDL sofre modificagbes oxidativas e é captada pelo
receptor de varredura (SR) presente em macréfagos. Apds perda de TG
tanto o QM quanto a VLDL liberam fosfolipideos (PL), colesterol e apoA-I
que se organizam em estruturas discoides que, apdés acdo da enzima
lecitina-colesteril-acil transferase (LCAT), dao origem a lipoproteina de
alta densidade (HDL).

Como pode ser visualizado na figura 1, as duas vias metabdlicas apresentam
varios pontos em comum. Entretanto, por questdo didatica, vamos descrevé-las

separadamente.

1.1. Ciclo exégeno

O ciclo exdgeno inicia-se com a digestdo dos lipideos, provenientes da dieta,
pelas lipases lingual e gastrica. Este processo € completado no intestino pela lipase

pancreatica. Os fosfolipideos e o colesterol esterificado sao hidrolisados no intestino



pela fosfolipase A2 e pelo colesterol esterase, respectivamente. A interacdo dos
produtos lipoliticos com os acidos biliares resulta na formacdo de micelas, o que
favorece a aproximacado e entrada desses lipideos nas células da mucosa intestinal
(LEVY, 1992).

Os produtos da digestdo lipidica (monoglicerideos, lisofosfatidilcolina e
colesterol livre) destacam-se das micelas de sais biliares e cruzam a membrana da
borda em escova da célula da mucosa intestinal por absorgao passiva. O transporte até
o reticulo endoplasmatico € mediado por uma proteina ligadora de acido graxo (FABP).
No reticulo endoplasmatico liso, (REL) os acidos graxos, monoglicerideos, colesterol
livre e lisofosfatidilcolina s&o reesterificados, formando triglicérides, colesterol
esterificado e fosfatidilcolina. Essas reacbes sado catalisadas por enzimas especificas,
localizadas na superficie citoplasmatica da membrana do REL. Os lipideos formados
migram através das cisternas do REL até o reticulo endoplasmatico rugoso, aos quais
sdo adicionadas as apos (B-48, A-l, A-ll e A-IV), originando particulas que sao

transportadas ao complexo de Golgi para o processamento final.

As vesiculas secretoras contendo os QM sdo, desse modo, transportadas até
um sitio proximo a membrana lateral, do qual sdo secretadas para o espaco intercelular
(REDGRAVE, 1983; LEVY, 1992). O numero, o tamanho e a composi¢ao das particulas
secretadas dependem do aporte e da natureza dos lipideos absorvidos. Assim, durante
o pico de absorcéao de lipideos, ha uma tendéncia a formacgéao de particulas de tamanho
maior ( BISGAIER e col., 1983).

Os QM, liberados na linfa mesentérica, formam uma populagdo heterogénea,
com didmetro variando de 75 a 600 nm que contém apo B-48 como componente
estrutural (REDGRAVE, 1983).

Apods a secregao para os capilares linfaticos intestinais, os QM interagem com
outras lipoproteinas presentes na linfa, principalmente a HDL (HAVEL, 1984;
SCHAEFER e col., 1982). Como resultado, recebem as apos C, e E e doam apos A-l e
A-1V, além de perder fosfolipideos (TALL e col., 1982; BORENSZTAJN e col., 1988).

As apos predominantes nos QM sao a apo A-l, C-I, C-Il e C-lll, com quantidades
menores de apo E, A-IV e B-48. Essa ultima é sintetizada pelo intestino e constitui
menos de 5% da proteina total na particula (KANE e col.,, 1980). No entanto,

desempenha papel na estruturagdo do QM, no seu transporte intracelular, na sua



liberacdo pela célula intestinal e permanece na particula durante o seu transporte na
linfa e no plasma (REDGRAVE, 1983).

Os QM séo transportados para a circulagao sistémica através do ducto toracico.
Os componentes da superficie continuam sendo trocados, principalmente, com a HDL.
O metabolismo dos QM ocorre em duas etapas: a primeira é dependente da atividade
da lipase lipoprotéica (LPL), enzima extra-hepatica, responsavel pela hidrolise dos
triglicérides presentes no nucleo hidrofébico dos QM e da VLDL (QUINN e col., 1982;
ECKEL , 1989).

A LPL estd presente em tecidos do tipo adiposo, muscular cardiaco e
esquelético, pulmonar, glandula mamaria, tanto em animais quanto em humanos
(WION e col., 1987; KIRCHGESSNER e col., 1987; SENDA e col., 1987). A enzima é
sintetizada nas células parenquimatosas, atravessa o espaco intersticial e liga-se aos
glicosaminoglicanos da membrana basal de células endoteliais (CHENG e col., 1981).
Existem, pelo menos, duas fragbes de LPL nos tecidos. A primeira é rapidamente
liberada apds perfusdo com heparina e localiza-se na superficie luminal das células
endoteliais. A segunda fragdo nao é removida pela heparina, atuando como estoque de
LPL (THOMPSON e col., 1993).

As taxas de sintese, deslocamento e degradagéo enzimatica sdo fatores que
influenciam a atividade da LPL, uma vez que a sua meia-vida é curta (ECKEL, 1989).
Os niveis mais elevados de atividade enzimatica sao descritos em tecidos que oxidam e
esterificam grandes quantidades de acidos graxos como o musculo cardiaco e o tecido
adiposo (CRYER, 1981). A -enzima tem, portanto, papel fundamental no
armazenamento lipidico no tecido adiposo e no fornecimento de energia para o musculo
(LADU e col., 1991). A apo C-Il, presente na superficie do QM e da VLDL, atua como
co-fator da LPL, aumentando o indice de hidrdlise de triglicérides. Apds a ligagcao da
LPL com a lipoproteina, ocorre uma hidrélise muito rapida no inicio, e os produtos
liberados s&o utilizados pelas células (QUINN e col., 1982). A medida que a capacidade
de utilizacdo é ultrapassada, a hidrolise diminui porque o excesso dos produtos
liberados bloqueia a ativagao da enzima pela apo C-Il. A diminuicao da afinidade entre
a enzima e a particula de QM facilita o retorno da lipoproteina a circulagédo (CRYER,
1981). A apo C-lll, também presente na superficie e QM e VLDL, inibe a atividade da

LPL, atuando como modulador fisioldgico dessa enzima (WANG e col., 1985).

A atividade da LPL, medida em extratos de tecidos, é regulada por estimulos

bioquimicos (citocinas), farmacoldgicos (insulina) e fisioldégicos (acidos graxos) (MILLER



e col., 1984; BEUTLER E col., 1985; ZECHNER e col., 1988; SAXENA e col., 1989).
Essa enzima é regulada de uma forma especifica em cada tecido. Dessa forma, o jejum
leva a uma reducao na atividade da LPL no tecido adiposo e a um aumento desta
atividade no musculo (BEUTLER e col., 1985; ZECHNER e col., 1988; SAXENA e col.,
1989).

O catabolismo na circulagao sanguinea é rapido, conferindo aos QM uma meia-
vida plasmatica curta (4 a 10 minutos) (COHEN, 1989). Durante a lipélise, o conteudo
de triglicérides da particula diminui, mas o de colesterol esterificado n&o é alterado de
forma significativa. Ha perda de fosfolipideos, o que torna a superficie relativamente
mais rica em colesterol livre. As apos associadas a particula também s&o trocadas.
Perde-se apo A-l e ganha-se apo C e E. As particulas resultantes apresentam um
didmetro menor (40 a 60 nm) e sdo denominadas remanescentes de QM (COHEN,
1989).

O processo lipolitico que resulta na geragdo dos remanescentes de QM é
fundamental para a remog¢ao da particula pelos receptores hepaticos (REDGRAVE,
1983). Assim, o bloqueio da atividade da LPL leva ao acumulo de QM na circulagao, ja

que particulas nao-metabolizadas tém baixa afinidade pelo receptor.

A ligacao do QMrem ao receptor é feita através da interagdo com a apo E, que
possui regides ricas em aminoacidos basicos que constituem o dominio de
reconhecimento pelos receptores de alta afinidade, localizados no espacgo de Disse, 0
receptor B/E e a proteina relacionada ao receptor B/E, o LRP (figura 2). No espaco de
Disse, lipase hepatica (HL), localizada na superficie das células endoteliais dos
sinusdides hepaticos, hidrolisa os fosfolipideos dos QMrem, o que facilta o
enriquecimento da particula com apo E (SHERRIL e col., 1980; MAHLEY e col., 1989,
COOPER, 1997). Além das apos, tem sido questionado, também, o envolvimento das
lipases (LPL e HL) na remogéo dos QMrem pelos receptores hepaticos. SKOTTOVA e
col (1995) demonstraram que a LPL tem uma participacdo na remocao hepatica de
remanescente de QM em hepatdcitos de ratos que é independente de sua atividade
catalitica. Estudos recentes demonstram que a HL pode atuar também como uma
proteina de ligagado para as particulas remanescentes (APPLEBAUM-BOWDEN, 1995).
A presenca de apo Cll no QMrem exerce um efeito inibitério na remogao da particula
(SHELBURNE e col., 1980).

A remocao dos remanescentes de QM é importante na regulagdo dos niveis

plasmaticos de colesterol. Existem evidéncias de que esta é a unica lipoproteina capaz



de provocar uma potente inibicdo da sintese hepatica de colesterol. Esse bloqueio &
proporcional a quantidade de colesterol ingerida (ANDERSEN e col, 1979; TURLEY e
col.,, 1981). Além disso, quando ocorre um aumento do colesterol proveniente dos
QMrem no figado, o numero de receptores de LDL e a sintese de colesterol séo
reduzidos, afetando o balango entre as varias classes de lipoproteinas (ANGELIN e col.,
1983; BROWN e col., 1986). Essa diminuigdo da sintese hepatica de colesterol e da
expressao do receptor de LDL deve ocorrer devido a contribuicdo do receptor de LDL
para captagao hepatica dos QMrem (COOPER, 1997).

QMrem

Célula endotelial Célula endotelial
\

HP

HSPG ’ " =

Hepatécito

Figura 2 . Representacdo esquematica do espaco de Disse. Reproduzido
de Cooper, 1997.

Apdés a captacdo hepatica, os QMrem s&o catabolizados liberando acidos
graxos, glicerol, aminoacidos e colesterol. Esse ultimo pode ser excretado na bile na
forma de &acidos biliares, utilizado para a sintese de membranas ou integrar as

lipoproteinas secretadas pelo hepatécito (HAVEL e col., 1988).

O colesterol é secretado na bile, tanto na forma livre quanto na de acidos
biliares, e ambos s&o reabsorvidos no intestino. Na circulacdo entero-hepatica, cerca de
50% do colesterol biliar e mais de 95% dos acidos biliares sdo reabsorvidos. A maior

parte do colesterol do organismo é excretada nas fezes (KESANIEMI e col., 1982).

1.2. Ciclo endégeno

O ciclo endoégeno inicia-se com a formacado de lipoproteinas ricas em
triglicérides, como as lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), no hepatdcito,

tendo como proteina estrutural a apo B-100. A funcao principal da VLDL é o transporte



de triglicérides e de colesterol do figado para os tecidos periféricos (EISENBERG e
col.,1984).

Os acidos graxos empregados na sintese de triglicérides, fosfolipideos e na
esterificagdo do colesterol no hepatdcito sdo derivados da via glicolitica (sintese "de
novo" de colesterol a partir de acetil-CoA), da captacédo de acidos graxos livres por um
processo passivo e da hidrdlise intracelular dos remanescentes das lipoproteinas
captadas pelo figado (JANERO e col., 1984).

As VLDL tém diametro variando entre 0,94 e 1,006 g/ml, mobilidade pré-beta e
sdo constituidas de: 45 a 65% de triglicérides, 15 a 20% de fosfolipideos, 4 a 8% de
colesterol e 6 a 10% de proteinas (Tabela 1). A VLDL é formada no reticulo
endoplasmatico, contendo apoB-100, armazenada no complexo de Golgi e secretada
para circulagdo (KANE e col, 1980; JANERO e col, 1984) e tem uma meia-vida
plasmatica de duas a quatro horas (EISENBERG, 1984). Na circulagdo, a particula
adquire as apos A, C e E, provenientes da HDL (BREWER e col, 1988; ERKELENS,
1989). Inicialmente a VLDL é convertida, progressivamente, em particulas mais densas,
em consequéncia da hidrélise de triglicérides mediada pela LPL, de forma semelhante
aos QM. O material em excesso da superficie, principalmente fosfolipideos e colesterol,
é utilizado para a sintese plasmatica de HDL (DECKELBAUM e col.,, 1986). Os
remanescentes de VLDL gerados recebem a denominagdo de lipoproteinas de
densidade intermediaria (IDL). Esta classe de lipoproteina tem densidade variando
entre 1,006-1,019 g/ml e mobilidade pré-beta lenta. Uma fragcdo da IDL plasmatica &
removida rapidamente pelo figado, principal sitio de catabolismo das lipoproteinas que
contém apo B. A remocao ocorre pela ligagdo de alta afinidade, tanto pelo receptor LRP
quanto pelo receptor B/E (rLDL) (ARBEENY e col., 1984; BROWN e col., 1986; GREGG
e col., 1988). A IDL nao removida pelo figado sofre lipdlise adicional, o que acarreta
alteracbes de composig¢ao, com perdas de todas as apos, exceto da apo B-100, e das
propriedades fisicas da lipoproteina que passa a ser denominada lipoproteina de baixa
densidade (LDL) (HAVEL, 1984).

Em individuos normais, a LDL carrega cerca de 2/3 do colesterol plasmatico
total. A LDL tem uma meia-vida de 4 a 5 dias, e sua, metabolizacdo ocorre através da
interacdo com o receptor B/E (rLDL), no figado e em tecidos extra-hepaticos (Figura 1).
O colesterol fornecido pela LDL para os tecidos extra-hepaticos € utilizado na sintese
de horménios esterdides na cértex adrenal e gbnadas, na sintese de membranas e na
sintese de VLDL no figado (BROWN e col., 1986). Os rLDL estdo localizados em



regioes diferenciadas da membrana citoplasmatica, denominadas depressodes cobertas
(coated pits) (GOLDSTEIN e col., 1979). Essas regides sado cobertas pela proteina de
sustentacdo do citoesqueleto, chamada clatrina. Apds a ligagao lipoproteina-receptor,
essa regiao sofre invaginagao rapida (endocitose) formando a vesicula endocitica. O
envoltério de clatrina se dissocia, e varias vesiculas se fundem formando os
endossomos. A diminuicdo do pH nesses endossomos promove o desligamento do
complexo receptor-LDL, com retorno do receptor a superficie celular. Seguem-se a
fusdo com lisossomos e a degradagao dos seus componentes, as apolipoproteinas a
aminoacidos livres, colesterol esterificado a colesterol livre, triglicérides a acidos graxos.
O colesterol livre que entra no compartimento citoplasmatico pode ser utilizado no
metabolismo celular ou ser armazenado apds reesterificagcdo pela enzima acil
CoA:colesterol aciltransferase (ACAT) (BROWN e col.,1981). O colesterol oriundo do

catabolismo da LDL determina trés eventos intracelulares de natureza regulatéria:

1. inibicdo da sua biossintese por diminuicdo da expressao da enzima 3-hidroxi-
3-metil-glutaril-coenzima A redutase (HMGCoA redutase) enzima chave na

sintese enddgena do colesterol;

2. estimulagdo da atividade da colesterol acil transferase (ACAT), com
consequente aumento da esterificagdo do colesterol e armazenamento do

excesso de colesterol em goticulas lipidicas;
3. diminuigcéo da sintese do rLDL reduzindo a captacao da lipoproteina.

Em situacbes em que possa ocorrer diminuigao ou auséncia de remog¢ao de LDL
pelos rLDL, a lipoproteina tende a se acumular no plasma, podendo sofrer modificagcbes
dos seus componentes lipidicos ou protéico. A particula passa a ser reconhecida por
um outro tipo de receptor, denominado receptor de varredura ou "scavenger" (SR),
presente em células do sistema reticulo endotelial como macréfagos. Quando esses
macrofagos tornam-se sobrecarregados com colesterol esterificado, convertem-se nas
células espumosas, componente classico do processo de aterogénese. Estima-se que
33 a 66% da LDL plasmatica é degradada via rLDL e o restante pela via SR ou por

outros mecanismos ainda nédo conhecidos (BROWN e col.,1990).
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3. Linfomas

Os Linfomas s&o neoplasias malignas do sistema linforeticular (linfoécitos ou
histiocitos). Geralmente iniciam-se nos ganglios ou nodulos linfaticos sendo,
denominados de ganglionares ou linfonodais e, mais raramente, iniciam-se nos tecidos
linféides ndo ganglionares como no trato gastrointestinal, ossos, testiculos, cérebro,
dentre outros, sendo chamados de extranodais. Os linfomas podem ser divididos em
dois grandes grupos: linfoma ou doenca de Hodgkin (LH) e linfoma ndo Hodgkin (LNH).
A etiologia dos mesmos € desconhecida, no entanto, um significativo progresso tem
sido obtido nas duas ultimas décadas. A hipétese mais aceita, em alguns casos, esta
relacionada a uma etiologia viral associada a uma resposta imunoldgica atipica. Fatores
como anormalidades citogenéticas, eventos genéticos moleculares, viroses, supressao
imune, oncogenes, reguladores de transcricdo e o ciclo celular estdo implicados na
patogénese dos linfomas. Algumas patologias parecem associadas ao risco de
desenvolvimento de linfoma, dentre elas temos a AIDS, imunodeficiéncia congénita,
lupus eritematoso sistémico, artrite reumatdide, dentre outras (ROSENBERG, 1989;
GALLAGHER € col., 1986; EZDINILE e col., 1985).

O estadiamento nos linfomas consiste na avaliagédo da extensao da doenga no
sitio primario, na pesquisa de metastase regionais ou a distancia. O estadiamento, além
de fornecer dados sobre a massa tumoral permite, informagdes como: planejamento
terapéutico; prognéstico da doenca; eficacia do tratamento realizado e orientagdo na
busca de novos conhecimentos sobre tumores. O sistema de estadiamento ndo deve
ser considerado definitivo. Ha dois tipos basicos de estadiamento, o clinico e o
patoldgico. O estadiamento clinico € baseado em exame fisico, dosagens bioquimicas e
exames de imagem, como o estudo radioldgico, ultra-sonografia, cintilografia,
tomografia computadorizada, ressonéncia magnética e procedimentos endoscépicos.
Nos linfomas, o sistema de estadiamento utilizado é a classificagdo de Ann Arbor
(CARBONE e col, 1971), que é baseada na tendéncia dessas neoplasias em
comprometer grupos de linfonodos contiguos. Nessa classificagao os estadios levam
em consideragdo a localizagcdo dos tumores e a presenga de sintomas
constitucionais(febre, perda de peso ou sudorese). Esse sistema tem grande
importancia em relacdo ao planejamento terapéutico e progndstico, principalmente, nos

pacientes com LH.
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3.1. Doenca de Hodgkin

O linfoma de Hodgkin (LH) € uma doéncga proliferativa dos tecidos linféides,
que se apresenta clinicamente com adenomegalia, quadro febril cronico e
emagrecimento progressivo. O LH ¢é caracterizado por uma infiltracao celular
pleomérfica dos ganglios com células gigantes multinucleadas, denominadas de células
de Reed-Sternberg. Em 1966, Rosenberg propos um sistema de estadiamento para o
LH. No mesmo ano, LUKES e col.,, propuseram uma classificagcdo associando os
aspectos clinicos com o prognéstico. A classificagao foi modificada em um simpdsio em
Rye, Nova York, e posteriormente denominada de classificagdo de Rye( LUKES e col,
1966b), que continua em uso até hoje. A classificacdo define quatro subtipos
histopatoldgicos: predominancia linfocitaria (PL), esclerose nodular (EN), celuraridade

mista (CM) e deplecgao linfocitaria (DL)

3.2. Linfoma nao Hodgkin

Os LNH constituem proliferagdes clonais de apenas um tipo celular: linfécitos T,
linfécitos B ou de células reticulares, com predominio da linhagem B, os quais ocorrem
nos orgaos linféides, podendo invadir a medula 6éssea e o sangue periférico e, nestas
situacbes, deve-se fazer o diagnéstico diferencial com algumas leucemias linféides
(GROGAN e col, 1988). Frequentemente, estdo relacionados com alteragdes
citogenéticas que resultam na perda de controle do ciclo celular. Ha varias
classificagbes dos LNH. A classificagdo de Rappaport (1956) € a mais simples e baseia-
se no tipo celular, grau de diferenciacao celular e padrao histoldégico do ganglio(nodular
ou difuso) Posteriormente, com o avango da clinica e das caracteristicas imunoldgicas
das células envolvidas, as classificacbes se tornaram complexas( DORFMAN, 1974;
BENNETT e col., 1974; GERARD-MARCHANT e col., 1974 LENNET e col., 1975;
LUKES & COLLINS, 1975;). A primeira classificacdo de Kiel(1978) foi revista por
patologistas americanos que publicaram, em 1982, a Formulagdo Internacional, a

classificagao internacional (Working Formulation).

Em 1988, o grupo de Kiel publicou uma simplificagdo da classificagao inicial,
separando os linfomas tipo B dos linfomas T, adotando o critério de baixa e de alta
malignidade. Em 1994, um grupo de patologistas europeus e americanos revisaram a
classificagdo dos linfomas B e T e propuseram nova classificagdo denominada

REAL(Revised European-American Classification of Lymphoma (REAL), baseada na
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divisdo dos linfomas em dois grandes grupos, de acordo com a linhagem celular

predominante.

Os LNH incidem em todas as idades e, geralmente, apresentam-se com uma
gama ampla de tipos histolégicos. Surgem como massas indolores nas cadeias
linfonodais das axilas, retroperiténio, fossas supra-claviculares, etc. O exame clinico,
facilmente, detecta ganglios superficiais acometidos. Pacientes portadores de LNH
podem apresentar hepatomegalia, causada pela infiltragcdo difusa ou nodular do figado,
ou esplenomegalia. Cadeias profundas afetadas causam sintomas relativos a sua
posicao. Por exemplo, o aumento dos linfonodos mediastinais pode levar a obstrugao
da veia cava superior em paciente com doenga avangada (ROSENBERG, 1989;
GALLAGHER e col., 1986; EZDINILE e col., 1985).

O diagndstico diferencial dos linfomas com outras patologias tornou-se possivel
gracas a producgao, em larga escala, de anticorpos monoclonais (AcMo) dirigidos contra
os antigenos de superficie leucocitaria. A associagéo do uso de anticorpos monoclonais
com o da citometria de fluxo e o aperfeicoamento dos métodos de coloragao
imunocitolégica proporcionaram uma melhor caracterizagao imunofenotipica das células
hematopoéticas normais. O sistema internacional de nomenclatura CD - "cluster
determinants"- foi criado no Primeiro Seminario sobre os Antigenos de Diferenciagao
Leucocitaria. Essa denominagcdo passou a ser utilizada para definir grupos de
anticorpos que apresentam o mesmo padrdo de reatividade e que reconhecem a
mesma molécula (CLARK e col., 1989).

Apds o diagnostico e o estadiamento do linfoma, é estabelecido o plano
terapéutico. Os linfomas sdo tratados seguindo regras estabelecidas
internacionalmente. Dentre as modalidades de tratamento temos a radioterapia,
quimioterapia, hormonioterapia e outras. Nos linfomas nao-Hodgkin de histologia
favoravel, o esquema de escolha é o COP (ciclofosfamida, vincristina, prednisona), ja
nos de histologia desfavoravel, o esquema de escolha é o CHOP (ciclofosfamida,
vincristina, prednisona e doxorubicina). Na doenga de Hodgkin, o esquema de escolha
€ o MOPP (mostarda nitrogenada, ciclofosfamida, vincristina, procarbazina e
prednisona). Além do MOPP, ha esquemas chamados alternativos para o tratamento de
casos que ndo se benefeciaram com a terapia anterior como o esquema ABV
(doxorrubicina, bleomicina, vimblastina). Os quimioterapicos antineoplasicos atuam em
nivel celular, impedindo a divisdo e interferindo no processo de crescimento e

diferenciagéo. Essa interferéncia ocorre tanto nas células normais quanto nas células
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transformadas. A sensibilidade das células tumorais aos quimioterapicos € variavel,
podendo induzir remissdo completa com o desaparecimento de toda a massa tumoral.
A radioterapia é o tratamento através de radiagdo ionizante (eletromagnética e

corpuscular) recomendada nos casos, em que o tumor é localizado.

4. Metabolismo de quilomicrons e neoplasias

A presengca e o crescimento de uma neoplasia maligna causam alteracdes
metabdlicas importantes no organismo hospedeiro. Estudos experimentais em ratos
demonstram que essas alteragbes ocorrem mesmo com tumores pequenos e se
acentuam a medida que a massa tumoral aumenta. A diminuicdo do colesterol
plasmatico, as custas da reducdo do colesterol da LDL, ja estd bem estudada em
humanos e se deve ao aumento da expressao do rLDL pelo tecido neoplasico. A
sindrome consumptiva € um efeito universalmente descrito em animais e seres
humanos portadores de neoplasias. Essa sindrome inclui uma deplecao lipidica que
nao € explicada somente pela diminuicdo da ingesta caldrica, uma vez que a
suplementacao alimentar nao evita a perda dos estoques de gordura (AXELROD e col.,
1980; BURT e col, 1982; McANDREW, 1986; LEGASPI e col, 1987). A
hipertrigliceridemia, observada em pacientes portadores de leucemia e linfoma, tem
sido atribuida a um aumento de VLDL, decorrente de um defeito no clareamento
plasmatico da lipoproteina (SPIEGEL, 1982). Estudos em animais sugerem que tanto a
diminuicdo da atividade da LPL na superficie endotelial quanto o aumento da atividade
lipolitica no tecido adiposo podem estar presentes e contribuir para os achados
descritos acima. Os mecanismos envolvidos nessas alteracdes no metabolismo lipidico
associadas as neoplasias, ainda sao objeto de estudo. Os substratos podem estar
sendo desviados do circuito metabdlico normal para o tumor, uma via que requer
energia. A deplecéo lipidica pode ser resultado, entdo, de uma menor captagdo dos
lipideos circulantes, de um aumento na mobilizacdo dos lipideos ja estocados ou da
combinacdo destes dois mecanismos. Fatores produzidos pelo tumor podem inibir a
atividade e a sintese de enzimas lipogénicas (LPL, por exemplo), fundamentais para o
aproveitamento dos lipideos provenientes da dieta (THOMPSON e col., 1981; LANZA-
JACOBY e col.,, 1984; McANDREW, 1986; YOUNES e col., 1990). Varios estudos
experimentais, em animais, tém sido feitos com o intuito de identificar os mecanismos
basicos envolvidos na deplegao lipidica associada a neoplasias (REDGRAVE e col.,
1984; LANZA-JACOBY e col., 1984; BABAYAN e col.,1984). Esses modelos animais

podem nao representar fielmente o que ocorre em seres humanos com tumor, mas os
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resultados sao bastante congruentes com os obtidos na pesquisa clinica (THOMPSON
e col.,, 1993). Uma das primeiras alteragbes descritas € a diminuicdo da atividade da
LPL, o que explicaria o menor aproveitamento dos lipideos provenientes da dieta, ja que
essa enzima é fundamental para a assimilacao pelos tecidos das lipoproteinas ricas em
TG. A atividade e a expressao da LPL no tecido adiposo estdo diminuidas em animais
com tumor (LANZA-JACOBY e col., 1984). Alguns fatores humorais, produzidos pelo
tumor ou em consequéncia da sua presenca, tém sido implicados na diminuicdo da
atividade da LPL. Tais fatores incluem horménios catabdlicos e citocinas como o fator
de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina 1 (IL-1) ( ONG e col., 1988; THOMPSON e
col., 1993). Em culturas de adipécitos de pacientes com neoplasia, a mobilizagdo dos
lipideos é consequente a um aumento na atividade da lipase sensivel a horménio (HSL)
(THOMPSON e col., 1993).

5. Metodologia para estudo do metabolismo dos QM

A maioria dos estudos sobre o metabolismo dos QM tem sido realizada em
modelos experimentais com animais, utilizando métodos extremamente laboriosos.
Esses envolvem a marcacgao isotépica de lipideos administrados por sonda gastrica ou
duodenal, a obtengao da linfa por cateterizagdo do ducto toracico e o isolamento dos
QM por ultracentrifugagéo (ZILVERSMIT, 1950; BERGMAN e col., 1971, SHERRIL e
col., 1980). Os QM naturais obtidos desta forma podem ser injetados num outro animal
para avaliar o seu metabolismo.

O estudo do metabolismo de QM em seres humanos através da injecéo
endovenosa de QM naturais foi descrito, na década de 60, por Nestel e col(1964). Os
QM naturais eram colhidos do ducto toracico apdés uma refeicdo rica em gordura,
contendo *H-acido palmitico. O uso desse método é limitado por razdes praticas e
evidentes.

Uma alternativa proposta é a avaliagdo da remocdo plasmatica dos QM por
métodos indiretos, como o teste de tolerancia oral a gordura. Esse teste baseia-se na
suposicao de que a magnitude da hipertrigliceridemia que ocorre apés uma refeicdo
rica em gordura, esta inversamente relacionada a taxa de remocao dos triglicérides dos
QM (NESTEL, 1964). Entretanto, fatores como a taxa de absorcao de triglicérides, seu
influxo na circulagao, a producado enddgena de triglicérides e a taxa de formagao dos
QM influem na lipemia pds-prandial, ndo permitindo a quantificagdo da remocgéo dos
QM.
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Uma segunda alternativa € o método baseado na perfusdo duodenal de gordura
(GRUNDY e col.,1976). A metodologia calcula a taxa de remogé&o dos triglicérides dos
QM, a partir de sua concentragdo plasmatica em equilibrio dindmico (“steady state”).
Essa condigao é obtida através da perfusao duodenal de uma emulsao gordurosa numa
velocidade constante. No estado de equilibrio, a taxa de entrada de QM no plasma é
igual ao influxo de triglicérides perfundidos no duodeno. Esse método requer um tempo
prolongado para sua execugao e gera desconforto para o individuo estudado.

A ingestdo de vitamina A (éster de retinol) marcada radioativamente tem sido
descrita como método para estudar o metabolismo de QM em seres humanos. O
retinol, assim como o colesterol, é esterificado na mucosa intestinal com acidos graxos
de cadeia longa (por exemplo, o acido palmitico) e secretado na linfa dentro do nucleo
hidrofébico dos QM, servindo como marcador da lipoproteina. A determinacédo da
concentracao plasmatica de palmitato de retinol durante o periodo pds-prandial reflete o
aparecimento e desaparecimento plasmaticos dos QM e seus remanescentes
(HAZZARD e col., 1976; BERR e col.,1984; BERR, 1992; OOQI e col., 1992). Entretanto,
a execugao desse teste € lenta e trabalhosa, o que dificulta a sua aplicagao rotineira.

REDGRAVE & MARANHAO (1985) desenvolveram emulsdes lipidicas
artificiais, com tamanho, densidade e composicdo quimica semelhantes as dos QM.
Essas emulsées ndo contém proteinas, mas, quando injetadas na circulagao, adquirem
as diversas apos através da troca de componentes de superficie com as lipoproteinas
plasmaticas. Estudos feitos, apds a inje¢cdo plasmatica destas emulsées em ratos,
demonstraram que o seu comportamento metabdlico é semelhante ao dos QM naturais
(REDGRAVE e col.,1985; MARANHAO e col.,1986; REDGRAVE, e col.,1993). Essa
metodologia apresenta a vantagem de ultrapassar as etapas de absor¢ao intestinal dos
lipideos e da formacéo dos QM, além da grande facilidade na realizagéo do teste e da
possibilidade de acompanhar o metabolismo dos QM através da utilizagcdo de dois
isotopos radioativos ("*C-EC e *H-TG). Estudos realizados, posteriormente, em animais
e em seres humanos, demonstram que o uso dessas emulsdes artificiais pode fornecer
dados sobre o metabolismo dos QM em diversas situagdes, como regimes dietéticos e
em diferentes patologias (OLIVEIRA e col., 1988; MARANHAO e col., 1986;
NAKANDAKARE e col., 1994; MARANHAO e col., 1996).

O grupo do Maranhdo vem trabalhando com o QM artificial em diferentes
patologias seja hematolégica ou ndo e obtendo resultados muito interessantes(
Sakashita, 1995, Hungria,1997).
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OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o metabolismo dos quilomicrons em
pacientes portadores de doenca de Hodgkin e de linfomas ndo Hodgkin, com o intuito
de identificar e localizar defeitos no circuito metabdlico dos quilomicrons associados aos

linfomas.

CASUISTICA, MATERIAIS e METODOS

1.Casuistica

O recrutamento foi realizado no periodo de agosto de 1996 a julho de 1997,
entre os pacientes portadores de linfoma nao-Hodgkin (LNH) e doenca de Hodgkin
(LH), atendidos no ambulatério de Hematologia e Hemoterapia da Santa Casa de
Misericordia de Sao Paulo. O grupo controle foi selecionado no Instituto do Coragao
(InCor) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (HC-FMUSP). Foram excluidos do estudo os pacientes com sorologia positiva
para HIV e HTLV-l e Il e os diabéticos. Participaram do estudo um total de 30
pacientes, destes 19 para o grupo LNH e 11 para o LH. No grupo LNH, 11 dos
pacientes eram do sexo masculino, com idade variando de 21 a 80 anos (média= 5417
anos); no grupo LH, 6 eram do sexo masculino, com idade variando de 17 a 67 anos
(média= 35+16 anos). O grupo controle foi constituido por 12 individuos, sendo 7 do
sexo masculino com idade variando de 20 a 64 anos (média= 43+14 anos). O indice de
massa corporea (IMC) do grupo LNH apresentou uma média= 23,0+3,9 kg/m?, o grupo
LH média de 20,3+3,0 kg/m? e no grupo controle de 25,5+3,8 kg/m” (Tabelas 8,9 e 10).

Tabela 1. Caracteristicas do grupo LNH.

Idade Peso Altura IMC

Paciente Sexo
(anos) (Kg) (m) (kg/m?)
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80
69
50
45
44
78
60
54
62
36
61
53
74
67
21
66
25
39
46
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55
48
58
44
44
58
78
63
54
63
56
72
48
86
74
68
42
73
76
61,0+12,9

1,62
1,54
1,59
1,52
1,56
1,62
1,64
1,64
1,56
1,62
1,64
1,68
1,56
1,61
1,74
1,61
1,56
1,72
1,70
1,61£0,06

21,0
20,2
22,9
19,0
18,1
22,1
29,0
23,4
22,2
22,2
20,8
25,5
19,7
33,2
24,3
26,2
17,3
24,7
26,3
23,0£3,9
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Tabela 2. Caracteristicas do grupo LH.

Paciente Sexo Idade Peso Altura IMC ,
(anos) (Kg) (m) (kg/m”)

1 F 29 68 1,64 25,3

2 M 54 56 1,63 21,1

3 F 67 45 1,62 17,2

4 M 50 68 1,72 22,9

5 M 17 64,5 1,75 21,1

6 F 27 41,3 1,64 15,4

7 F 26 53 1,56 21,8

8 F 42 48 1,62 18,3

9 M 33 52 1,6 20,3

10 M 26 63 1,64 23,4

11 F 19 44 1,6 17,2
Média + SD - 35+16 54,8+9,8 1,63+0,05 20,3+3,0

Tabela 3. Caracteristicas grupo controle.

Paciente Sexo Idade Peso Altura IMC2
(anos) (Kg) (m) (kg/m”)
1 F 20 60 1,72 20,3
2 F 20 55 1,62 20,9
3 M 54 72,5 1,62 27,6
4 M 39 91,5 1,75 29,9
5 M 55 72,5 1,59 28,7
6 F 64 70,9 1,79 22,1
7 F 42 82 1,69 28,7
8 M 55 80,7 1,70 27,9
9 M 46 81,4 1,67 29,2
10 M 35 67,2 1,55 28
11 M 43 52,3 1,58 21
12 F 52 64,3 1,69 22,5
Média + SD - 43+14 70,8+11,8 1,66+0,07  25,5+3,8

Os trinta pacientes com linfoma foram diagnosticados, segundo os critérios
estabelecidos para LNH e LH ja descritos na introducdo. Para caracterizagdo da
linhagem celular envolvida no clone linfomatoso, foi realizado o estudo de material

ganglionar por método imuno-histoquimico nos pacientes portadores de LNH. Dentre os
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anticorpos monoclonais (AcMo) foram utilizados: CD2, CD3, CD7 (dirigidos contra
antigenos de superficie da linhagem T) e CD15, CD20, CD22 (dirigidos contra
antigenos de superficie B); imunoglobulinas de membranas e/ou citoplasma (linhagem
B); CD30 ou anticorpo Ki-1 considerado marcador das células de Reed-Sternberg,
podendo reagir com algumas células T ativadas, com células B infectadas com virus EB
(EBV) e com células dos linfomas imunoblasticos e o CD45ro (UCHL1). Todos os
pacientes apresentavam-se em intervalo de tratamento oncoldgico (radioterapia ou
quimioterapia) quando foram submetidos ao estudo. Dos 19 pacientes com LNH, 1
encontrava-se no estadio IA, 3 no estadio Il (1A e 2B), 6 no estadio lll (1A e 5B) e 9 no
estadio IV (1A e 8B). Dos 11 pacientes com LH, 1 encontrava-se no estadio IA, 4 no
estadio Il (1A e 3B), 2 no estadio llIB e 4 no estadio IVB. Os parametros hematoldgicos
e os dados bioquimicos dos pacientes (média + SD) estdo resumidos nas Tabelas 1 e
2.

Tabela 4: Perfil hematolégico dos pacientes com LH participantes do
protocolo. Os valores representam a média+SD.

Grupo
Parametros LNH Controle LH
(n=19) (n=12) (n=11)
Hemacias/ul (x10°°) 4,31+0,72 4,617 +0,0296 4,15+0,50
Hemoglobina (g/dl) 12,5+2,31 13,88+0,897 11,4+1,51
Hematocrito (%) 38,0+6,55 41,28+2,56 34,6+4,58
VCM (fl) 88,045,41 89,2+1,27 83,4+3,61
HCM (pg) 28,8+2,03 29,97+0,33 27,5+1,44
CHCM (g/dl) 32,7+0,83 33,6+0,602 32,9+0,58
Leucdcitos/ul (x10°%) 5,7+2,95 7,08+2,04 5,8+4,14
Neutrofilos (%) 62,2+16,9 52,77+7,14 59,2+22,1
Bastdes (%) 4,63+6,6 0,57+0,786 2,72+2,86
Segmentados (%) 57,5+15,9 52,2+6,85 56,5+21,8
Eosindfilos (%) 3,15+3,16 3,15+1,82 5,85+15,0
Basdfilos (%) 0,66+0,71 0,15+0,23 1,79+4,24
Linfécitos (%) 25,6+16,6 38,57+5,91 22,2+12,6
Linfécitos atipicos (%) 0 0 0

Mondcitos (%) 7,2+5,03 5,34+1,75 10,0+8,18

Plaquetas/ul (x 10°) 237,0+122,3 246,746,544  279,1+191,2

Abreviaturas: VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular
média; CHCM: Concentragéo da hemoglobina corpuscular média,



Tabela 5: Determinacdes
representam a média+SD.
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bioquimicas realizadas nos pacientes. Os valores

GRUPOS
Parédmetros Referéncia LNH LH
(N=19) (N=11)

Mucoproteinas (mg/100ml) até 4,0 3,5+1,78 3,56+2,56
v-GT (U/l) 12,5-58,3 103,84+186,0 47,09+39,37
Fosfatase Alcalina (mU/ml) 37 — 147 150,15+87,7 187,8+126,4
2-Microglobulina (mg/l) 0,7-34 2,160,911 1,91+£0,915

Proteinas totais (g/100ml) 6,0 - 8,0 7,40+1,03 7,26+0,60

Albumina (g/100ml) 3,0-5,0 3,93+0,82 4,01+1,00
DHL (U/) 150 — 360 653,6+1028,8 348,3+118,5

Bilirrubina Total (mg/100ml) até 1,0 0,77+0,40 0,90+0,88

Bilirrubina direta (mg/100ml) até 0,2 0,25+0,22 0,50+0,68

Bilirrubina indireta (mg/100ml) ate 0,8 0,71+0,83 0,40+0,29

Ureia (mg/100ml) 10 - 50 27,6+8,69 27,4121

Creatinina (mg/100ml) 0,7-1,5 1,04+0,27 0,9940,16
Glicemia (mg/100ml) 70-110 95,89+13,14 88,63+11,15
TGO (U/l) 12 - 46 38,8+56,9 28,45+16,75
TGP (UN) 3-50 30,10+39,6 25,81+17,12

Abreviaturas: DHL = Desidrogenase latica; TGO = Aspartato aminotransferase;
TGP = Alanina aminotransferase.
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2. Materiais

Os lipideos puros, trioleina, oleato de colesterol e fosfatidilcolina, utilizados na
producdo das emulsées foram adquiridos da Sigma Chemical Co (St Louis, EUA). O
oleato de colesterol-[1-"*C] ("*C-CE) (S=2,07 GBg/mmol) e o tri-[9,10 (n)-3H] oleato de
glicerol (*H-TG) (S=518 Gbg/mmol) foram obtidos da Amersham International
(Inglaterra). A técnica de cromatografia em camada delgada (0,5 mm de espessura),
utilizando silica gel 60 H e sistema solventes hexano:éter etilico:acido acético (70:30:1,
v/v), foi empregada para verificar a pureza dos lipideos. Os demais reativos e solventes
foram adquiridos da Merck-Quimitra (Rio de Janeiro, RJ) e da Sigma Chemical
Company (St. Louis, EUA). Toda a vidraria utilizada nesse experimento foi submetida a
esterilizacdao a seco (estufa a 180°C, por 1 h e 30 min) e a vapor (autoclavagem a
120°C, 1 atm, 20 min). O material plastico e de borracha foi submetido a esterilizacao
por exposicao a luz ultravioleta. Todo esse procedimento foi realizado pelo Setor de
Esterilizagdo do Instituto do Coragdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (InCor), visando garantir a injecdo, nos

participantes, de preparacao estéril e apirogénica.
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3. Métodos

3.1. Avaliacao do indice de massa corpoérea

A avaliagdo da constituigdo individual foi realizada pelo célculo do indice de
massa corporal (IMC) ou indice de Quetelet. A classificagdo segundo os valores de IMC

foi feita de acordo com a proposta por James, 1988 (Tabela 16).

Tabela 6. Constituicao fisica de acordo com o indice de massa corporea.

Classificacéo IMC (kg/m?)
Baixo peso <17
Normal 17 - 25
Sobrepeso 25-30
Obesidade 30-40
Obesidade moérbida >40

Fonte: JAMES (1988), IMC = indice de massa corpérea

3.2. Estudo do sangue periférico

A contagem de hemacias, dosagem de hemoglobina, determinacdo do
hematdcrito, dos indices hematimétricos (VCM, HCM, CHCM e RDW), contagem dos
leucdcitos com diferencial e contagem de plaquetas foram realizadas por métodos
automatizado (CELL DYN 3000 CS da Abbott, Chicago, EUA), em amostras de sangue

periférico colhido na presenca de EDTA.
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3.3. Preparacao da emulsao

A emulsao foi produzida utilizando-se uma mistura de 69 mg de trioleina, 2 mg
de CL, 6 mg de oleato de colesterol e 23 mg de fosfatidilcolina, a partir de solugdes-
estoque preparadas em cloroféormio/metanol (2:1). A essa mistura foram adicionados
["*C]colesterol-oleato (**C-CE) e [°H] trioleato de glicerol (*H-TG). O solvente foi, entao,
evaporado sob fluxo de nitrogénio, seguindo-se dessecagao a vacuo a 4°C, durante 12
horas para garantir a eliminagdo de residuos de solventes. Os lipideos livres dos
solventes foram ressuspensos em 6 ml de solugdo de NaCl 2,785 M, e a suspensao foi
submetida a irradiacdo ultra-sénica (Branson Cell disrupter, modelo B-30, Arruda-
Ultrasons, Sao Paulo, SP), por 30 minutos, sob atmosfera de nitrogénio, temperatura de
50 a 60°C, com poténcia de 70-80 watts em modo de operagao continuo. Para a
obtencao dos quilomicrons artificiais na faixa de didmetro desejado, a solugéo lipidica
foi purificada em duas etapas de ultracentrifugacao (ultracentrifuga Beckman L80, rotor
SW-41) em gradiente descontinuo de densidade. Apds a primeira etapa (12.000 rpm
por 15 minutos a 22°C), 1 ml da camada superior do tubo foi removida e desprezada,
sendo substituida por solugao salina de 1,006 g/ml de densidade. Apds a segunda
ultracentrifugacao (36.000 rpm por 25 minutos a 22°C), a emulsdo (aproximadamente
1,5 ml do topo do tubo) foi removida, submetida a filtragdo em filtro de 0,2 um (Millex,

Millipore), conservada a temperatura ambiente e utilizada dentro de 15 dias do preparo.



O esquema abaixo resume os procedimentos de preparo dessa emulsao.

Preparo da mistura de lipideos com marcacéo isotopica

2

Secagem sob fluxo de nitrogénio
2

Dessecacédo a vacuo por uma noite
2

Adicao de 6ml de solugao salina d=1,101 g/ml

2

Irradiagao ultra-s6nica fluxo de N,

(30minutos; temperatura entre 50 e 55 °C)
2
Ultracentrifugacao em gradiente descontinuo de densidade (2 tubos) :

12 etapa: 15 minutos a 12 000 rpm - descartados 0,5 ml de sobrenadante de cada
tubo

22 etapa: 25 minutos a 36 000 rpm -recuperados 1,5 ml de sobrenadante de cada
tubo

O

Quilomicron artificial filtrado em 0,22 um
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3.4. Analise dos constituintes da emulsao

A ftrioleina foi determinada por método enzimatico comercial (Sigma Chemical
Co., St. Louis, USA) e os fosfolipideos, pelo método de Zilversmit (1950). A separagao
de colesterol livre do esterificado foi feita em cromatografia de camada delgada (0,5
mm de espessura), utilizando silica gel 60 H e sistema solvente hexano/éter
etilico/acido acético (70:30:1, vol/vol). O colesterol livre e o0 oleato de colesterol foram
quantificados pelo método de ZLATKIS e col.(1969).

3.5. Protocolo experimental

Os estudos da cinética plasmatica foram feitos, a partir das 8:00 horas, com os
participantes do estudo, em jejum de 12 horas. Os pacientes foram submetidos a
cateterizacao de veia periférica mantida com soro fisioldgico. Apds a coleta da amostra
basal de sangue para analise de CT, TG, HDL-C, LDL-C, VLDL-C, ApoA1, ApoB, Lp(a),
TNF-a e INF-y, os individuos receberam a injecdo endovenosa da emulsao contendo 74
kBq (2 mCi) de "C-CE e 148 kBq (2 mCi) de *H-TG. As amostras de sangue (8ml)
foram coletadas por um acesso venoso diferente, em tubos, contendo heparina (50
Ul/ml de sangue), em intervalos regulares: 2, 4, 6, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos. O
sangue foi centrifugado durante 10 minutos a 2 500 rpm, em centrifuga refrigerada de
mesa Sorvall (modelo RT7, Wilmington, EUA) para obtencéo do plasma. A aliquotas de
1ml de plasma foram acrescentados 7 ml de solugdo cintiladora (PPO/dimetil-
POPOP/tritonX-100/tolueno, 5g:0,59:333ml:667ml) para a contagem da radioatividade
do [°H] e ['*C] num cintilador liquido Beckman LS-100°C.
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3.6.Determinagoes complemtares

As dosagens bioquimicas de mucoproteinas, yGT, fosfatase alcalina, B2-
microglobulina, bilirrubina total e fragbes, proteinas totais e fragdes, creatinina, uréia,
glicemia, lactato desidrogenas (DHL) , aminotransferases (ALT e AST) foram realizadas
com equipamento automatico (COBAS MIRA PLUS - ROCHE). O CT, os TG e o HDL-C
foram determinados por método colorimétrico enzimatico, utilizando-se "kits" da
ROCHE, para colesterol UNIMATE 7 CHOL: método GPO/PAD, e TG UNIMATE 5
TRIG: método CHOD/PAD. Para obtengcao do HDL-C foi realizada a precipitagdo da
apoB (VLDL e LDL) com HDL Reagent ROCHE: método acido fosfotungsténio/cloreto
de magnésio. VLDL-C foi calculado dividindo-se o valor de TG por cinco. LDL-C foi
determminado pela diferenca entre o CT e a soma de VLDL-C e HDL-C (FRIEDWALD e
col.,, 1972). As Apo, A1 e B foram determinadas pelo método de imunodifusao radial
simples, respectivamente, com as placas Lipo-Partigenr-Apo,A1 e Nor-Paringen R da
Hoechst-Behring (Rueli-Malmaison, Franca). Foi empregado o método de
radioimunoensaio para determinagao especifica do nivel plasmatico de Lp (a) com o kit
da Pharmacia (Uppsala, Suécia) (R). O TNF-a e o INF-y foram determinados pelo
método de ELISA.

3.7. Analise dos dados

3.7.a. Calculo dos parametros cinéticos

A taxa fracional de remocao (TFR) para os dois marcadores foi calculada de

acordo com o método descrito por MATTHEWS (1957), usando a equagao:

a, 4, B
TFR =| —+—
a

em que a4, ax,a4,0, foram calculados pelo ajuste nao linear dos minimos quadradados

dos dados experimentais de radioatividade residual a curvas exponenciais de equagao:

Y(t)=(a,-¢ ) +(a,-e)

em que y representa o decaimento da radioatividade plasmatica.
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3.7.b. Indice de lipélise

O decaimento plasmatico do "C-CE reflete a remogdo do quilomicron pelo
receptor, enquanto que o decaimento do *H-TG reflete a somatoria entre a remogao
pelas vias lipoliticas e de receptor. Desta forma, o indice de lipdlise (llip) foi definido

como a quantidade de *H-TG removido por lipdlise, e calculado pela formula:

(4sc C-CE)-(4SC°H - TG)
ASC™C—CE

ILip =

em que ILip=indice de lipdlise e ASC=area sob a curva.

3.7.c. Andlise estatistica dos dados

O teste nao paramétrico de Mann-Withney foi aplicado para se analisar as
diferengas entre os valores de triglicérides e dos TFRs da emulsao. A anadlise estatistica
e a representacdo dos dados foram realizadas com auxilio de programas para
computador compativel com o IBM-PC GraphPad InPlot, versdo 4.00, 1992 e GraFit,
versdo 3.0, 1992. Todas as variaveis registradas foram tabeladas como média + SEM

ou média + SD.

3.8. Requisitos éticos e legais

Antes de iniciar o estudo, cada participante foi informado acerca dos propdsitos
e duracdo da pesquisa, dos procedimentos funcionais e clinicos, dos exames
bioquimicos e da injecdo da emulsao artificial marcada com radioisotopos. A realizagao
desse protocolo foi aprovada pela Comissdo de Normas Eticas e Regulamentares da
Santa Casa de Sao Paulo e do Instituto do Coracao (InCor). Todos os participantes do
projeto assinaram um termo de consentimento pés-informagao. Impacto radioldgico foi
avaliado pelo método MIRD - Medical Internal Radiological Dosimetry e expresso pela
dose equivalente comprometida no corpo inteiro em consequéncia da incorporagao de
materiais radioativos. Essa dose foi estimada em 0,04 mSv, estando em conformidade
com as normas de radioprotegdo (Comissao Nacional de Energia Nuclear, 1988 e

National Council on Radiation Protection, 1985).



RESULTADOS

1. Perfil lipidico

A tabela 7 resume os resultados do perfil lipidico do grupos controle LNH e LH.
A Figura 3 mostra a comparacao grafica da médiatSEM de cada grupo. O valor de TG,
embora maior nos grupos LNH e LH, nado foi diferente estatisticamente do que, no
grupo controle. Nao se constataram diferencas entre as médias de CT, LDL-C, HDL-C,
VLDL-C e Lp(a) nos grupos LNH e LH quando comparados com o grupo controle. A
figura 4 mostra a comparagado grafica da médiatSEM dos parametros de ApoA1l e

ApoB nos grupos de LNH, LH e controle. Também, ndo houve diferengas entre a média

da ApoA1 e ApoB nos grupos de LNH e LH em relagao ao controle.
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Tabela 7. Perfil lipidico dos individuos do grupo controle e dos portadores

de LNH E LH. Os valores representam a médiatSEM.

Parametro Controle (n=12) LNH (n=19) LH (n=11) p
TG(mg/dl) 96,27+11,63 141,1£16,4 118,1421,9 ns
CT(mg/dl) 179,5+10,93 198,9+11,7 183+9,9 ns

LDL (mg/dl) 111,949,02 126,6+10,2 109,1£10,9 ns
HDL (mg/dl) 48,36+3,5 43,9+3,3 50,0+3,8 ns

VLDL(mg/dl) 19,25+2,32 26,2+3,4 23,74 4 ns

Lp(a) (mg/dl) 27,9479 32,7+6,7 38,2+10,2 ns
ApoA1(g/l) 1,81+0,18 1,8240,22 2,31+0,24 ns
ApoB(g/l) 1,22+0,06 1,10+0,09 1,22+0,08 ns

Abreviaturas: TG: triglicérides; CT: colesterol total; LDL: colesterol de LDL;
HDL: colesterol de HDL; VLDL: colesterol de VLDL; Lp(a): lipoproteina (a);
ApoA1: apolipoproteina A1; ApoB: apolipoproteina B; ns: nao significante p

0,05.



29

200- I L tH
: AT O LNH
150—: 1 ] Controle
il III
T 1004
S ]
Mo
0 T T T |ﬂﬂﬂ| ﬂﬁ|

TG CT LDL HDL VLDL Lp(a)

Figura 3. Concentragao plasmatica dos lipideos nos grupos controle, LNH e LH. As
barras representam a média £ SEM. Controle n=12, LNH n=19 e LH n=11.
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Figura 4: Concentracdo plasmatica das apolipoproteinas nos grupos
controle, LNH e LH. As barras representam a média+SEM. Controle
n=12, LNH n=19 e LH n=11.

2. Dosagem de TNF-a e INF-y.

A concentracao plasmatica de TNF-a e de INF-y se encontra na tabela 8. A

figura 7 ilustra a comparacgao entre as médias dos trés grupos.
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Tabela 8: Determinacao das citocinas (TNF-a e INF-y) nos grupos de LNH,
LH e controle. Os valores representam a médiatzSEM.

TNF-o * INF *
Grupo (paiml) P (pg/mi) P
CONTROLE (n=12) 0,70+0,32 - 0,44+0,24 -
LH (n=11) 0,20+0,04 0,3413  44,80+15,10 <0,0001
LNH (n=19) 40,20+40,00 0,2366 52,90+12.80 0,0007

TNF-o, fator de necrose tumoral alfa; INF-y, interferon gama. * p foi
calculado pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney comparando-se
grupos experimental e controle.

80
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] controle [J] LH [J LNH

Figura 5. Concentragéo plasmatica das citocinas TNF-a e INF-y. As
barras representam a média £+ SEM. ***, p < 0,001.

3. Remocao plasmatica dos quilomicrons artificiais

As tabelas 19 e 20 mostram os valores das médias da TFR do °H-TG e do "“C-
CE (TFRTG e TFRCE, respectivamente) e do indice de lipdlise da emulsdo de

quilomicrons artificiais. A figura 8 ilustra a comparagcdo da média + SEM desses
parametros.
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Tabela 9. Parametros cinéticos da remogdo plasmatica de "“C-CE e *H-TG
para o grupo LNH comparado com o grupo controle. Os dados representam
a média+SEM.

Controle LNH

Parametro (n=12) (n=19) p*
TFR1e (min™) 0,151+0,032 0,043+0,007 0,0069
TFRce (min™) 0,069+0,013 0,016+0,0022 <0,0001

ilip(%) 44,6+7,27 27,9+4,17 0,0400

n:numero de pacientes ; ilip: indices de Lipdlise; TFRrg:taxa fracional de
remogao de ftriglicérides; TFRce: taxa fracional de remocédo de éster de
colesterol (MATTHEWS,1957); *p foi calculado pelo teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney comparando-se grupos experimental e controle.

Tabela 10. Parametros cinéticos da remoc&o plasmatica de "*C-CE e *H-TG
para o grupo LH comparado com o grupo controle. Os dados representam a
média+SEM.

" Controle LH
Parametro (n=12) (n=11) P
TFR1e (min™) 0,151+0,032 0,045+0,009 0,0001
TFRce (min™) 0,069+0,013 0,024+0,006 0,0086
ilip(%) 44 647,27 24,6+5,52 0,0425

Abreviaturas: n:numero de pacientes ; ilip: indices de Lipdlise; TFRtg:taxa
fracional de remocgéao de triglicérides; TFRce: taxa fracional de remogao de
éster de colesterol (MATTHEWS,1957); * p foi calculado pelo teste nao
paramétrico de Mann-Whitney comparando-se grupos experimental e
controle.



32

0,18

0,16 T
0,14 -
0,12
0,1
0,08 T
0,06
0,04

0,02 -
o ]

“C-CE 3H-TG

TRF (min")

[] LH [] Controle [ ] LNH

Figura 6. Taxa fracional de remogédo do quilomicrom artificial. As barras
representam a média+tSEM dos valores obtidos. TFR, taxa fracional de
remocdo em min” (MATTHEWS, 1957); controle (n=12); LNH (n=19) e LH
(n=11). CE, “C-CE; TG, *H-TG.

A comparacéo entre as curvas médias de decaimento plasmatico de "*C-CE °H-
TG nos grupos controle, LNH e LH esta ilustrada nas figuras 7 e 8, respectivamente. As
curvas de remogao dos grupos LNH e LH sdo claramente mais lentas tanto para

trioleina quanto para o oleato de colesterol.
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Figura 7. Curva de decaimento plasmatico do C-CE nos grupos controle,
LNH e LH (MATTHEWS 1957). As barras correspondem ao erro padrao da
média.
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Figura 8. Curva de decaimento plasmatico do *H-TG nos grupos controle,
LNH e LH (MATTHEWS, 1957). As barras correspondem ao erro padrao da
média.
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DISCUSSAO

Alteracbes no metabolismo lipidico em seres humanos e em animais com
neoplasias malignas tém sido bem documentadas na literatura. Entretanto, os
mecanismos envolvidos sao pouco esclarecidos devido, principalmente, as dificuldades

na avaliacdo do metabolismo dos lipideos do ciclo exégeno.

Varias metodologias utilizadas na avaliagdo do metabolismo dos QM foram
descritas na introducdo do presente trabalho, dentre elas, o teste do palmitato de
retinol. O teste de absorcdo do palmitato de retinol apresenta limitagdes na sua
interpretacdo, uma vez que os dados plasmaticos sdo afetados nao somente pela
remocdo, mas também pela cinética de absor¢do do palmitato de retinol do lumen
intestinal. Além do mais, 0 método nao é pratico, portanto sendo inapropriado o seu uso

na rotina laboratorial.

A metodologia empregada no presente trabalho utiliza a injecdo de uma
emulsao artificial semelhante ao QM natural desprovida de proteinas. Embora a
emulsao seja desprovida de apolipoproteinas, ela os adquire ao penetrar na circulagao
sangulinea. O contato das particulas da emulsdo com as demais lipoproteinas favorece
a transferéncia de uma boa parte das apolipoproteinas. A Unica exce¢ao é a apo B, que
€ pouco soluvel, portanto, nao passivel de troca entre as particulas (REDGRAVE e
col.,1985). Por sua vez, as particulas da emulsdao sao dotadas dos elementos que
modulam o metabolismo das lipoproteinas. A particula, entdo, sofre um processo
lipolitico intravascular semelhante ao que ocorre com os QM naturais como
demonstrado em ratos (HIRATA e col, 1987). A maior parte dos TG da emulsédo €&
hidrolizada gerando particulas de tamanho e composi¢cao diferentes que sao os
remanescentes de QM, etapa do metabolismo denominada de lipdlise. Os QMrem se
caracterizam por ter um conteido maior de EC do que de TG. Os mesmos sao
removidos da circulacdo via receptores B/E e LRP no tecido hepatico, etapa do

metabolismo denominada de captacao ou remocéao. O fato de sofrerem um processo de
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lipdlise, ja na circulagao, confere aos triglicérides uma remocgéao plasmatica mais rapida

em relagéo ao EC.

Uma das vantagens da metodologia da emulsdo de quilomicrons artificiais, em
relagdo a outros procedimentos descritos na literatura, consiste no fato de que todos os
passos do metabolismo do quilimicron sdo acompanhados através de dois dispositivos
simultdneos de marcacao: o "“C-CE representa a remogao das préprias particulas da
emulsdo pelos 6rgdos e o °H-TG que reflete a soma dos dois processos, o de hidrdlise
do triacilglicerol das particulas da emulsdo pela LPL e o de remogao plasmatica das

particulas remanescentes contendo o triacilglicerol residual.

A hipertrigliceridemia secundarias as neoplasias malignas tem sido um achado
frequiente, tanto nas leucemias como nos linfomas. Spiegel e col.(1982) demonstraram
um aumento nos niveis de TG e VLDL e uma diminuigdo nos niveis plasmaticos de HDL
em pacientes com LA e com LNH nao tratados. No entanto, os niveis séricos dos
lipideos e das lipoproteinas retornaram aos valores normais com a remissado da doenca.
Varios estudos tém demonstrado que a hipertrigliceridemia se deve mais a um aumento
na sintese hepatica de VLDL do que a uma diminuicdo da remocao plasmatica das
lipoproteinas ricas em triglicérides como os QM e as VLDL. Entretanto por razbes
metodoldgicas ja discutidas na introdugéo, o metabolismo dos QM € pouco explorado

nas neoplasias.

Os niveis plasmaticos de colesterol total e das fragdes LDL, HDL e VLDL dos
portadores de LNH e LH nao diferem do grupo controle. Em relagdo aos niveis de
triglicérides tanto o grupo de LH quanto do LNH apresentam niveis mais elevados que o
grupo controle, embora nao estatisticamente significante. Os valores de Lp(a)
encontrados nos pacientes com LNH e LH n&o diferem daqueles encontrados no grupo
controle. Também nao houve diferenca estatistica entre os grupos com relagao a apo

A-l e a apo B.

Como ja descrito anteriormente, a remocgéao plasmatica de QM e VLDL depende
fundamentalmente da agédo da LPL, enzima responsavel pela hidrélise dos triglicérides
nestas lipoproteinas. Estudos "in vitro" demonstram que a atividade da LPL ¢é inibida por
citocinas. Estas, por sua vez, parecem estar envolvidas na patogénese dos linfomas.
Alguns trabalhos avaliam o perfil das citocinas nos linfomas e tentam correlaciona-las
com o tipo histologico e ou com os achados clinicos. Gause e col.(1992) demonstraram
niveis séricos elevados das citocinas IL-3, IL-6, e GM-CSF em pacientes com LH sem

tratamento. O TNF-a e a IL-1 beta foram detectaveis em, somente, 3 dos 43 pacientes.
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O grupo nao detectou qualquer correlagdo entre os niveis séricos de citocinas com os
achados clinicos ou com outro parametro laboratorial. Kurzrock e col.(1993) obtiveram
resultados semelhantes em 28 pacientes com LH e em 32 com LNH, em que os niveis
séricos das citocinas INF-y, TNF-qa, IL-1 beta ndo foram estatisticamente significantes,
em relagdo ao grupo controle, e detectou niveis elevados da IL-6. Blay e col.(1994)
demonstraram niveis elevados de IL-1, IL-2 e |IL-6 em pacientes com LH n&o tratados e
nenhuma diferengca em relagdo ao TNF-a, no entanto ndo houve correlagdo com
sintomas clinicos, subtipos histolégicos e com os outros parametros como VHS,
fibrinogénio e contagem de plaquetas. Os resultados obtidos demonstraram que nao
houve diferenga, estatisticamente significante, entre os niveis de INF-y, TNF-a e IL-1
em relagao ao grupo controle. Gorschluter e col.(1995) demonstraram um aumento nos
niveis de IL-6, IL-7, IL-8, sIL-2R e G-CSF em pacientes com LH quando comparados
com o grupo controle. Ja os niveis séricos da IL-2, IL-3, IL-4, TNF-a, TNF-$ e GM-CSF
foram raramente detectaveis nesses pacientes. O aumento dos niveis de IL-6, IL-7 e
sIL-2R foram correlacionados com estagio avancado do LH e juntamente com os niveis
de G-CSF com a presenca de sintomas clinicos. Os nossos resultados sao
concordantes com os da literatura, uma vez que os niveis de séricos de TNF-a nao
foram dectectaveis, na maioria dos pacientes, com exce¢ao de um portador de LNH
que apresentou niveis muito elevados, embora a concentragdo plasmatica de INF-y

tenha sido, significativamente, maior nos grupos LH e LNH.

Nomura e col.(1997) avaliaram uma possivel correlagao entre os niveis de IL-6 e
a atividade da LPL ou a com a progressdo do tumor em pacientes com cancer de
mama e gastrointestinal. A reducdo da atividade da LPL, nesses pacientes, nao foi
correlacionada com os niveis plasmaticos da IL-6 nem com progressdo do tumor.
Varios grupos, no entanto, apontam as citocinas como possiveis reguladores no
metabolismo lipidico em diferentes patologias. Tengku-Muhammad e col.(1998)
sugerem um sinergismo entre INF-y e TNF-a na regulagédo da LPL. Tanto INF-y quanto
TNF-o sdo pirogénicas e podem inibir o processo lipogénico. No nosso trabalho
procuramos detectar os niveis de INF-y e TNF-a. em nossos pacientes e no grupo
controle, com a finalidade de associar possivéis alteragbes com os achados clinicos,
subtipos histolégicos, parametros bioquimicos e, principalmente, com as alteragdes no
metabolismo lipidico. Os resultados obtidos, no presente trabalho compartilham, de
certa forma, com os achados obtidos pelos grupos acima em que os niveis de TNF-a

em pacientes com LH e LNH (com excegéao de um paciente do grupo LNH) tratados nao
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foram estatisticamente diferentes do grupo controle. O mesmo nao ocorreu em relagao
aos niveis seéricos de INF-y quando comparados com o grupo controle. Entretanto, ndo
houve correlagéo entre o aumento dos niveis de INF-y com o estagio clinico nem com a
presencga de sintomas clinicos (febre, perda de peso, sudorese noturna). Analisando os
grupos de LH e LNH, separadamente, os resultados foram similiares. Kalmanti e
col.(1993) determinaram os niveis séricos de TNF-a e de slL-2RA em criangas (6
meses a 14 anos) com LLA, LH e LNH, no diagndstico e apds a remisséo, e
compararam a um grupo controle. Obtiveram como resultado um aumento nos niveis
séricos de TNF-a e de sIL-2RA nos trés grupos em relagdo ao controle, porém este
resultado dimiminuiu, significativamente, com a remissao. Por outro lado, esses niveis
aumentaram a medida que avancaram os estagios da doenca. Ja na LLA os mesmos
se encontravam mais elevados em pacientes que néo responderam bem ao tratamento.
O grupo acredita que os niveis séricos de TNF-a e de sIL-2RA possam ser Uteis como
marcadores da atividade e prognéstico da LLA e dos linfomas em criangas. Neste
contexto, achamos por vez determinar o perfil das citocinas, TNF-a. e INF-y, nos grupos
em estudo, na tentativa de correlacionarmos a diminui¢ao da lipdlise, nos grupos de LH
e LNH em relagdo ao controle, com uma suposta diminuicdo da atividade da LPL.
Nossos resultados em relagdo a determinagcdo do TNF-a foram semelhantes aos
encontrados na literatura, com excecdo de apenas um unico paciente do grupo LNH,
tendo os demais apresentado niveis ndo detectaveis de TNF-a, embora a concentragao
plasmatica de IFN-y tenha sido, significativamente, maior nos grupos LH e LNH. Todos
os pacientes, em estudo, se encontravam em fase de tratamento e com doenca em
atividade. Isso indica que o clone maligno ainda néo fora totalmente suprimido. Esta

condicao poderia explicar o aumento dos niveis séricos de INF-y nesses pacientes.

Todavia, a partir dos resultados obtidos no presente estudo, chegamos a
hipotese de que o efeito inibitério do INF-y sobre a LPL constitui a possibilidade mais

fascinante a ser investigada.

Sakashita(1995) demonstrou uma alteragdo no metabolismo dos QM tanto a
nivel de lipdlise quanto de remogdao dos QMrem em pacientes com LLA e nenhuma
alteracado no metabolismo de QM nos pacientes com LLC. Os pacientes com LLA e LLC
foram estudados antes do inicio da quimioterapia e apresentavam niveis elevados de
TG e VLDL. No entanto, ndo houve correlacdo entre a concentracao basal de
triglicérides e a TFR-TG ou com a quantidade de triglicérides removida pela via lipolitica

nos grupos com LLA e LMA. O grupo conclui que o metabolismo da emulsdo é
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independente dos eventos que determinam a concentracdo das VLDL no plasma.
Hungria(1997), utilizando a emulséo artificial em pacientes portadores de mieloma
multiplo estadio Il A, sem tratamento, obteve como resultado uma diminuicdo de
remocao plasmatica do QM sem alteracao da lipdlise. Esse resultado é, de certa forma,
contradiz com a hipdtese de que a remocdo plasmatica do '*C-EC é dependente do
processo de lipolise. Com relagao a lipélise do QM, ndo encontramos diferenca entre os
grupos de LH e LNH, embora ambos apresentassem diminui¢ao de lipdlise com relagao
ao grupo controle. A captagdo dos QMrem , tanto no grupo LH quanto no LNH, estava

diminuida.

Todos os resultados obtidos com a emulsédo artificial semelhante aos QM
naturais, padronizada por Redgrave e Maranhdo, em pacientes com leucemias aguda e
cronica, linfoma e com MM, indicam uma diferenga basica de regulagdo metabdlica
entre estas entidades. Deve-se, no entanto, levar em consideragao uma série de fatores
que estdo implicados, dentre eles: o tipo celular envolvido, o tratamento ou sua
auséncia, liberacdo de citocinas pelo clone maligno e/ou em resposta imune pelo
proprio organismo, a heterogeneidade existente dentro dos linfomas no que diz respeito
ao tipo histolégico, curso clinico e progndstico, conseqlientemente espera-se que o
metabolismo lipidico deva variar. Nossos resultados apoiam a hipotese de que, nos
linfomas assim como nas leucemias agudas e no MM, ha uma alteracédo importante no

metabolismo dos quilomicrons, ao contrario das leucemias crénicas.

SILVA e col.(1994) obtiveram alteragdes no clearance de QM artificial em
camundongos com tumor de Walter 256, submetidos a uma dieta rica em gordula
poliinsaturada, ao contrario do outro grupo, o dos camundongos com o tumor de Walter
256 submetidos a uma dieta rica em acido graxos saturados em que as alteragdes no
clearance de QM artificial ndo foram visiveis. Os autores desse trabalho, no entanto,
procuram enfatizar que uma dieta rica em acido graxo saturado utilizada nesses
animais, possa evitar alteragdes no processo lipolitico do QM artificial, uma vez que nao

houve diferenga na FCR-TG e FCR-CE entre os grupos controles.

A meta principal da quimioterapia anticancer € a reducdo da carga tumoral,
através de drogas que bloqueiam fungdes vitais ou a capacidade de divisdo das células
malignas. Tozuka e col.(1997) avaliaram a concentragao plasmatica de triglicérides e de
apolipoproteinas em criangas, portadores de LLA e de linfomas, que foram tratadas
com as seguintes drogas: L-asparaginase, prednisona e vincristina. Uma

hipertrigliceridemia aguda e severa foi obtida em 8 dos 19 pacientes tanto com LLA
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quanto com linfoma, no periodo de 8 a 14 dias apds o tratamento com as drogas ja
citadas, acompanhado de um aumento precoce da relacédo das apoClll/apoCll e de uma
diminuicdo na concentragdo plasmatica de fibrinogénio. O grupo atribui a causa da
hipertrigliceridemia induzida pelo tratamento a um possivel desequilibrio da relagdo apo
Clll/apo CIl a favor da apo CIll, uma vez que ja é estabelecido na literatura que a
apoClll age inibindo a agao da LPL e a opo Cll como ativador da LPL. Baseados
nesses achados, é possivel postularmos se as alteragdes obtidas em nosso estudo nao
possam ter sido influenciadas pelo tratamento, uma vez que as drogas, acima
mencionadas, fazem parte do protocolo utilizado no tratamento tanto do LH quanto do
LNH. No entanto, o fato de os niveis de ftriglicérides, nos grupos em estudo, se
encontrarem dentro dos limites de normalidade associado com uma certa variabilidade
nos numeros de ciclos aplicados nesses pacientes, leva-nos a descartar esta
possibilidade, embora devamos acrecentar ao estudo, além das determinacdes ja

realizadas de apoA1, ApoB, as apoClIl e apoClI.

Em suma, a tendéncia é o esclarecimento, por completo, do metabolismo dos
QM através de metodologias mais praticas como as emulsdes artificiais semelhantes ao
QM natural, conforme a que foi utilizada no presente estudo. Nossos resultados,
portanto, abrem uma nova frente de estudo ao apontar alteragbes importantes no
metabolismo de QM tanto na doenga de Hodgkin quanto nos linfomas n&o-Hodgkin,
dada a grande importancia do metabolismo dos lipideos de dieta no contexto das
neoplasias malignas. Por outro lado, resta uma questdo de extrema importancia que

urge ser respondida, que sdo as possiveis causas para essa alteragdo metabdalica.
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CONCLUSOES

. A remogao plasmatica da emulsao € semelhante nos dois grupos de linfoma.

. Uma diminuigdo da remocéao plasmatica e da lipdlise da emulsao nos dois grupos de

linfomas quando comparados com o grupo controle.

. A diminuicdo da remoc¢do plasmatica e da lipdlise do QM artificial podem ser

atribuidas a diminuicéo da atividade da LPL.
. Esse efeito pode ser devido a:

- diminuicdo da expresséao da LPL;

- diminui¢do da expressao da ApoC-ll;

- aumento da expressao da ApoC-lIl.

. Tanto o INF-y quanto os quimioterapicos podem ser parcialmente responsaveis pelos

efeitos observados neste trabalho.
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RESUMO

Os quilomicrons sao lipoproteinas ricas em triglicérides. Na circulagao sistémica
os triglicérides s&o hidrolisados pela LPL e os acidos graxos liberados s&o utilizados
para geragao de energia. A particula resultante, o QMrem é enriquecida com apoE no
espaco de Disse e captada pelos receptores de LDL e pela LRP presentes no
hepatocito. O presente trabalho objetivou verificar se o metabolismo dos quilomicrons
estaria alterado nos linfomas nao Hodgkin e doenga de Hodgkin. Emulsdes artificiais
semelhantes aos quilomicrons naturais foram injetadas, via endovenosa, em 19
pacientes com linfoma ndo Hodgkin, 11 com doenca de Hodgkin e em 12 individuos
sadios. As emulsées foram marcadas com colesterol esterificado e triacilglicérides
radioativos, e as curvas de decaimento plasmatico desses isétopos foram determinadas
no plasma, a partir de amostras colhidas em intervalos regulares durante 60 minutos.
Os resultados mostraram que nao houve diferenca na remogao plasmatica, tanto dos
triglicérides quanto do colesterol esterificado, entre os dois grupos de linfomas. No
entanto, quando comparados com o grupo controle , os dois grupos de linfomas
demonstraram  diminuigdo na remogdo tanto de °H-TG quanto "C-CE. Permitindo
concluir que o processo de lipdlise e de remocao dos QMrem esta alterado nos LNH e

LH, com possiveis implicacdes no masuseio clinico e nutricional desses pacientes.

SUMMARY
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Chylomicrons(QM) are lipoprotein rich in triglycerides(TG). In the systemic
circulation, the triglycerides are hydrolyzed by the LPL and the released fatty acids are
employed in the production of energy. The resultant particle, which is QMrem, is
enriched wich apoE in the Disse space and captured by the LDL receptors and by the
LRP which are present in the hepatocyte. The present work aimed to verify if the
chylomicrons metabolism would be altered in non-Hodgkin’s lymphoma, 11 with
Hodgkin’s disease and 12 healthy subjects. Emulsions were marked with cholesterol
esterified and radioactive triacylglycerides, and the plasmatic disappearance curve of
these isotopes were determined in the plasma from samples collected at regular
intervals during 60 minutes. The results pointed out that there was no difference in the
plasmatic removal, both in the triglycerides as well as in the cholesterol esterified,
between the two lymphoma groups. However, when compared to the control group, the
two lymphoma groups displayed a reduction in the reomval of both *H-TG as well as "*C-
CE, leading to believe that the lipolysis process and QMrem removal is altered in LNH
and LH, with possible implication in the clinical and nutritional management of these

patients.
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Artigo de Revisao

Diagnostico Laboratorial da Cyclospora cayetanensis

Laboratory Diagnosis of Cyclospora cayetanensis

Geraldo Attilio De Carli*

RESUMO - Cyclospora cayetanensis, coccidio protista, € um protozoario patogénico para o
homem. A ciclosporose ¢ caracterizada por moderada a severa fadiga, niuseas, anorexia,
mialgia, perda de peso e intensa diarréia. Durante os Ultimos anos, a ciclosporose tem sido
descrita em varios surtos de diarréia na América Central e América do Sul, no Caribe, Africa,
Bangladesh, no sul e oeste da Asia, Australia, Inglaterra ¢ Europa oriental. As rotas de
transmissdo ainda sdo desconhecidas, entretanto, provavelmente a principal ¢ a fecal-oral,
como, também, diretamente ou via dgua. O mais recente surto de ciclospororose nos Estados
Unidos da América do Norte sugere a transmissao de Cycl. cayetanensis pela ingestdo de
frutas frescas contaminadas e importadas da América Central. Devido as limitagdes do exame
microscopico de preparagdes a fresco, varios métodos de coloragdo favorecem o diagnostico
de Cycl. cayetanensis. Os oocistos de Cyclospora sdo diagnosticados pela coloragdo de
preparagdes fixadas e coradas pelos derivados de Ziehl-Neelsen, pela safranina modificada,
pela autofluorescéncia (acdo da luz ultravioleta - UV) e pela utilizagdo da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). As variagdes da coloragdo de Ziehl-Neelsen ndo sdo tdo eficazes para essa
espécie como para os outros coccidios intestinais (Cryptosporidium parvum e Isospora belli).
A Cycl. cayetanensis exibe uma alta variabilidade de coloracdo e alguns oocistos ndo sdo
visualizados. Entretanto foram obtidas colora¢des uniformes dos oocistos desse organismo
pela modificagdo do método da safranina pelo aquecimento no forno de microondas. Os
oocistos ndo sdo esporulados quando excretados nas fezes. Cada oocisto esporulado contém
dois esporocistos e cada esporocisto contém dois esporozoitos.

UNITERMOS — Cyclospora cayetanensis, coccidio, diagnostico de laboratorio, forno de
microondas.

ABSTRACT- Cyclospora outbreaks have been associated with foodborne spread. Food items
associated with clinical disease have included seasonal production, particularly fresh fruits.
However, waterborne spread of this organism is also likely. The laboratory diagnosis of newly
recognized infectious agent, such as Cyclospora cayetanensis is frequently problematic,
because techniques and methods are not available. The methods currently accessible for
diagnosis are described and compared including modified acid-fast staining, autofluorescence,
and amplification by the polymerase chain reaction (PCR). The modified acid-fast is not as
effective for this species as for other intestinal coccidians (Cryptosporidium parvum e
Isospora belli).
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This organism exhibits a highly variable staining reaction, and some oocysts will not be
visualized. However, it was reported a uniform staining of Cyclospora oocysts in fecal smears
by a modified safranin technique with microwave heating,

UNITERMS - Cyclospora cayetanensis, coccidia, laboratory diagnosis, microwave.

INTRODUCAO

Os ciclosporideos, provavelmente, foram descritos pela primeira vez em 1870 por Eimer no
intestino de toupeiras™; entretanto o género foi criado em 1881 por Schneider™. A primeira
publica¢do sobre infecgdes referentes a Cyclospora cayetanensis foi descrita por Ashford
(1979)* que a identificou como Isospora tipo coccidio nas fezes de trés individuos em Papua,
Nova Guiné. Em 1989, Narango et al.”' descreveram o mesmo organismo em peruanos com
diarréia cronica e relataram o organismo como um coccidio tipo Cryptosporidium parvum.
Alguns investigadores suspeitavam que os oocistos da Cycl. cayetanensis nao esporulados
eram semelhantes a cianobactéria e a denominaram como “organismo tipo cianobactéria”
(CLB) porque a CLB era citada com grande freqiiéncia na literatura. Ortega et al. (1992)%
mostraram, em uma comunicacgao breve, que os oocistos desse organismo eram esporulados e
excistados, resultando dessa descri¢do a colocacdo do parasito no género Cyclospora. A
espécie Cycl. cayetanensis também foi criada nesse mesmo ano. A partir de 1985, comecaram
a ser descritos com grande freqiiéncia, através do mundo, organismos com tamanho de
aproximadamente 8 a 10 um de didmetro, apresentando colora¢do usualmente do rosa ao
purpura, pela coloragdo de preparacdes fixadas e coradas pelos derivados de Ziehl-Neelsen
M0 autofluorescéncia quando submetidos a luz ultravioleta (UV)®. Os oocistos de Cycl.
cayetanensis assemelham-se aos oocistos do C. parvum, mas nao apresentam morfologia
interna bem definida e a intensidade de cor tende ser mais varidvel (variabilidade de
coloragdo) do que aquela vista no Cryptosporidium e na Isospora.

Entretanto, como as informagdes morfolégicas ndo foram apresentadas na
comunicagdo de Ortega et al. (1992)*, a Cycl. cayetanensis tecnicamente tornou-se nomen
nudum (nome de espécie sem a descri¢do). Em 1993, Ortega et al® apresentaram descri¢oes
adicionais sobre esse novo coccidio e, em 1994, Ortega et al.** publicaram uma completa
descricao morfoldgica do parasito, validando o nome do coccidio. Dessa maneira, 0 nome
correto para esse parasito ¢ Cyclospora cayetanensis Ortega, Gilman e Sterling, 1994 ¢ a
etimologia do nomen triviale foi derivada da Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima,
Peru, onde inicialmente o parasito foi estudado®.

Pacientes com SIDA podem ser infectados pela Cycl cayetanensis™=". Estudos
baseados em evidéncias histologicas mostraram a possibilidade de que os pacientes portadores
do virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) t€m em hospedar um niimero maior de parasitos
do que os individuos imunocompetentes infectados com o mesmo organismo. Pesquisas
realizadas com pacientes infectados pela SIDA em Lima, Peru, mostraram que somente 1%
dos 126 doentes que apresentavam diarréia estavam infectados com Cyclospora 25, Resultados
semelhantes com pacientes sidéticos foram observados nos Estados Unidos da América do
Norte e FEuropa. Provavelmente, esse fato ¢ devido ao wuso freqiiente do
sulfametoxazol+trimetoprima (TMP-SMX) (Bactrim®, Deptra® ou Cotrim®) para a



profilaxia do Pneumocystis carinii. A alta prevaléncia de Cycl. cayetanensis em pacientes com
SIDA no Haiti € o resultado do uso restrito do TMP-SMX na profilaxia do fungozs.

A ciclosporose ¢ caracterizada por moderada a severa fadiga, nauseas, anorexia,
mialgia, perda de peso e intensa diarréia, com 1 a 8 evacuacdes diarias por 1 a 3 semanas. A
diarréia usualmente € intermitente, mas autolimitada e em pacientes imunocompetentes as
evacuagoes variam de 4 a 107 dias. Os sintomas se manifestam, geralmente, uma semana apos
a ingestao dos oocistos, podendo persistir por meses. O intestino delgado apresenta inflamagao
e o parasita causa mudangas na mucosa, incluindo atrofia das vilosidades e hiperplasia das
criptas intestinais. Infecgdes moderadas produzem poucos ou nenhum sinal clinico'''*!82%25,

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

O diagnostico das infeccdes pela Cyclospra em espécimes fecais € realizado pela observacao e
identificacdo microscopica dos organismos (oocistos) ou de seu DNA, através dos mesmos
procedimentos indicados para o estudo de outros parasitos intestinais. Na realidade, a
identificagdo segura e correta do parasito depende de critérios morfoldgicos, os quais estdao
sujeitos a uma colheita bem-feita e a uma boa preservacao dos espécimes fecais. Nao pode ser
esquecido que um material fecal inadequadamente colhido, velho ou mal preservado sera de
pequeno valor para o diagnostico. A deteccdo microscopica dos oocistos nas fezes ¢
considerada como um procedimento padrdo para o diagnostico (gold standard) e
provavelmente em um futuro préximo a microscopia ainda permaneca como o método de
escolha para a determinagdo das infecgdes causadas por esse pequeno coccidio™®' 2,

Os oocistos da Cycl. cayetanensis sao excretados intermitentemente, esporadicamente
e raramente em pequeno numero; conseqiientemente, algumas técnicas para concentrar
oocistos tém sido usadas com freqiiéncia como parte da rotina dos procedimentos de
diagnostico™®'™"2. Inicialmente, devido as limitagdes do exame microscopico de preparagdes a
fresco e pelo desconhecimento da morfologia dos oocistos, os métodos de coloragao
favoreceram o diagnostico da Cycl. cayetanensis™2. Atualmente, como os pesquisadores e os
parasitologistas comegaram a ganhar mais experiéncia e familiaridade com esse emergente
organismo, o uso de preparagdes a fresco, ndo coradas, tem sido empregado significativamente
no diagnostico dessa infecgio™'>.

O exame microscopico direto a fresco de esfregacos ou de preparagdes fixadas e
coradas pelos métodos derivados de Ziehl-Neelsen sdo procedimentos simples e eficientes
para o exame das fezes™'®™'2. Entretanto, quando o nimero de oocistos ¢ muito baixo,
técnicas de concentracdo sdo recomendadas, antes do estudo das preparagdes coradas. A
técnica de concentragdo centrifugo-sedimentacdo pela formalina-acetato de etila™ 113161718 ¢
rotineiramente usada, mostrando-se eficiente para a pesquisa de Cyclospora. Os
procedimentos de flutuagdo também sdo indicados para separar os oocistos de Cycl.
cayetanensis. Esses métodos usam reagentes de alta densidade para a concentragdo dos
oocistos, como o sulfato zinco, solucdo concentrada de cloreto de sodio e solucdo de sacarose.
A densidade especifica dessas solugdes ¢ de aproximadamente 1,2 g/ml. As vantagens e
desvantagens das técnicas de flutuagdo foram exaustivamente discutidas”™'®. A alta densidade
dos reagentes ¢ a mais significativa desvantagem dos procedimentos de flutuacdo. A técnica
de Sheather ¢ indicada para a pesquisa de oocistos em material fecal fresco®™®. Os oocistos
com muita freqiiéncia entram em colapso e os parasitas tornam-se distorcidos na aparéncia,



dificultando a identificacio. Visverara ef al. (1997)* descreveram um novo método baseado
na coloragdo da safranina®?, o qual cora uniformemente os oocistos da Cyclospora em
brilhante vermelho-alaranjado sobre um fundo azul (azul de metileno) ou verde (verde de
malaquita), desde que os esfregacos fecais sejam aquecidos no forno de microondas antes da
coloragdo. Esse procedimento de coloragao modificado € rapido, seguro e facil de realizar. Os
autores o consideram superior as coloracdes derivadas de Zichl-Neelsen”'*"*>2,

Outros procedimentos sdo usados e indicados para o diagndstico da ciclosporose,
como a esporulagdo'?, diagnéstico molecular (detecgdo baseada no PCR)*’ e identificagdo

histolégica pela biépsia do intestino'*?.

Colheita e Preservacio da Ameostra: Os mesmos protocolos, procedimentos e
medidas de seguranca desenvolvidos para os espécimes fecais coletados para o diagnostico de
outras parasitoses intestinais sdo aplicados para a Cyclospora’ ""®**3 Qs espécimes ndo
preservados podem ser temporariamente refrigerados (3 a 5°C) e imediatamente ap6s enviados
ao laboratorio.

Para permitir um exame microscopico satisfatorio, todo o bolo fecal deve ser enviado
ao laboratorio. Essa conduta ndo somente abastece o laboratorio com suficiente material para a
realizagdo de varios métodos e técnicas, como permite ao analista selecionar uma porcao
especifica para o exame. Na pesquisa de oocistos de Cycl. cayetanensis, as fezes podem ser
examinadas frescas ou preservadas na solugio de formaldeido a 10%’. Outra porgdo da
amostra pode ser emulsificada na solugdo de bicromato de potassio a 2,5% (m/v). Essa
solugdo ndo ¢ preservadora, entretanto ¢ usada na rotina como um meio de armazenamento e
de manutencao da viabilidade dos oocistos. A solugdo de formaldeido a 10% apresenta a
vantagem de preservar os oocistos, destruir o seu poder patogénico e inativar outros agentes
infecciosos. Uma terceira amostra ndo preservada devera ser congelada. Essa amostra permite
o armazenamento por um longo periodo de tempo'*™%, a realizacio de diferentes avaliacdes e
principalmente estudos baseados na biologia molecular (reagdo em cadeia da polimerase -
PCR), os quais nio poderiam ser realizados com amostras fecais formolizadas'>?’. As
amostras preservadas na solucdo de formaldeido a 10% sdo indicadas para o exame
microscopico direto, para as técnicas de concentragdo e na preparagdo de esfregacos
permanentes corados.

A possibilidade de encontrar oocistos aumenta pelo exame de amostras multiplas em
intervalos de 2 a 3 dias. As amostras fecais sdo freqiientemente preservadas pelo acetato de
sodio-acido acético-formaldeido (SAF) e pelo fixador alcool-polivinilico (fixador APV) ®. Os
métodos de coloragao derivados de Ziehl-Neelsen ¢ as técnicas de concentracdo de oocistos
ndo sdo recomendados para amostras fecais preservadas pelo fixador APV. O material
preservado pelo SAF pode ser trabalhado de forma idéntica as fezes preservadas pela solugao
de formaldeido a 10%. O sedimento fecal deve ser lavado para poder ser estudado pelo exame
de esfregacos a fresco e através de preparagdes fixadas e coradas.

Exame Direto a Fresco: Os oocistos ndo sdo esporulados quando excretados nas
fezes, eles necessitam de uma a duas semanas em condigdes ideais de temperatura para se
tornarem esporulados. Os oocistos esporulados sao arredondados, com 8 a 10 um de diametro
(variando entre 7,7 ¢ 10 pm)". Cada oocisto esporulado possui dois esporocistos ovais (4,0 x
6,3 um), e cada esporocisto apresenta dois esporozoitos (1,2 x 9,0 pum)"*. Os oocistos



possuem uma evidente e bem definida parede cistica. Os oocistos mostram internamente
agrupamentos de globulos refrateis, rodeados por uma membrana espessa. Esses globulos
internos coram-se de castanho pela solucdo de iodo. Os oocistos da Cyclospora sdo duas vezes
maiores em tamanho do que os estagios de diagnostico de C. parvum (arredondados, esféricos
ou ovais, com 4 a 5 um de didmetro) e um terco menores do que a 1. belli (elipsoides, 20 a 30
x 10 a 19 um). A morfometria com o micrometro ocular ¢ indispensavel para a identificacao
das espécies 3.

A demonstragao dos oocistos pelo exame direto a fresco ¢ aumentada ou intensificada
pela microscopia de epifluorescéncia®. Os oocistos exibem marcada autofluorescéncia, a qual
¢ facilmente observada pelo microscopista®>'®, A autofluorescéncia dos oocistos de C.
parvum € tao ténue, que ndo apresenta valor no diagnostico desse coccidio. Entretanto os
oocistos de 1. belli apresentam uma brilhante e visivel autofluorescencia*'®. Os oocistos da
Cyclospora autofluorescem em verde forte (filtro de excitagdo de 450 a 490 DM) ou em azul
intenso (filtro de excitacdo de 365 DM) quando submetidos a agdo da luz ultravioleta (UV). A
fluorescéncia inespecifica ¢ reduzida pela adi¢ao de uma gota de solucao de iodo de D’ Antoni
antes do exame . As amostras fecais frescas fixadas pelo alcool metilico ou preservadas pelo
SAF sio usadas na microscopia de fluorescéncia pela luz ultravioleta (UV)"*!#1831,

Esfregacos Permanentes Corados: Devido as limitagdes do exame microscopico de
preparagdes a fresco, varios métodos de coloragao favorecem o diagnostico dos oocistos dos
coccidios. Essas preparacdes proporcionam ao parasitologista um registro permanente do
protozoario identificado, podendo ser usadas para estudos com especialistas quando forem
observadas caracteristicas morfologicas que diferem das comuns. Existem varios
procedimentos de coloragdo. Em geral, os melhores sdo aqueles em que o parasito ¢ corado
(variagdes da coloragdo de Ziehl-Neelsen), os quais se sobrepdem aqueles em que os oocistos
da Cycl. cayetanensis aparecem em contraste”™ *'*=",

Curiosa e inexplicavelmente, a Cyclospora exibe uma marcada variabilidade de
coloragdo quando corada pelos derivados de Ziehl-Neelsen. Os oocistos coram-se do rosa ao
vermelho, ao plrpura intenso sobre um fundo azul de intensidade de cor varidvel. Entretanto
os oocistos ndo apresentam morfologia interna bem definida, mostrando intensidade de cor
varidvel. Essa variabilidade de coloragdo deixa de ser um problema nas infecgdes macigas,
porque sempre serdo observados varios oocistos corados.

Foram relatados casos em que todos os oocistos presentes no esfregago fecal nao
foram corados™'*'®, Os oocistos em preparacdes coradas pelos derivados de Zichl-Neelsen sdo
uniformes no tamanho, permanecendo com a mesma grandeza como foram descritos no
exame direto a fresco. Entretanto, com mais freqiiéncia do que nas preparagdes a fresco, os
oocistos ndo sao perfeitamente arredondados. A parede dos oocistos apresenta uma tipica
aparéncia rugosa ou ondulada e colapso ou distor¢do em um ou em varios lados'>'®.

Dependendo do grau de coloracdo, os oocistos podem variar em cor, desde organismos
incolores ou de coloragdo vermelha clara, a um intenso e brilhante ptrpura avermelhado. Essa
variabilidade na intensidade de coloragdo, apesar de ser uma das caracteristicas da Cyclospora,
tem indubitavelmente levado a muitos erros no diagndstico de laboratério’. Na coloracdo da
hematoxilina férrica modificada pela incorporag¢do do corante de Kinyoun (solugao de fucsina-



fenicada), os oocistos da Cycl. cayetanensis aparecem arredondados de coloragdo rosa ao
vermelho purpura sobre um fundo cinza da preparagio %%,

A coloragdo da safranina desenvolvida para a identificagdo de oocistos de
Cryptosporidium em esfregacos fecais foi modificada pela inclusdo do aquecimento em forno
de microondas®"*2. A inclusio do aquecimento em forno de microondas ao procedimento de
coloragdo resultou em uma coloracdo uniforme dos oocistos. Esse procedimento de coloragao
nao € somente superior as coloragdes derivadas de Ziehl-Neelsen, mas ¢ mais rapido, seguro e
de facil realizagdo. Os oocistos da Cyclospora corados pela safranina modificada exibem as
seguintes caracteristicas: tamanho de 8 a 10 um de diametro, parede rugosa e a coloragdo varia
do vermelho a um brilhante vermelho-alaranjado. A parede dos oocistos permanece
autofluorescente, sendo mais evidente quando ¢ observada pelo microscopico de contraste
diferencial de interferéncia (DIC ou Nomarsky)u.

1. Método da Safranina modificada

~ . . 2
Coloragao de oocistos de Cyclospora cayetanenszs&3

(Baxby , Blundell & Hart, 1984; Visvevara et al., 1997)

O método de coloragdo da safranina modificada cora os oocistos da Cycl. cayetanensis
uniformemente em um brilhante vermelho-alaranjado sobre um fundo azul (azul de metileno)
ou verde (verde de malaquita), desde que os esfregacos fecais sejam aquecidos no forno de
microondas antes da coloragdo. Esse procedimento de coloragdo ¢ rapido, seguro e facil de
realizar.

Amostra

Material fecal ndo preservado (fezes frescas), ou sedimento concentrado de fezes frescas, ou
fezes preservadas em solucado salina de formaldeido a 10%.

Reagentes

1. Safranina (CI 50240 ou Merck)

2. Azul de metileno (CI 42780)

3. Verde de malaquita (CI 42000)

4. Citrato de sédio, cristais [C3H4OH(COONa); 5H,O]

Solugoes
1. Solu¢@o aquosa de safranina a 1% (m/vol) (pH 6,5)

2. Solugdo aquosa de azul de metileno a 1% ou solu¢do aquosa de verde de malaquita a 1%
(m/vol).



Coloraciao da Amostra

6.
7.

Usar luvas durante todas as etapas da coloragdo

. Preparar o esfregaco, colocando em laminas de microscopia uma gota (50 pl) de suspensao

de fezes frescas ou formolizadas.

. Deixar secar a temperatura ambiente.
. Apos, mergulhar as laminas na solu¢do aquosa de safranina a 1% e aquecer no forno de

microondas, com poténcia total (650 W) por 30 segundos. Cubas de Coplin deverdao ser
usadas nessa fase do processo de coloragao.

. Lavar com é4gua corrente por 30 segundos.
. Corar o fundo da preparagdo mergulhando as ldminas na solu¢do aquosa de azul de

metileno a 1% ou na solug@o aquosa de verde de malaquita por 1 minuto. Cubas de Coplin
deverao ser usadas nessa fase do processo de coloragao.

Lavar com agua corrente por 30 segundos e secar.

Fazer a montagem com resina sintética.

Caracteristicas da Coloracao

Os oocistos aparecem arredondados com 8 a 10 um, uniformemente corados em um brilhante
vermelho-alaranjado sobre um fundo azul (azul de metileno) ou verde (verde de malaquita).

Observacoes

1.

O procedimento original de Baxby ef al® nio cora com regularidade os oocistos de
Cyclospora. O aquecimento na chama do bico de Bunsen ndo ¢ uniforme, com freqiiéncia,
devido a evaporacdo, o corante que cobre o esfregaco seca, deixando ocultos residuos de
cristais, os quais interferem na coloracio do oocisto". O aquecimento dos esfregagos em
banho de dgua a 60°C também nao mostrou bons resultados.

. Quando o esfregaco ¢ aquecido no forno de microondas, depois de ter sido coberto pela

solugdo aquosa de safranina (4gua destilada acidificada em pH 2,5 ou pH 6,5 ou em tampao
de citrato), ¢ observada uma coloracdo uniforme nos oocistos. O exato modo de ag¢do do
aquecimento no forno de microondas nao € conhecido. Entretanto alguns autores supdem
que as ligacdes cruzadas das proteinas (cross-linking of proteins) poderiam ser alteradas
pelo aquecimento no forno de microndas, ou existiria a possibilidade de o calor modificar a
configuracdo da superficie dos oocistos, tornado a membrana permeavel, favorecendo a
penetragdo uniforme do corante safranina'>> .

. Visvesvara et al.”* obtiveram excelentes resultados na identificacio da Cyclospora

preservando a amostra fecal em formaldeido a 10%, corando os esfregagos pela safranina a
1% (pH 6,5) e o fundo da preparacdo com verde de malaquita a 1% (safranina-verde de
malaquita). Esfregacos individuais mergulhados na soluc@o de safranima sdo aquecidos por
30 segundos no forno de microondas, enquanto que grupos de 5 a 10 esfregacos
mergulhados na solugdo corante na cuba de Coplin sdo aquecidos por 1 minuto.



4. As amostras fecais armazenadas na solu¢ao de bicromato de potassio a 2,5% nao mostram
resultados de coloragdo uniforme. Entretanto, quando o preservador ¢ removido pela
lavagem com solug¢do salina tamponada e apos fixadas em solugdo de formaldeido a 10%,
0s oocistos corados pela safranina apresentam uma coloragao uniforme.

5. Para a obtencao de 6timos resultados na coloracao, a solugdo corante de safranina deve ser
trocada apds 10 ciclos de coloragao.

6. Quando os oocistos sdo corados pelo método de Giemsa, os organismos aparecem
arredondados, de coloragdo azul ténue. Certos organismos ndo ficam corados e sao
dificilmente identificados. As leveduras e outros artefatos das fezes, com o mesmo
tamanho, coram-se em azul. Os organismos ndo sdo corados pelos métodos do tricromio,
do chromotrope e do Gram-cromotrope **.

7. O congelamento das amostras fecais a -20° C ndo altera as propriedades de coloracdo dos

oocistos, os quais sao corados em brilhante vermelho-alaranjado, como os organismos que
~ 12
nao foram congelados *.

Coloragao de oocistos de Cryptosporidium parvum3’32
(Baxby , Blundell & Hart, 1984; Visvevara et al., 1997)

A coloragdo da safranina modificada por Visvesvara et al., 1997 ¢ indicada para a coloracao
de oocistos de C. parvum.

Amostra

Material fecal nao preservado (fezes frescas) ou sedimento concentrado de fezes frescas ou
fezes preservadas em soluc¢do de formaldeido a 10%.

Reagentes

1. Acido cloridrico (HCI)

2. Alcool metilico (CH40)

3. Safranina (CI 50240 ou Merck)
4. Azul de metileno (CI 42780)

5. Verde de malaquita (CI 42000)

Solucdes

1. Solugdo aquosa écida de safranina a 1% e (pH 6,5) (m/vol)

2. Solugao aquosa de azul de metileno a 1% ou solu¢ao aquosa de verde de malaquita a 1%
(m/vol).

3. Solugao alcoolica de acido cloridrico a 3% (v/v)

Acido cloridrico 3ml
Alcool metilico 100 ml



Coloraciao da Amostra

1.

(98]

9]

9.

Preparar o esfregaco colocando em laminas de microscopia uma gota (50 pl) de suspensdo
de fezes frescas ou formolizadas.

. Secar o esfregago a temperatura de ~60°C (aquecedor de lamina).
. Antes de corar, deixar o esfregago esfriar a temperatura ambiente.
. Mergulhar na solu¢do acido-alcool a 3% por 5 minutos. Cubas de Coplin deverdao ser

usadas nessa fase do processo de coloragao.

. Lavar com 4gua corrente.
. Apo6s, mergulhar as 1aminas na solu¢do aquosa de safranina a 1% e aquecer no forno de

microondas, com poténcia total (650 W) por 1 minuto. Cubas de Coplin deverdo ser
usadas nessa fase do processo de coloragao.

. Lavar com 4gua corrente.
. Corar o fundo da preparacdo mergulhando as laminas na solugdo aquosa de azul de

metileno a 1% ou na solucdo aquosa de verde de malaquita por 1 minuto. Cubas de Coplin
deverdo ser usadas nessa fase do processo de coloracao
Lavar com agua corrente e secar

10. Fazer a montagem com resina sintética

2. Método de Kinyoun modificado (a frio)>*'**'-

O método de Kinyoun modificado (a frio) ndo requer o aquecimento da fucsina-fenicada
usada na coloragao.

Amostra

Material fecal nao preservado (fezes frescas) ou sedimento concentrado de fezes frescas ou
fezes preservadas em solugado salina de formaldeido a 10%.

Reagentes

1. Alcool metilico (CH40)

2. Alcool etilico (C,HqO)

3. Fenol,(fundido a 44° C) (C¢HcO)

4. Fucsima basica (CI 42500)

5. Acido sulftrico, concentrado (H,SO4)
6. Azul de metileno (CI 42780)

7. Hidroxido de potassio (KOH)
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Preparacio das Solucoes
1. Corante de Kinyoun (solucdo de fucsina-fenicada)

a. Solugdo A

Fucsina basica 4¢
Alcool etilico a 95% (v/v) 20 ml
b. Solucdo B

Fenol, fundido a 44°C 8g
Agua destilada-deionisada q.s.p. 100 ml

¢. Solugdo Corante

Solucdo A 20 ml
Solucdo B 100 ml

e Misturar as solu¢des A e B e armazenar a temperatura ambiente at¢ o momento do uso.
Estavel por 1 ano.

ou
Fucsina basica 4¢g
Fenol, fundido a 44°C 8 ml
Alcool etilico a 95% (v/v) 20 ml
Agua destilada-deionizada q.s.p. 100 ml

e Dissolver a fucsina basica no alcool etilico e adicionar a 4gua destilada lentamente com
agitacdo. Adicionar 8 ml de fenol ao corante, com uma pipeta com bulbo de borracha.

2. Solugdo de alcool etilico a 50% (v/v).
3. Solugao aquosa de acido sulfurico a 1%.

Armazenar a temperatura ambiente. Estavel por 1 ano.
4. Solugdo alcodolica (alcool etilico a 95%) de azul de metileno a 0,3%.

ou
5. Solugao alcalina de azul de metileno (solucdo de Loeftler)

Azul de metileno 03¢g

Alcool etilico a 95% (etanol) 100 ml

Hidroxido de potéssio (KOH), (0,01%) 100 ml
Observacao

Armazenar a temperatura ambiente. Estavel por 1 ano.
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Coloraciao da Amostra

W

AN

8.
9.

Usar luvas durante as etapas da coloragdo

. Preparar o esfregaco com fezes frescas ou preservadas. As amostras fecais formolizadas
poderdo ser concentradas pela centrifugacao (500 x g por 10 minuto).

. Deixar secar a temperatura ambiente.

. Fixar com élcool metilico por 1 minuto e deixar secar a temperatura ambiente.

. Corar com o corante de Kinyoun (a frio) por 3 a 5 minutos. Cubas de Coplin deverdo ser

usadas nessa fase do processo de coloragao.
. Escorrer o corante e lavar com solugao aquosa de alcool etilico a 50% (3 a 5 segundos).
. Lavar com 4gua corrente.

. Diferenciar com solu¢do aquosa de acido sulfurico a 1% por 2 minutos ou até que o

corante cesse de escorrer da lamina.

Lavar com agua corrente. Deixar escorrer.

Corar o fundo da preparagdo com solugdo alcodlica de azul de metileno a 0,3% por 1
minuto. Cubas de Coplin deverdo ser usadas nessa fase do processo de coloragao.

10. Lavar com agua corrente e secar.

11

. Fazer a montagem com resina sintética

Caracteristicas da Coloracao

Os oocistos da Cycl. cayetanensis apresentam coloragdo do rosa ao vermelho, ao purpura

int

enso. O fundo da preparagdo ¢ corado em azul. Os oocistos de Cycl. cayetanensis. com

tamanho de 8 a 10 um de diametro assemelham-se ao C. parvum; e ndo apresentam
morfologia interna bem definida, e a intensidade de cor tende ser mais variavel do que aquela
vista no Cryptosporidium e na Isospora.

Observacoes

1.

As coloragdes (solucoes de iodo) usadas no exame parasitologico das fezes ndo sao
indicadas para corar oocistos, como também a coloragdo da hematoxilina férrica e do
tricromio nao sao procedimentos seguros e recomendados. A modificacdo da coloracdo de
Kinyoun (a frio) ndo ¢ indicada para corar amostras fecais preservadas pelo fixador APV.
Entretanto amostras fecais preservadas com o SAF apresentam oOtimos resultados nos
processos de coloragdo. Os esfregacos devem ser finos, pois esfregacos espessos nao sao
convenientemente descorados.

. As técnicas de concentragdo de rotina (formalina-éter ou formalina acetato de etila) podem

ser usadas para isolar oocistos de Cyclospora.

. Ap6s a etapa 3, ¢ aconselhavel aquecer os esfregacos fixados a 70°C por 10 minutos

(aquecedor de lamina). Algumas amostras fecais, devido a sua consisténcia mucoide,
requerem o tratamento com hidréxido de potassio (KOH) a 10%. (Adicionar 10 gotas de
KOH a 10% ao sedimento fecal e agitar até a total homogeneizagdo. Lavar com solucgdo de
formaldeido a 10% e centrifugar (500 x g por 10 min). Sem decantar o sobrenadante, tomar
1 gota do sedimento e preparar um esfregaco fino). A possibilidade de encontrar oocistos
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aumenta pelo exame de amostras fecais multiplas, em razao da intermiténcia da passagem
destes organismos a partir dos hospedeiros. Alguns autores recomendam, no minimo, a
colheita de trés amostras em dias alternados. Normalmente sdo usadas concentracdes fracas
de acido sulfurico (1 a 3%). Concentragdes fortes do acido removem demasiadamente o
corante. As amostras fecais devem ser centrifugadas em tubos com tampa de rosca.

4. A coloragdo dos organismos acido-resistentes pode ser acelerada, pela adicdo de um
detergente ou de um agente anti-umidade. O tergitol n°® 7 (Sigma Chemical Co.) ¢ indicado
para essa modifica¢do da coloragdo. Adicionar 1 gota de tergitol n° 7 para cada 30 a 40 ml
do corante de Kinyoun. A coloragdo de fundo da preparacdo depende do corante usado;
azul de metileno concede a cor azul aos organismos que ndo se coram pela fucsina-
fenicada; enquanto que o verde malaquita cora o fundo em verde e o &cido picrico em
amarelo. A concentracdo do material fecal ¢ essencial para a demonstragdo dos organismos.

3. Método de Ziehl-Neelsen modificado (a quente)®*'*!

O método de Ziehl-Neelsen modificado requer o aquecimento da fucsina-fenicada usada na
coloracio.

Amostra

Material fecal ndo preservado (fezes frescas) ou sedimento concentrado de fezes frescas, ou
fezes preservadas em solugdo salina de formaldeido a 10%.

Reagentes

1. Alcool etilico (C;HsO)

2. Fenol fundido a 44°C (CsHgO)

3. Fucsima basica (CI 42500)

4. Acido sulfiirico, concentrado (H>SO4)
5. Azul de metileno (CI 42780)

Preparacao das Solucoes

1. Solucdo de fucsina-fenicada

a. Solugdo A

Fucsina basica 03¢g
Alcool etilico a 95% (v/v) 10 ml
b. Solugdo B

Fenol (fundido a 44°C) 5¢g

Agua destilada-deionizada q.s.p. 100 ml
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¢. Solucdo Corante

e Misturar as solugdes A e B e armazenar a temperatura ambiente até 0 momento do uso.
Estavel por 1 ano.

2. Solugdo aquosa de acido sulfurico a 5%.
3. Solugdo aquosa de azul de metileno a 0,3%.

Coloraciao da Amostra

Usar luvas durante todas as etapas da coloragdo

—

. Preparar o esfregaco com fezes frescas ou preservadas.

. Deixar secar a temperatura ambiente ou pelo aquecimento.

. Corar com fucsina-fenicada, aquecendo a lamina até a emissao de vapores por 5 minutos.
Cubas de Coplin deverao ser usadas nessa fase do processo de coloragao.

. Escorrer o corante e lavar com 4gua corrente.

. Diferenciar com solug¢do aquosa de acido sulfurico a 5% por 30 segundos.

. Lavar com 4gua corrente. Drenar.

. Corar o fundo com solucdo de azul de metileno a 0,3% por 1 minuto. Cubas de Coplin
deverdo ser usadas nessa fase do processo de coloragao.

. Lavar com 4gua corrente e secar.

9. Fazer a montagem com resina sintética

W N
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Caracteristicas da Coloracao

Os oocistos da Cycl. cayetanensis, com tamanho de 8 a 10 um, assemelham-se ao C. parvum,
nao apresentando os oocistos morfologia interna bem definida, e a intensidade de cor tende a
ser mais variavel do que aquela vista no Cryptosporidium e na Isospora.

Observacoes

1. Nao deixar o corante ferver e secar durante o processo de colora¢do. Aquecer a lamina até a
emissao de vapores.

2. Apos a etapa 2, ¢ aconselhavel aquecer os esfregacos fixados a 70° C por 10 minutos (em
aquecedor de lamina). Poderdo ser usadas diferentes concentragdes de acido sulfurico (0,25
a 10%), entretanto o tempo de diferencia¢do varia de acordo com a concentracdo usada.
Habitualmente, sdo empregadas solugdes de 1 a 5% de H,SO, .Ver observagdes referentes
ao método modificado de Kinyoun.

Controle de Qualidade

1. Incluir junto ao método de coloragdo uma lamina controle com C. parvum, preparada com
amostra fecal preservada pela solugao salina de formaldeido a 10%. Quando os oocistos do
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Cryptosporidium apresentarem uma boa coloragdo, os organismos Cycl. cayetanensis (8 a
10 pm ) também tomardo o corante.

2. Os oocistos do C. parvum apresentam coloragdo do rosa ao vermelho, ao purpura intenso,
com didmetro de aproximadamente 4 a 5 um, com quatro esporozoitos internos.. O fundo
da preparacdo ¢ corado em azul.

. Conferir a aderéncia (macroscopicamente) dos espécimes a lamina.

4. O micrometro ocular e o microscopio devem ser calibrados a cada 12 meses. Colocar as
objetivas e as oculares originais no microscopico durante a calibragdo. Realizar a
morfometria com micrometro ocular.

5. Os resultados do controle de qualidade devem ser registrados. Quando necessario, seguir o
plano de agdo para resultados “fora do controle”.

(O8]

4. Coloragio pela Hematoxilina modificada®”

Esse método de coloracdo foi desenvolvido para amostras fecais preservadas com o fixador
acetato de sodio-acido acético-formaldeido (SAF). O método de coloragdo pela hematoxilina
férrica modificada pela incorporacdo do corante de Kinyoun (solucdo de fucsina-fenicada) ¢
uma tentativa de apresentar um procedimento simultaneo de coloracdo para trofozoitos, cistos
e oocistos. A combinagdo do corante hematoxilina férrica, com o material preservado pela
solucdo fixadora SAF e com o corante de Ziehl-Neelsen modificado, resultou em um método
com muito bom rendimento, indicado para o diagnostico da espécie Cycl. cayetanensis.

Amostra

Material fecal preservado em SAF. Os espécimes frescos poderdo ser corados apds a fixacao
(30 minutos) em SAF.

Reagentes

—

. Claras de ovos de galinha

. Glicerina (C,Hs0s)

. Salicilato de s6dio (C7HsO3;Na) ou timol (C,0H;40) ou tintura de mertiolato (1:10.000) ou
formaldeido 37-40% (HCOH) (1:100)

. Acetato de s6dio (C,H30,Na.3H,0)

. Acido acético glacial (C,H40,)

. Formaldeido 37-40% (HCHO)

. Alcool etilico absoluto (C,HgO)

. Alcool etilico a 70%, 95% (V/v)

. Acido cloridrico concentrado (HCI)

10. Corante de Kinyoun (solucdo de fucsina-fenicada)

11. Hematoxilina, forma cristalina (CI 75290)

12. Acido picrico [CsHa(OH)(NO,)s] (CI 10305)

12. Sulfato ferroso amoniacal [Fe(NH4),(SO4),.6H,0]

13. Sulfato férrico amoniacal [FeNH4(SO4),.12H,0]

W N
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14. Xilol (Xileno) (CgHjo) ou Toluol (Tolueno) (C7Hsg)

Preparacao das Solucoes

1. Corante de Kinyoun (solugdo de fucsina-fenicada)

Fucsina basica 4¢g

Fenol, fundido a 44°C 8 ml
Alcool etilico a 95% (v/v) 20 ml
Agua destilada-deionizada q.s.p. 100 ml

e Dissolver a fucsina basica no alcool etilico e adicionar a 4gua destilada lentamente com
agitacdo. Adicionar 8 ml de fenol ao corante, com uma pipeta com bulbo de borracha.

2. Solugdo corante de Hematoxilina férrica de Spencer & Monroe

Solugdo I
Hematoxilina, forma cristalina (CI 75290) 10g
Alcool etilico absoluto (C,HsO) 1.000 ml

e Dissolver a hematoxilina no alcool etilico absoluto. Estocar em frasco de vidro de cor
ambar. Deixar amadurecer durante 6 meses ou durante 1 semana exposto ao sol.

Solugéo II

Sulfato ferroso amoniacal [Fe(NH4),(SO4),.6H,0] 10g
Sulfato férrico amoniacal [FeNH4(SO4),.12H,0] 10g
Acido cloridrico concentrado (HCI) 10 ml
Agua destilada-deionizada 1.000 ml

Solugdo de trabalho

e Misturar partes iguais das solucdes I e II. Esta solugdo deve ser preparada todas as
semanas.

3. Solugao aquosa saturada de acido picrico

Acido picrico [CcHy(OH) (NO3)3] (CI 10305) 2g
Agua destilada-deionizada 100 ml

e Adicionar o acido picrico a agua. Agitar vigorosamente e deixar em repouso durante
varios dias. Depois de 4 a 5 dias, alguns cristais do 4cido picrico podem permanecer nao
dissolvidos. Usar o liquido sobrenadante limpido ou filtrar a solucdo. Essa solugdo
diferenciadora tem conservagao indefinida e ndo apresenta problemas de estocagem.
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4. Solugédo de acido-alcool

Acido cloridrico (HCI) concentrado 30 ml
Alcool etilico absoluto g.s.p. 1.000 ml

5. Solugao de alcool-etilico 70% amodnia

Alcool etilico a 70% 50 ml

Amonia 0,5-1,0ml
6. Solugao fixadora acetato de sddio-acido acético-formaldeido (SAF)

Acetato de sodio 15¢

Acido acético glacial 2,0 ml

Formaldeido 37-40% 4,0 ml

Agua destilada-deionizada 92,5 ml

e Misturar em um beaker os componentes. Estocar o fixador em frasco de plastico ou em
frasco de vidro com tampa esmerilhada.

Preservacdo da Amostra

Misturar uma parte da amostra com trés partes do fixador. O sedimento ¢ usado para a
preparagdo de esfregacos permanentes.

7. Albumina fixadora de Mayer’

a) Colocar as claras de varios ovos frescos em um prato fundo.

b) Bater as claras com um garfo ou com um batedor de ovos até que elas estejam brancas e
Viscosas.

¢) Deixar em repouso por uma hora e apds retirar a espuma da superficie e transferir o
liquido remanescente para uma proveta.

d) Adicionar ao liquido igual volume de glicerina (v/v) e 1 g de salicilato de s6dio ou timol
ou 0,5 ml de tintura de mertiolato ou formaldeido 37-40%, para previnir a proliferacdo
de fungos, a cada 100 ml da mistura.

e) Agitar vigorosamente a mistura e filtrar através de papel-filtro. A filtracdo € lenta, sendo
necessario usar pequenas quantidades da mistura, com trocas diarias do filtro.

Coloraciao da Amostra
Preparacio dos esfregacos

Usar luvas durante todas as etapas da coloragdo

1. Em uma lamina, colocar uma gota da amostra fecal concentrada, preservada com SAF e
uma gota de albumina fixadora de Mayer.
2. Misturar as gotas e preparar um esfregaco estirado.
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3. Deixar secar a temperatura ambiente (o esfregaco aparece opaco quando seco).

Coloracao

1. Alcool etilico a 70%, 5 minutos.

2. Lavar com 4gua destilada-deionizada (em cuba de Coplin), 2 minutos.

3. Corante de Kinyoun, 5 minutos. Cubas de Coplin deverdo ser usadas nessa fase do
processo de coloragdo.

. Lavar com éagua corrente, 1 minuto.

. Solugao acido-alcool, 4 minutos:.

. Lavar com &gua corrente, 1 minuto.

. Solugdo corante de trabalho de hematoxilina férrica, 8 minutos. Cubas de Coplin deverao
ser usadas nessa fase do processo de coloragao.
8. Lavar com agua destilada, 1 minuto.
9. Solugao de trabalho de acido picrico, 3 a 4 minutos.

10. Lavar com 4gua corrente, 10 minutos.

11. Alcool etilico a 70% amémia, 3 minutos.

12. Alcool etilico a 95%, 5 minutos.

13. Alcool etilico absoluto, 5 minutos.

14. Xilol ou tolueno (1), 5 minutos.

15. Xilol ou tolueno (2), 5 minutos.

16. Fazer a montagem com resina sintética

~N N n A~

*A etapa 5 pode ser realizada como segue.

5. Solug¢do de acido-alcool, 2 minutos.
6. Lavar com agua corrente, 1 minuto.
7. Solugdo de acido-alcool, 2 minutos.
8. Lavar com agua corrente, 1 minuto.
9. Continuar a seqiiéncia da coloragdo na etapa 7.

Caracteristicas da Coloracao

Os trofozoitos e cistos de protozoarios coram-se de azul-cinzento ao preto, como também o
material de fundo. As estruturas nucleares, os corpos de inclusdo e o citoplasma adjacente
apresentam-se em preto. Os oocistos de C. parvum e 1. belli apresentam coloragdo do rosa ao
vermelho ao purpura intenso. Os oocistos da Cycl. cayetanensis aparecem arredondados de
coloragdo rosa ao vermelho purpura sobre um fundo cinza da preparagao.

Controle de Qualidade

1. Incluir junto aos procedimentos de coloracdo uma lamina controle com C. parvum,
preparada com amostra fecal preservada em solucdo salina de formaldeido a 10%.

2. Quando os oocistos do Cryptosporidium apresentarem uma boa coloracdo (rosa-vermelho
ao purpura com o fundo da preparagdo em azul uniforme), o organismo C. cayetanensis,
também tomarao o corante.
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. Conferir a aderéncia macroscopica dos espécimens a lamina.
. A colora¢do do rosa ao vermelho depende da penetragdo do corante, da espessura do

esfregaco e da idade do espécime.

. A solugdo salina de formaldeido a 10% apresenta a vantagem de fixar os oocistos e destruir

o seu poder patogénico e inativar outros agentes infecciosos. Entretanto sdo contraditorias
as afirmacdes de que os organimos perderiam a capacidade de tomar o corante (fucsina-

fenicada) depois de um longo periodo de armazenamento em solu¢do de formaldeido a
10%.

. Testar diariamente a solugdo de trabalho da hematoxilina- férrica, pela adi¢ao de uma gota

do corante a 4gua corrente. Se ndo houver desenvolvimento de cor azul, preparar uma nova
solucdo de trabalho.

. O micrémetro ocular e o microscopio devem ser calibrados a cada 12 meses. Colocar as

objetivas e as oculares originais no microscopico durante a calibragdo. Realizar a
morfometria com micrometro ocular.

. Os resultados do controle de qualidade devem ser registrados. Quando necessarios, seguir o

plano de agdo para resultados “fora de controle”.

Pontos-Chave — Cyclospora cayetanensis

1.

Os oocistos Cycl. cayetanensis sao grandes (8 a 10 um), maiores do que os organismos
normais de C. parvum (4 a 5 um). Medir os oocistos para confirmar o tamanho. A
morfometria com o micrometro ocular ¢ indipensavel para a identificagdo das espécies.

. As amostras fecais devem ser previamente concentradas; ¢ recomendado centrifugar os

espécimes por 10 minutos a 500 x g.

Pelo exame direto a fresco os oocistos aparecem como esferas nao refrateis e
autofluorescem em verde forte (filtro de excitacdo de 450 a 490 DM) ou em azul intenso
(filtro de excitagao de 365 DM) quando submetidos a acdo da luz ultravioleta (UV).

. Pelos métodos derivados de Ziehl-Neelsen, os oocistos coram-se do rosa ao vermelho, ao

purpura intenso sobre um fundo azul de intensidade de cor variavel. Entretanto os oocistos
ndo apresentam morfologia interna bem definida, com intensidade de cor variavel. A
parede dos oocistos apresenta uma tipica aparéncia rugosa ou ondulada e colapso ou
distor¢do em um ou em varios lados

. Pela coloragdo safranina modificada, os oocistos aparecem arredondados com 8 a 10 um,

uniformemente corados em brilhante vermelho-alaranjado sobre um fundo azul (azul de
metileno) ou verde (verde de malaquita). Os oocistos apresentam uma autofluorescéncia
discreta ou moderada.

. Os oocistos ndao se coram pelo tricrdomio, mas aparecem como esferas torcidas, claras,

palidas e arredondadas.

. Os oocistos nao se coram pela hematoxilina férrica, Grocott-Gomori, Prata metamina, Iodo

ou Acido Periodico de Schiff (PAS).

. Os oocistos da Cyclospora sao duas vezes maiores em tamanho do que os estagios de

diagnostico do C. parvum (arredondados, esféricos ou ovais, com 4 a 5 um. de didmetro) e
um terco menores do que a /. belli (elipsdides, 20 a 30 x 10 a 19 um). A morfometria com o
micrometro ocular ¢ indispensavel para a identificagdo das espécies. As semelhanga
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morfoldgicas dos oocistos de Cycl. cayetanensis e C. parvum podem apresentar problemas
no diagndstico

9. Tamanho maior, variabilidade na coloragdo pelos derivados de Ziehl-Neelsen e
autofluorescéncia exibida pela Cyclospora levam a uma diferenciacao rapida dos oocistos
do Cryptosporidium, das leveduras e dos artefatos comumente encontrados nas fezes.
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RESUMO: O 4acido ascorbico, quando presente em amostras biologicas, pode
interferir nos ensaios laboratoriais que utilizam rea¢des de 6xido-redugdo. O objetivo
desse estudo foi estabelecer o grau de interferéncia do dacido ascoérbico nas
determinagdes bioquimicas séricas em relagdo a dose de vitamina C ingerida por
individuos saudaveis e ao tempo de coleta das amostras. Voluntarios saudaveis (n=13)
consumiram doses de 0,25 a 4,0 g/dia de vitamina C e as determinac¢des bioquimicas
foram realizadas em amostras obtidas 4, 12 € 24 h ap6s a ingestdo. Os niveis de acido
ascorbico sérico aumentaram significativamente 4 ¢ 12 h apds a ingestdo das varias
doses de vitamina C. Dentre os parametros analisados, observou-se uma diminuicao
significativa nos valores séricos de acido urico e bilirrubina, inversamente
proporcional aos niveis de acido ascorbico presentes nas amostras (r = -0,57 para
urato e -0,33 para bilirrubina, p<0,05). Apo6s 24 h ocorreu ainda 18% de interferéncia
para o acido urico com a dose de 4 g de vitamina C (p<0,05). Em contrapartida, o
acido ascorbico nado interferiu nas determinacdes de glicose, colesterol, triglicérides,
uréia, fosforo e cretinina. Para evitar resultados falso-negativos de acido urico e
bilirrubina sugerimos a suspensdo da ingestao de vitamina C em até 48 h antes da

coleta de sangue para as analises.

UNITERMOS - Acido ascorbico, interferéncia, parametros séricos, reagao de Trinder



SUMMARY - Ascorbic acid, when present in biological fluids, interferes in the
laboratory assays with redox indicator systems. The goal of this work was to evaluate
the level of ascorbic acid interference on the measurement of several chemical serum
parameters in relation to the dose level of vitamin C ingested and the time period of
sample collection. Healthy volunteers (n=13) consumed 0.25 to 4.0 g/d of vitamin C
orally and the assays were performed in samples collected at 4, 12, and 24 h after
ingestion. Serum ascorbic acid level increased significantly 4 and 12 h after vitamin C
ingestion (p<0,05). Among the parameters studied, there was a decrease in the serum
values of urate and bilirubin, inversely related to the level of serum ascorbic acid (r = -
0,57 and -0,33, respectively, p<0,05). After 24 h still occurred 18% of interference for
urate with 4 g vitamin C (p<0,05). In contrast, ascorbic acid did not inhibit the Trinder
reactions for glucose, cholesterol, triglycerides, and for urea, phosphate, and
creatinine. To prevent false-negative results for urate and bilirubin, we suggest that
intake of vitamin C should be avoided at least 48 h before blood collection for

analysis.

KEYWORDS - Ascorbic acid, interference, serum parameters, Trinder’s reaction.



INTRODUCAO

O crescente consumo de altas doses de vitamina C (&cido ascorbico) tem se tornado
um agravante para os analistas clinicos. O acido ascorbico ¢ facilmente absorvido e atinge
niveis séricos relativamente elevados, sendo o excesso eliminado pela urina*’. Por ser um
potente agente redutor, o acido ascérbico ¢ um conhecido interferente nas reagdes
bioquimicas que envolvem sistemas indicadores de oxido-redugdo. Alguns parametros
bioquimicos séricos, como glicose, colesterol, triglicérides e acido turico, podem ser
determinados por oxidases especificas que produzem o peroxido de hidrogénio. Este por
sua vez, participa da reagao de oxidacdo de um cromogeno catalisada por uma segunda
enzima peroxidase (recio de Trinder’). O 4cido ascorbico interfere nessa sequéncia de
reagoes, reduzindo o perdéxido de hidrogénio ou competindo com o cromogeno,
produzindo assim, resultados falsamente diminuidos'>**'%'%13 Além de inibir a rea¢io de
Trinder, o acido ascoérbico pode também interferir nas reagdes para a determinagdo de

1,3,5,6,10,11

bilirrubina3’5, creatinina , fésforolo, uréia® e das enzimas aminotransferasess,

lactato desidrogenase’ e fosfatase alcalina™’.

Apesar do efeito provocado pelo acido ascoérbico ser conhecido ha muito tempo,
bem como também as modificacdes introduzidas nas formulagdes dos reagentes para
minimizar o efeito interferente, o fendmeno parece ainda existir. Assim, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a ag¢do interferente do acido ascorbico em funcao de duas variaveis: a)
dose de vitamina C ingerida, considerando uma suplementagdo sem prescrigao médica e, b)
tempo de coleta da amostra ap6s a ingestao da vitamina. Nossos resultados demonstraram
que ocorreu interferéncia significativa na determinacdo de &cido urico com doses

relativamente pequenas de vitamina C (250 mg) quando a amostra foi coletada 4 ¢ 12 h



apds a ingestdo. Com doses maiores de vitamina C o efeito inibitorio foi observado,

inclusive, 48 h ap6s a ingestao.



MATERIAIS E METODOS

Materiais. A vitamina C, comercializada na forma de comprimidos
efervescentes, ou em gotas, Redoxon® (Roche), foi adquirida nas farmadcias e
drogarias. Os “kits” de reagentes foram gentilmente fornecidos pela Labtest
Diagnéstica, Belo Horizonte-MG. O écido ascorbico e o 4cido metafosforico foram
obtidos da Merck. Os demais reagentes utilizados, acido sulfurico, 2,4-dinitrofenil-

hidrazina, tiouréia, sulfato de cobre e cloreto de sodio foram de marcas nacionais.

Protocolo experimental. Treze voluntarios considerados saudaveis pela
equipe médica do HU-UFSC, consumiram diariamente, por via oral, doses crescentes
e sucessivas de 250, 500, 1000, 2000 e 4000 mg de vitamina C. Cada dose foi ingerida
de forma unica apos a ultima refeicdo do dia, durante 7 dias consecutivos com
intervalo de 3 dias entre cada dose. As amostras de sangue foram coletadas na manha
do 8° dia, 12-13 h apds a ingestdo da vitamina C e igual periodo de jejum. Apds a
coleta de sangue, os individuos ingeriram uma tltima dose de vitamina C e amostras
subsequentes foram coletadas apos 4 e 24 h. Durante a ingestdo das doses inferiores a
2 g foi evitado o consumo de alimentos ricos em vitamina C. Os soros foram isolados
por centrifugacdo e as determinagdes bioquimicas foram realizadas imediatamente. Os
resultados foram comparados com 3 valores obtidos em diferentes semanas antes da
suplementagdao com a vitamina C, apds jejum de 4 e 12 h (niveis basais de cada

individuo).

Determinacgdes dos analitos bioquimicas. O soro foi obtido por centrifugacio
do sangue a 1500g por 15 min e analisado imediatamente. As determinagdes dos

pardmetros bioquimicos foram realizadas segundo as instru¢cdes do fabricante



utilizando-se os seguintes métodos: Reacao de Trinder para glicose (glicose oxidase),
colesterol total (colesterol oxidase), triglicérides (lipase e glicerol oxidase) e acido
urico (uricase). A uréia foi determinada pelo método da urease (colorimétrico), a
creatinina pelo picrato alcalino com duas leituras (Jaffé), a bilirrubina por
diazotizagdo com o d4cido sulfanilico e o fosforo por reacdo com o molibdénio
(colorimétrico e UV). Ensaios adicionais foram realizados com as amostras de 12 h

apos repouso a 4°C por 6 h.

Determinaciao do Acido Ascorbico Sérico. O 4cido ascoérbico presente nas
amostras de soro obtidas antes e apds a suplementagdo oral com a vitamina C foi
determinado imediatamente ap6s a coleta do sangue, utilizando-se o método

espectrofotométrico da 2,4-dinitrofenil-hidrazina®.

Analise Estatistica. As diferencas entre os valores obtidos antes e apos a
suplementagdo com a vitamina C foram verificadas pela Andlise de Varidncia
(ANOVA) para medidas repetidas e teste complementar de Tukey (considerando 3
valores basais) e teste ¢ pareado de Student (considerando a média dos valores basais).
Foi realizada também a Analise de Regressao Linear (Correlagdo de Pearson) entre os
valores dos analitos bioquimicos e os niveis de acido ascorbico séricos e entre estes e

a dose de vitamina C ingerida. Foi considerado um nivel de significancia de p<0,05.



RESULTADOS
Concentracao de acido ascorbico sérico.

A Figura 1 mostra os niveis de acido ascorbico no soro dos individuos, antes e
apds a ingestdo das varias doses de vitamina C. A concentragdo de acido ascorbico
aumentou significativamente 4 h apos a ingestao de apenas 250 mg de vitamina C em
relagdo aos valores basais (0,125 vs 0,06 mmol/l, respectivamente, p<0,05). Com a
ingestao de doses maiores de vitamina C ocorreu um aumento crescente nos niveis de
acido ascorbico sérico (r = 0,80; p<0,01), atingindo um méximo de 0,21+£0,03 mmol/I
(3,65+0,52 mg/dl) com a dose de 4 g. A quantidade de acido ascoérbico presente no
soro obtido 12 h apos a ingestdo de 1, 2 e 4 g de vitamina C foi significativamente
maior do que os niveis basais (p<0,05), correlacionando-se ainda, com a dose ingerida
(r=0,78; p<0,01). Independente da dose de vitamina C consumida, os valores séricos
retornaram aos niveis basais apos 24 h. Apesar da auséncia de significancia, as
amostras obtidas apos a ingestdo de 4 g da vitamina apresentaram niveis de acido

ascorbico 40% maiores do que os valores basais.

Interferéncia nas reacdes bioquimicas.

A Tabela 1 mostra os resultados das determinacdes dos parametros
bioquimicos em amostras de soro obtidas 4 h apds a ingestdo das varias doses de
vitamina C. Dentre os varios parametros analisados somente o acido urico e a
bilirrubina sofreram interferéncia pelo acido ascorbico. Os valores basais (0g de
vitamina C) sdo a média de 3 determinagdes realizadas antes da suplementacao
vitaminica. A varia¢do biologica intra-individual encontrada para o 4cido urico foi de

5,1 a 6,5% e para a bilirrubina foi de 5 a 18,4%. Os niveis séricos de acido urico
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diminuiram progressivamente 4 h apos a ingestao de doses crescentes de vitamina C (r
= -0,56; p<0,05; Figura 2). Ocorreu uma inibicao de 21,3+£8,5% (p<0,01; Tabela IV)
inclusive com a menor dose de vitamina C analisada (0,25 g). Os valores de
bilirrubina também diminuiram, porém a interferéncia foi da ordem de 25-30%
(p<0,05; Tabela IV) sem apresentar uma alta correlagdo com os niveis de acido
ascorbico sérico (r = -0,33; p<0,05; Figura 3). Os niveis de triglicérides diminuiram
em torno de 45% apos a ingestdo de 4 g de vitamina C (Tabela I), no entanto essa
variagdo nao foi estatisticamente significativa, provavelmente devido a grande
variacdo dos resultados. Resultados estatisticos semelhantes foram obtidos pela
analise de variancia e teste complementar de Tukey utilizando-se os 3 valores basais.

Ocorreram interferéncias significativas nas determinagdes de acido urico com
as amostras obtidas 12 h apds a ingestdo da vitamina C (Tabela II), porém em menor
grau se comparadas com as amostras de 4 h. Niveis significativos de inibigdo (25-
30%, p<0,001; Tabela IV) foram observados somente apds a ingestdo de doses > 1 g
de vitamina C. Em relacdo aos valores de bilirrubina, o nivel de interferéncia foi
semelhante ao de 4 h, porém com uma correlacdo maior com o acido ascorbico sérico
(r = -0,44; p<0,05). A Tabela IIl mostra os resultados obtidos 24 h apds a
suplementagdo vitaminica. O grau de interferéncia diminuiu sensivelmente, no entanto
ainda foi possivel observar uma inibi¢do de 18% na reagdo de acido urico com as
amostras coletadas apds a ingestdo de 4 g de vitamina C.

Considerando que o acido ascorbico em solugdo possui uma meia-vida de
aproximadamente 3 h* e que o efeito inibitério deve diminuir & medida que o 4cido
ascorbico sofre auto-oxidagdo, ensaios adicionais para o acido trico foram realizados

com as amostras obtidas apds a ingestdo de 2 e 4 g de vitamina C ap0s repouso das
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mesmas a 4°C por 6 h. Os valores para o acido urico assim obtidos foram semelhantes
aos anteriormente determinados, 1-2 h apds a coleta. Resultados preliminares de
ensaios in vitro t€ém revelado que o efeito inibitério do acido ascorbico, dependendo
da quantidade presente na amostra, pode persistir por um tempo mais longo do que
normalmente se imagina. Por exemplo, a adicdo de 0,17 mmol/l (3 mg/dl,
concentracao final) de 4cido ascérbico em um “pool” de soro humano provocou uma
inibicao nas reagdes de acido urico de aproximadamente 84, 68, 60 e 42% apos 2, 6,

24 e 48 h, respectivamente.
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DISCUSSAO

A interferéncia do acido ascorbico nos ensaios laboratoriais ¢ conhecida ha
longo tempo e para minimizar o problema algumas modificacdes nas formulacdes dos
reagentes foram introduzidas pelos fabricantes de “kits”. No entanto, com o crescente
consumo de elevadas doses de vitamina C pela populacdo, como forma de auto-
medicacdo para prevenir resfriados, doengas cardiovasculares e canceres, torna-se
importante analisar o efeito interferente do acido ascoérbico considerando-se o seu
metabolismo. Assim, o principal objetivo desse estudo foi demonstrar que doses de
vitamina C, normalmente consumidas de forma crénica pelas pessoas saudaveis,
podem interferir de forma significativa em alguns ensaios laboratoriais, dependendo
dose de vitamina C consumida e do tempo em que a amostra de sangue foi coletada
apods a ingestao da vitamina.

Nossos resultados demonstraram que os niveis de acido ascorbico sérico
aumentaram 2 vezes (0,06 vs 0,12 mmol/l; p<0,05), 4 h apds a ingestao de uma dose
relativamente pequena de vitamina C (250 mg). Esse aumento de acido ascorbico foi
suficiente para provocar uma inibi¢ao de 21% (p<0,05) na reacdo para a determinagao
de acido turico (uricase/peroxidase). Naturalmente, a concentracao do acido ascorbico
sérico aumentou significativamente com a ingestdo de doses maiores de vitamina C (r
= 0,80), causando uma interferéncia maxima de 55% apds a ingestdo de 2 e 4 g de
vitamina C (Tabela IV). O tempo necessario para a eliminacao plasmatica do excesso
de acido ascorbico, apos a interrupgao da suplementagdo vitaminica, foi dependente
da dose ingerida (Figura 1). Assim, as doses < 0,5 g foram eliminadas nas primeiras
12 h apds a ingestao, enquanto que as doses de 1,0 e 2,0 g necessitaram de 24 h para

completa eliminacao do excesso e pelo menos 48 h para a dose de 4 g de vitamina C.
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Consequentemente, o grau de inibigdo observado nos ensaios de acido urico foi
progressivamente menor nas amostras coletadas 4, 12 e 24 h apds a ingestdo da
vitamina C. Vale a pena ser destacado o fato de que uma dose moderada de vitamina
C (1,0 g) provocou interferéncia significativa em amostras de sangue coletadas 12 h
apds a ingestdo e no caso de 4 g, inclusive, 24 h apo6s. As interferéncias observadas
nas reagdes para a determinagdo da bilirrubina total (diazotizagdo) foram
significativas nas amostras coletadas 4 ¢ 12 h apods a ingestdo de doses > 0,5 g de
vitamina C, no entanto, o grau de inibi¢do ndo apresentou uma nitida correlacdo com
os niveis séricos de acido ascorbico.

E interessante notar que, mesmo com a maior dose de vitamina C estudada (4
g), ndo ocorreram interferéncias significativas nas reacdes para a determinacao de
glicose, colesterol, creatinina, fosforo e uréia (Tabelas I e IT). Os niveis de triglicérides
diminuiram em média 45%, 4 h apds a ingestdo de 4 g de vitamina C, porém essa
variagdo nao foi estatisticamente significativa a nivel de 5%. Utilizando concentragdes
mais elevadas de acido ascérbico em experimentos in vitro, sem considerar portanto a
variagao bioldgica dos parametros bioquimicos, outros autores t€ém demonstrado uma
inibicdo significativa para a maioria dos ensaios que utilizam reacdes de Oxido-
reducdo”® ™. Certamente, concentra¢des elevadas de é4cido ascorbico podem ser
encontradas no soro de pacientes com canceres que estdo recebendo tratamentos com
mega doses de vitamina C'*.

Tendo em vista a pequena meia-vida do acido ascorbico em solucao (aprox 3
h)*, alguns fabricantes de reagentes sugerem que o ensaio seja repetido apos 1-2 horas,
quando a amostra contém o acido. Nossos resultados demostraram que, dependendo

da quantidade de acido ascorbico presente na amostra, o periodo de 6 h ndo foi
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suficiente para ocorrer diminuicdo da interferéncia. Portanto, essa parece ser uma
medida inviavel para a rotina laboratorial como forma de contornar o problema da
interferéncia. Naturalmente, todas as conclusdes oriundas desse estudo sdo relativas
aos reagentes da Labtest Diagndstica. Estamos realizando experimentos adicionais
com “kits” de reagentes de outros fabricantes, mas enquanto nao surge no mercado
uma formulacdo mais resistente para o acido urico e bilirrubina, sugerimos que o
consumo de vitamina C seja interrompido 12, 24 e 48 h antes da coleta do sangue para
a realizacdo dos exames quando as doses ingeridas forem < 0,5, 1-2 e 4g,

respectivamente.
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TABELA I
Parametros bioquimicos séricos (mg/dl) determinados antes e 4 horas apds a ingestao de doses crescentes de vitamina C (n =10)

Vitamina C (g/dia) 0 0,25 0,50 1,0 2,0 4,0

Ac. Ascorbico (mmol/l) 0,0610,02 0,12+0,03*  0,13+0,03**  0,14+0,02** 0,18+0,02*** 0,21+0,03**

Acido Urico 4,7+1,8 3,7+1,5%* 3,241,2%%* 2,8+0,6%** 2,141,0%** 2,140,5%**
Bilirrubina 0,66+0,17 0,69+0,22 0,44£0,17**  0,49+0,11* 0,48+0,24* 0,47£0,1*
Colesterol Total 153+15,1 171,8+34,1 161,7£20,6 166,2+34,5 163,4+34,8 171,9+25,5
Creatinina 1,00+0,13 1,08+0,17 1,18+0,10 0,93+0,09 1,01+0,12 1,13+0,10
Foésforo UV 3,9+0,31 4,2+0,56 4,210,79 5,0+0,32 4,3+0,70 3,9+1,11
Fosforo Color. 3,510,25 4,0+0,23 3,610,27 3,610,80 3,210,40 2,7%£0,19
Glicose 89,0+6,3 84,5t11,8 91,7£13,4 86,5£10,1 82,2+5,5 93,7+6,1
Triglicérides 98,5+34,5 99,8+39,1 85,5+6,6 102,3+43,3 59,6+33,8 54,3+28,2
Uréia 31,04£3,5 30,8+4,5 33,5+3,8 29,5+3,8 28,6143 33,7+5,4

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, comparado ao respectivo controle (0 Vit. C). Teste ¢ Pareado de Student.
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TABELA II

Parametros bioquimicos séricos (mg/dl) determinados antes e 12 horas apos a ingestdo de doses crescentes de vitamina C (n = 13)

Vitamina C (g/dia)

Ac. Ascorbico

(mmol/l)

Acido Urico

Bilirrubina

Colesterol Total

Creatinina

Fosforo UV

Fosforo Color.

Glicose

Triglicérides

Uréia

0 0,25 0,50 1,0 2,0 4,0
0,07+0,01 0,09+0,04 0,10+0,04 0,11£+0,02* 0,11£0,01**  0,18+0,02%**
4,6+1,42 4,2+1,35 4,18+1,65 3,481, 4%** 34241 41%%*  317+]1,05%**
0,75%0,18 0,72+0,13 0,57+0,26**  0,56+0,17** 0,51£0,12%*  0,48+0,14***
159+18.3 166,8+33,2 166,8+24,2 169,8+22,7 160,6+33,9 157,2+21,3
0,94+0,13 1,10+0,15 1,05+0,19 1,10+0,15 1,03+0,10 0,86x0,17
4,01+0,44 3,63%0,38 3,90+0,19 4,66+0,81 4,47+0,57 4,17+0,69
3,73+0,31 3,52+0,39 3,38+0,61 3,87+0,61 3,67+0,29
85,9+6,6 92,4%12,5 87,5£16,2 78,5£13,8 82,2482 89,5+10,9
72,1+£26,0 79,2+38,0 86,4+28,6 73,2+27,2 60,2+22,0 48,3£12,6
28,3+4,5 31,9449 28,915,5 27,3+4,8 29,2+5,3 28,5155
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*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, comparado ao respectivo controle (0 Vit. C). Teste ¢ Pareado de Student.
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TABELA III
Parametros bioquimicos séricos (mg/dl) determinados antes e 24 horas apos a

ingestdo de doses crescentes de vitamina C (n = 6)

Vitamina C (g/dia) 0 0,50 1,0 2,0 4,0

Ac. Ascorb. (mmol/l) 0,07+0,01  0,08+0,01 0,06+0,01  0,09+0,01  0,10+0,02
Acido Urico 4,03+1,54 3,75+1,34  3,83+1,63  3,30+1,42%*

Bilirrubina 0,68+0,20 0,74+0,18  0,85+0,14 0,79+0,64

*#p<0,01, comparado ao respectivo controle (0 Vit. C). Teste ¢ Pareado de Student.

TABELA IV
Interferéncia do acido ascorbico nas reacoes de acido urico e bilirrubina 4, 12 e 24

horas apos a ingestao de doses crescentes de vitamina C (% de inibi¢cdo = DP)

Vitamina C (g/dia) 0,25 0,50 1,0 2,0 4,0

4 horas

Acido Urico 21,348,5" 31,9+12,8" 40,4+8,0° 553+27,6°  54,2+14,7°
Bilirrubina 0 33,3413,3°  25745,9*  273+13,6°  28,8+7,2°

12 horas

Acido Urico 8,742,6 9,142,7  24,3%9,7° 25,6%10,2°  31,1+10,9°
Bilirrubina 4,0£0,8 24,0+12,0° 253+6,3°  32,0+74° 36,049,0°
24 horas

Acido Urico 6,942,7 5,0£2,0 18,1+7,2°
Bilirrubina 0 0 0 0

p<0,05; bp<0,01; “p<0,001, comparado ao controle (Teste ¢ Pareado de Student).



Figura 1

Niveis séricos de acido ascorbico em amostras coletadas antes e 4, 12 e 24 h apos
a ingestao de doses crescentes de vitamina C. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

comparado ao respectivo controle (0 g vit. C), teste ¢ pareado de Student.
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Figura 2

Correlacao de Pearson entre os niveis séricos de acido urico e de acido ascorbico,

4 h apés a ingestao de 0,25 a 4,0 g de vitamina C.
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Figura 3

Correlacio de Pearson entre os niveis séricos de bilirrubina total e de acido

ascorbico, 4 h apos a ingestiao de 0,25 a 4,0 g de vitamina C.
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RESUMO

Osteopenia pode acometer tanto adultos quanto criancas e adolescentes com
colestase cronica. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade da fosfatase alcalina
o0ssea em um grupo de 20 pacientes pediatricos caucasodides, 12 masculinos, idade
entre 3 ¢ 18 anos (mediana = 6,0 anos). Todos os pacientes apresentavam colestase
cronica, sendo cirrose criptogénica e atresia de vias biliares extra-hepatica, os
diagnosticos mais prevalentes (30% e 25% respectivamente). Todos os pacientes
tinham densidade 6ssea mineral abaixo do escore Z para idade e sexo. Dezesseis
individuos normais, caucasoides, 11 do sexo masculino, idade entre 1,8 ¢ 20 anos
(mediana = 4,5 anos) participaram como controles. Dois métodos de determinacdo da
atividade da fosfatase alcalina foram estudados: o método da precipitagdao por lectina
de germe de trigo e o método da inativagdo pelo calor. Determinou-se o coeficiente de
variacdo de cada método, a capacidade de recuperacao da fosfatase alcalina 6ssea em
soros de pacientes com Doenca de Paget em atividade e o coeficiente de correlagao
entre os métodos. O método da inativacao pelo calor apresentou melhor coeficiente de
variagdo do que o método da precipitacdo por lectina (CV = 4,5% X CV= 14, 9 %,
respectivamente) e recuperou maior porcentagem da fosfatase alcalina dssea presente
nas amostras de soros de pacientes com Doenca de Paget (95% X 42,6 %,
respectivamente). Os métodos apresentaram boa correlagdo (74%). Hiperfosfatasemia
alcalina o6ssea foi observada em 97% dos pacientes, sendo estatisticamente
significativa a diferenca entre pacientes e controles (p<0,0001). Conclusdes: a)
atividade elevada da fosfatase alcalina Ossea parece ser comum a pacientes com

osteopenia colestatica. b) o método da inativagcdo pelo calor para determinagdo da



atividade da fosfatase alcalina 6ssea € preciso, exato, de facil execugdo e superior ao

método da precipitagdo por lectina de germe de trigo.

Unitermos - osteopenia colestatica, fosfatase alcalina 6ssea, método da inativacao pelo calor,

método da precipitagdo por lectina de germe de trigo.



SUMMARY

Osteopenia is a common occurrence not only in adults but also in children and
adolescents with chronic cholestasis. The goal of this study was to assess the bone alkaline
phosphatase activity in a group of 20 Caucasians patients, 12 males, 3 to 18 years (median =
6,0 years). All patients had chronic cholestasis and the most prevalent diagnostic were
cryptogenic cirrosis and extra hepatic biliary atresia (30% and 25%, respectively). All had
bone mineral density bellow of z score for age and sex. Sixteen normal subjects, Caucasians,
11 males, 1,8 to 20 years (median: 4,5 years) were controls. Two methods for quantification
of the bone alkaline phosphatase activity were tested: the method of heat inativation and the
method by lectin precipitation. Were studied the reproducibility, the recuperation of each
method and the correlation between them. For the last one, we used serum of patients with
Paget Disease. The method of heat inativation had the better coeficient of variation (4,5%)
than the lectin precipitation (14,9%) and was able to recuperate 95% of the bone alkaline
phosphatase activity presented in serum of patients with Paget Disease. The lectin
precipitation recuperated 42,6% of this enzymatic activity in these serum. The methods had
good correlation (74%). High bone alkaline phosphatase activity was observed in 97% of
patients with significant statistical difference between patients and controls (p< 0,0001). The
conclusions are: a) high alkaline phosphatase activity occured in the majority of patients
(97%). b) the heat inactivation assay for quantification of bone alkaline phosphatase activity
is a simple, precise and accurate method.
Key words - cholestatic osteopenia, bone alkaline phosphatase activity, method of heat

inativation, method by lectin precipitation.



INTRODUCAO

Osteodistrofia hepatica, doenga Ossea metabolica associada a hepatopatia cronica,
pode complicar todas as formas de colestase cronica. A etiologia ¢ desconhecida e o
diagnostico baseia-se em avaliacao radioldgica, determinacao de marcadores bioquimicos de
formagdo e reabsor¢ao dssea e bidpsia dssea. SO a bidpsia ¢ capaz de identificar o processo
metabolico responsavel pela osteopenia. Entretanto ¢ um método invasivo e que exige o uso
prévio de tetraciclinas, o que dificulta a sua utilizagdo em pediatria. A combinacao de
métodos radiolégico e bioquimico, parecem ser uma alternativa para o diagnostico da
osteopenia colestatica na faixa etaria pediatrica. Os métodos radioldgicos mais modernos,
especialmente a densitometria 0ssea de dupla emissdo, com fonte de raios x (DEXA),
fornecem um diagndstico acurado e preciso de osteopenia. A determinacdo de marcadores
bioquimicos associados ao metabolismo 6sseo podem sugerir com boa precisao o processo
metabolico responsavel pela osteopenia. A fosfatase alcalina € um bom marcador de formagao
ossea. Os métodos habituais de determinagdo sdo de facil execucdo, baixo custo ¢ boa
precisdo. Todavia, a atividade total da enzima reflete a soma das atividades das fosfatases
alcalinas de diferentes tecidos: osso, figado, rins, placenta . Os valores de referéncia
relacionam-se fortemente as faixas etarias estudadas e a situacdo individual de cada paciente.
A atividade sérica desta enzima no recém-nascido ¢ superior aos valores de normalidade do
adulto e aumenta rapidamente atingindo 2,5 a 3,0 vezes esse valor no primeiro ano de vida.
No final do segundo ano, estes valores caem para 1,5 a 2,0 vezes os niveis do adulto e a partir
dai, mantém-se aproximadamente constantes durante toda a infancia e inicio da adolescéncia
quando entdo, declinam . Estas alteragdes sio diretamente proporcionais ao crescimento
6sseo, de modo que aceleragdes ou retardos nas taxas de crescimento sdo acompanhadas por
elevacdo ou diminuicdo da fosfatasemia . Doencas hepaticas colestaticas também causam

elevagdo da fosfatase alcalina total, as custas da fracdo hepatica da enzima. Observam-se



também elevacdo da fosfatasemia em situagdo como transplante renal, doengas neoplasicas
metastaticas e fisiologicamente na gestacao. Assim, falta especificidade a atividade total da
enzima.

A fosfatase alcalina Ossea ¢ uma ectoenzima do osteoblasto, com fungdes nao
completamente esclarecidas™. Sua atividade apresenta correlagdo razoavel com a formagcio
6ssea °. Os niveis mais altos sdo geralmente encontrados na Doenca de Paget do osso, na qual
sua atividade parece ser responsavel pela totalidade da fosfatasemia * No raquitismo e na
osteomalacia, o possivel efeito da matriz 6ssea submineralizada sobre a atividade dos
osteoblastos é o principal responsavel pelo aumento da atividade da enzima

O objetivo deste estudo ¢ avaliar a atividade da fosfatase alcalina 6ssea em soros de
criancas e adolescentes com osteopenia colestatica. Dois métodos diferentes de determinagao
da atividade enzimatica foram estudados: o método da inativagcdo pelo calor e o método da

precipitacao da lectina por germe de trigo.



MATERIAL E METODOS
Pacientes e controles

Foram estudados prospectivamente 20 pacientes caucasoides, com no minimo seis
meses de colestase, definida clinicamente pela presenca de ictericia-colirica e/ou acolia e/ou
prurido e bioquimicamente por hiperbilirrubinemia de reacdo direta superior a 30% da
bilirrubinemia total. Onze pacientes eram do sexo masculino ¢ nove do sexo feminino. A
média de idade dos pacientes foi de 8,20 &+ 4,86 anos, variando de 3 a 18 anos; mediana = 6,0
anos.

Onze pacientes (55%) apresentavam caracteristica clinicas, laboratoriais e histologicas
de cirrose. Cirrose criptogénica (ndo associada a virus B e C, Doenca de Wilson, hepatite
auto-imune, deficiéncia de o, anti-tripsina, fibrose cistica e outros erros inatos do
metabolismo ndo relacionados a acidos biliares) e atresia de vias biliares extra-hepatica foram
os diagnosticos mais prevalentes. Corresponderam respectivamente a 25% e 30% dos
diagnodsticos. Outros diagndsticos observados foram os seguintes: Sindrome de Alagille
(15%); colestase idiopatica (15%); hepatite autoimune (10%); deficiéncia de o, anti-tripsina
(5%).

Dezesseis individuos saudaveis, caucasoides, serviram como controles para atividades
de fosfatase alcalina total (FAT) e de sua fragao 6ssea. Onze eram do sexo masculino (68%) ¢
cinco do sexo feminino (32%). A média de idade foi de 6,65 + 6,06 anos, variando de 1,8 a 21
anos, mediana = 4,5 anos.

O diagnostico de osteopenia foi feito por DEXA.

As caracteristicas de pacientes e controles sdo mostradas nas tabelas 1 e 2.

Densidade 0ssea mineral



A densidade 6ssea mineral foi determinada por DEXA e os resultados comparados aos
valores de normalidade fornecidos pela tabela de Thomas e colaboradores ° Os pacientes
foram classificados em osteopénicos de acordo com os padrdoes do escore Z calculado de

acordo com a seguinte formula:

escore Z = DOM* do paciente - média de DOM para idade e sexo

1,96 desvios-padrao

*DOM = densidade 6ssea mineral

Atividade das FAT e FAO

Amostras de soro de vinte pacientes ¢ de dezesseis controles foram coletadas no
momento da realizagido da densitometria e estocadas a - 40° C. Todos obedeciam a um jejum
minimo de quatro horas para evitar interferéncia da fosfatase alcalina intestinal nas amostras.

Atividade da FAT: a atividade da FAT foi determinada a 25°C, usando o substrato
p-nitrofenol fosfato (Merk Lab).

Atividade da FAO: dois métodos foram estudados com o objetivo de se determinar a
atividade da FAO.

- Método da inativacdo pelo calor: considerando a labilidade da fracdo ossea da

fosfatase alcalina ao calor, realizou-se o procedimento como descrito por Moss ¢ Withby ',
Cem microlitros de soro foram incubados a 56° C durante dez minutos e transferidos para um
banho com gelo. A atividade da fosfatase alcalina ndo ¢ssea foi entdo determinada
diretamente e a fragdo dssea indiretamente, calculada subtraindo-se o resultado da primeira do

valor da fosfatase alcalina total do soro em estudo.




Atividade da FAO = Atividade da FAT - Atividade da fosfatase alcalina termoestavel

- Método da precipitacdo por lectina: este procedimento foi realizado como descrito

por Rosalki e Ying Foo. Baseia-se na ligacdo da lectina de germe de trigo a porgao
glicossacaridica da fracdo 6ssea da fosfatase alcalina 8.

Todas as amostras foram pré tratadas com o detergente Triton-X 100 diluido em agua
destilada na concentragdo de 200 mg/l, visando extrair os lipideos presentes na fosfatase
alcalina biliar. Cem microlitros de soro mais 10 microlitros da solugdo de detergente foram
incubados a 37°C, por 30 minutos. Apos incubagdo, 10 microlitros desta mistura foram
adicionadas a 10 microlitros de lectina de germe de trigo (Sigma) em tubos de Eppendorf e
reincubados a 37°C. Apds a segunda incubagio, os tubos foram centrifugados a 8000 rpm por
15 minutos em centrifuga refrigerada Janetski K-23. No sobrenadante, determinou-se a
atividade da fosfatase alcalina ndo dssea, sendo que o valor medido foi sempre multiplicado
por 2,2 para corrigir a diluicdo da amostra.

Cerca de 80% da fosfatase alcalina 6ssea do soro ¢ precipitada por este método,
estando os 20% restantes presentes no sobrenadante 8, A atividade desta fragdo foi entdo
calculada subtraindo-se o valor corrigido da fosfatase alcalina presente no sobrenadante do

valor da fosfatase alcalina total, multiplicando-se este resultado por 1,25 (100/80).

Atividade da FAO = Atividade da FAT - [(FA do sobrenadante X 2,2) X 1,25]

Controle de qualidade dos métodos: a inativacdo pelo calor foi testada nas condigdes

habituais do laboratorio, utilizando-se uma mistura de soros de criangas normais, nos tempos

5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos de incubagio a 56°C.
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Exatiddo dos métodos: para demonstrar a exatiddo dos métodos, as técnicas foram

comparadas, utilizando-se soros provenientes de pacientes adultos com Doenca de Paget do
osso com atividade conhecida de fosfatase alcalina 6ssea.

Reprodutibilidade dos métodos: utilizando-se uma mistura de soros de criancas e

adolescentes normais, procedeu-se a dez determinacdes consecutivas da atividade da enzima
determinada pelo método do calor e sete, pelo método da precipitacdo, isto devido a escassez
do reagente. A partir destes dados, foi calculado o coeficiente de variagao (CV) de cada
método. Considerou-se boa reprodutibilidade valores de CV < 10%.

O programa estatistico SPSS (Statistical Package for Social Science) foi utilizado para
avaliar os resultados. O coeficiente de Spearman foi determinado para os estudos de
correlacdo e o teste U de Mann-Whitney para as comparagoes.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Pesquisa e P6s-Graduagdo e Comissdo de
Etica e Pesquisa em Saude do Hospital de Clinicas de Porto Alegre de acordo com as normas

de pesquisa em saude vigentes no pais.

RESULTADOS

Todos os pacientes elegiveis completaram o estudo. Todos apresentavam ictericia-
coltrica e hepatoesplenomegalia. Outros sinais e sintomas de colestase observados foram
acolia (40%) e prurido (70%). Um paciente apresentava deformidade dssea: alargamento de

epifises em membros inferiores e cifose toraco-lombar (paciente n® 19).

Densidade 6ssea mineral
Todos os pacientes apresentaram densidade Ossea inferior a dois desvios-padrao da

média para idade e sexo, como pode ser observado na fig. 1.
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Idade (anos)
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-22 1 * ® cirréticos Child - Pugh B
-24 o cirréticos Child - Pugh C
% colestase sem cirrose

Fig. 1 - Escore Z para densidade 6ssea mineral em 20 criancas e adolescentes com

colestase cronica: comparacao entre cirrdticos e nao cirréticos.

Atividade das FAT e FAO
FAT

Os resultados da atividade da FAT variaram entre 333 U/l a 2080 U/l no grupo de
pacientes, sendo a média de 741,1 + 384,4 U/I. Nos controles os resultados se situaram entre
152,0 a 412,0, sendo a média de 274,2 + 70,1 U/l. Foi estatisticamente diferente as médias

entre os grupos (p < 0,0001). Estes resultados estdo discriminados nas tabela 1 e 2.



TABELA 1
Caracteristicas dos pacientes e resultados dos niveis séricos de

fosfatase alcalina total (FAT) em 20 criancas e adolescentes com colestase cronica

Pacientes  Sexo Idade Diagnostico FAT
(anos) un
1 F 9,0 Cirrose Criptogénica 1001,0
2 M 5,5  Atresia de vias biliares extra-hepatica 550,0
3 M 15,5 Sindrome de Alagille 911,0
4 F 12,9 Cirrose Criptogénica 432,0
5 F 12,6 Sindrome de Alagille 692,0
6 M 8,4 Sindrome de Alagille 1001,0
7 F 6.9 Colestase Idiopatica 775,0
8 F 5,3 Atresia de vias biliares extra-hepatica 1064,0
9 M 3,0  Deficiéncia de o anti-tripsina 421,0
10 M 6,8 Atresia de vias biliares extra-hepatica 333,0
11 M 13,3 Hepatite autoimune 475,0
12 F 7,6 Cirrose Criptogénica 599,0
13 M 3,8  Atresia de vias biliares extra-hepatica 2080,0
14 M 18,0 Cirrose Criptogénica 555,0
15 F 8,0 Hepatite autoimune 912,0
16 M 18,0  Cirrose Criptogénica 612,0
17 M 3,5 Colestase Idiopatica 527,0
18 F 7.5 Atresia de vias biliares extra-hepatica 620,0
19 M 3,0 Atresia de vias biliares extra-hepatica 838,0
20 F 3,0 Colestase Idiopatica 424.5
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TABELA 11
Sexo e idade nos individuos normais : Resultados das
atividades de fosfatase alcalina total (FAT) em

16 criancas e adolescentes normais

Individuos Sexo Idade FAT
(anos) un

1 M 6,0 248,0
2 M 4,0 412,0
3 F 3,0 378,0
4 F 3,0 280,0
5 M 15,0 329,0
6 M 21,0 202,0
7 M 20,0 152,0
8 M 2,0 327,0
9 M 3,0 233,0
10 M 3,0 236,0
11 M 3,5 268,0
12 F 4,6 240,0
13 F 4,8 276,0
14 M 1,8 369.,0
15 F 3,0 245,0
16 M 3,0 2240

FAO - Método do calor (Tabelas III e IV)

A atividade da fracdo Ossea da fosfatase alcalina variou de 186,0 U/l a 1623,0 U/l,
sendo a média de 594,7 + 321,2. Os resultados nos controles mostravam valores entre 96,0 U/I
e 311,0 U/l, sendo a média deste grupo igual a 201,5 U/l £ 61,5 U/l. Foi estatisticamente

significativa as diferencas entre os grupos (p< 0,0001).



TABELA III
Resultados das atividades de fosfatase alcalina dssea pelo método de

inativacao pelo calor em 20 criancas e adolescentes com colestase cronica

Pacientes Sexo Idade Fosfatase alcalina 6ssea
(anos) wn
1 F 9,0 816,0
2 M 5,5 465,0
3 M 15,5 796,0
4 F 12,9 384,0
5 F 12,6 582,5
6 M 8,4 760,0
7 F 6,9 638.,0
8 F 5,3 856,0
9 M 3,0 238,0
10 M 6,8 186,0
11 M 13,3 415,0
12 F 7,6 535,0
13 M 3,8 1623,0
14 F 18,0 309,0
15 M 8,0 748.,0
16 M 18,0 568.,0
17 M 3,5 489,0
18 F 7,5 476,0
19 M 3,0 654.,0
20 F 3,0 357,0
TABELA IV

Resultados das atividades de fosfatase alcalina éssea pelo método de inativacio pelo

calor em 16 criancas e adolescentes normais
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Individuos Sexo Idade Fosfatase alcalina 6ssea
(anos) un

1 M 6,0 166,0
2 M 4,0 311,0
3 F 3,0 280,0
4 F 3,0 190,0
5 M 15,0 277,0
6 M 21,0 115,0
7 M 20,0 96,0

8 M 2,0 157,0
9 M 3,0 205,0
10 M 3,0 218,0
11 M 3,5 240,0
12 F 4,6 165,0
13 F 4,8 230,0
14 M 1,8 240,0
15 F 3,0 206,0
16 M 3,0 128,0

FAO - Método da precipitacio por lectina

Os resultados da atividade da FAO por este método, variaram entre 76,1 U/l a
1306,8 U/l no grupo de pacientes, sendo a média de 404,3 + 270,4 U/l . Nos controles os
resultados se situaram entre 106,5 a 342,0, sendo a média de 260,8 = 70,3 U/l. Foi
estatisticamente diferente as médias entre os grupos (p < 0,0001). Estes resultados estdo

discriminados nas tabelas V e V1.

TABELA V
Resultados das atividades de fosfatase alcalina 6ssea pelo método da precipitagao por

lectina em 20 criancas e adolescentes com colestase cronica



Pacientes Sexo Idade Fosfatase alcalina 6ssea
(anos) un
1 F 9,0 431,0
2 M 5,5 329.9
3 M 15,5 514,2
4 F 12,9 141,3
5 F 12,6 271,8
6 M 8,4 695.0
7 F 6,9 546.,0
8 F 5,3 773,0
9 M 3,0 246,0
10 M 6,8 176,0
11 M 13,3 428.0
12 F 7,6 446,0
13 M 3,8 1306,8
14 M 18,0 212,6
15 F 8,0 496,0
16 M 18,0 281,7
17 M 3,5 428.0
18 F 7,5 480,0
19 M 3,0 95,6
20 F 3,0 76,1
TABELA VI
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Resultados das atividades de fosfatase alcalina dssea pelo método da precipitagao por

lectina em 16 criancas e adolescentes normais

Individuos

Sexo

Idade

Fosfatase alcalina 0ssea
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(anos) (un
1 M 6,0 125,0
2 M 4,0 106,5
3 F 3,0 157,3
4 F 3,0 163,6
5 M 15,0 202,2
6 M 21,0 138,0
7 M 20,0 145,0
8 M 2,0 260,0
9 M 3,0 200,0
10 M 3,0 190,0
11 M 3,5 256,0
12 F 4,6 276,0
13 F 4,8 342,0
14 M 1,8 290,0
15 F 3,0 190,0
16 M 3,0 165,0

Curva de inativacio da fosfatase alcalina

Os resultados obtidos pela analise da curva de inativacdo da fosfatase alcalina
realizada nas condigdes do laboratorio, mostra um platd de inativagdo aos 15 minutos de
incubacdo das amostras a 56°C, como pode ser visto na fig. 2. Esta reproduz os achados

originalmente descritos por Moss %,
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Atividade de fosfatase alcalina total

Tempo de Incubagao (min)

Fig. 2 - Curva de inativacdo térmica da fosfatase alcalina em 6 diferentes tempos de

incubacao das amostras a 56°C: soros de criancas e adolescentes normais.
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Exatidao dos Métodos
Estes resultados sao mostrados na tabela VII. O método do calor “recuperou” em
média 95% da atividade da FAO presente nos soros de pacientes com Doenca de Paget do

osso. Este valor foi de 42,6% quando a técnica de precipitagcdo por lectina foi avaliada.

TABELA VII
Estudo da exatidao dos métodos: comparacio entre atividade de fosfatase
alcalina total e fosfatase alcalina dssea em soros de pacientes com Doenca de

Paget pelos métodos de inativagao pelo calor e da precipitacio por lectina

Pacientes Fosfatase alcalina total (U/l) Fosfatase alcalina dssea (U/l)
Método do calor | Método da lectina
1 228,0 215,0 184,0
2 900,0 886,0 384,0
3 564.,0 500,0 283,0
4 820,0 800,0 190,0




Reprodutibilidade dos Métodos
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Os resultados relativos a reprodutibilidade dos métodos sdo mostrados na tabela VIII.

O coeficiente de variagao observado foi de 8,6% para a FAT, 4,5% para FAO determinada

pelo método do calor e 14,9% para a FAO medida pelo método da precipitagdo por lectina.

TABELA VIII

Estudo da reprodutibilidade dos métodos: determinacio do coeficiente de

variacao dos métodos

Determinacoes

Fosfatase alcalina total (U/l)

Fosfatase alcalina déssea (U/1)

Método do calor

Método da lectina

1 362,5 300,0 128,9
2 360,2 269,7 192,9
3 354,2 307,8 127.,9
4 386,1 240,9 144.4
5 335,2 313,0 155,9
6 298,9 317,0 143,9
7 354,3 314,0 133,4
8 290,6 311,4 -
9 348,7 321,2 -
10 369,1 315.4 -
Média 345,9 307,6 146,7
un
Desvio Padrao 29.9 14,0 22,7
un
Coeficiente de 8,6 4,5 14,9
variagao

Estudos de Correlacao
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Correlaciao entre os métodos: o coeficiente de correlacdo entre os métodos foi de

0,74, o que corresponde a uma boa correlacdo com significancia estatistica (p< 0,0001).

DISCUSSAO

Existem diversas maneiras de se estimar qualitativa ou semi-quantitativamente a
atividade da fosfatase alcalina esquelética. Estas incluem inativagao pelo calor ou substancias
como a uréia, fenilalanina ou hidroxiamina, solubilidade em etanol acido, precipitagao por
lectina de germe de trigo, eletroforese e mais recentemente, técnicas de imunorradiometria
que incluem anticorpos monoclonais especificos *° Desde o primeiro relato em 1962, da
maior estabilidade da fosfatase alcalina hepatica ao calor, t€ém surgido diversos estudos de
inativacdo seletiva '*'°. A maioria refere-se ao uso da uréia ou do calor como agente de
inativacao. Os métodos de inativagdo pelo calor diferem quanto a temperatura utilizada e o
tempo de inativagdo estudado. Em um procedimento tipico, atividade residual menor que 20%
da fosfatasemia apds incubagdo por 10 minutos a 56°C sugere que a amostra contenha
predominantemente fosfatase alcalina 6ssea 2. A eletroforese ¢ a técnica que quando realizada
isoladamente se mostra mais Util para analise qualitativa das multiplas formas da fosfatase
alcalina no soro. Entretanto, ha superposi¢do entre os picos eletroforéticos das formas dssea e
hepética a quantificagdo por densitometria optica ° Baseados no fato, de que as fragdes 6ssea
e hepatica sdo diferentemente glicosiladas, Rosalki e colaboradores testaram o efeito da
lectina de germe de trigo (uma proteina altamente especifica e com grande capacidade de se
ligar a carboidratos) sobre amostras ricas em fosfatase alcalina e observaram que a fracao
6ssea & precipitada por este método * As técnicas com anticorpos monoclonais parecem ter
resultados superiores aos outros métodos, mas ainda ndo sao universalmente disponiveis.

A fosfatase alcalina 6ssea estd localizada na membrana do osteoblasto e ¢ liberada

. . : . ~ 1512
para a circulagdo por um mecanismo vesicular ndo totalmente esclarecido ™'~ Parece estar
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envolvida na clivagem extracelular de pirofosfato, um potente inibidor da deposicao de

5

pirofosfato de calcio °. Sua atividade sérica ¢ proporcional a formag¢dao do colageno e

geralmente correlaciona-se bem com o crescimento dsseo € com doengas Osteo-metabdlicas
de alto e baixos turnover *° )

A diferenga significativa encontrada por nos entre controles e pacientes, sugere estar o
aumento da atividade enzimatica relacionada a presenca de doenca Ossea metabolica nos
ultimos, também sugerida pela avaliagdo radiologica.

Osteopenia colestatica ou osteodistrofia hepatica ¢ uma situagdo de causa ainda
desconhecida '*'*. Alguns autores tém sugerido, a existéncia de disfunco osteoblastica '*'°.
Elevacao de fosfatase alcalina esquelética em nossos pacientes parece corroborar este
pensamento. Resta-nos discutir, os métodos disponiveis de determinacdo desta enzima,
disponiveis em nosso meio.

Na nossa experiéncia, o método de inativagdo pelo calor foi superior ao método da
precipitagdo por lectina, concordando com os resultados encontrados por Farley e
colaboradores *.

As lectinas s3o proteinas que reagem com certas estruturas de carboidratos, ligando-se
a estas. A lectina de germe de trigo reage tanto com a N-acetil glicosamina quanto com o
4cido N-acetilneuraminico '°. A fosfatase alcalina é uma glicoproteina, sendo as formas
hepética e oOssea, produtos de um unico gene estrutural '’. As suas modificagdes pos-
translacionais estdo possivelmente relacionadas as suas cadeias de carboidratos e a presenga
de distintas glicosiltransferases localizadas em suas membranas que modificam a molécula
enzimatica e fornecem especificidade tissulares '°. Deste modo, a forma éssea é precipitada
por esta proteina, enquanto a hépato-biliar e a placentaria ndo o sdo - este ¢ o fundamento do

método da precipitagio por lectina descrito por Rosalki e colaboradores ®. Estes autores

estudaram soros de individuos saudéveis, individuos com doenca hépato-biliar, doenca de



23

Paget e gestantes, e demonstraram que o método era de facil execucgdo, tinha boa correlagao
com a clinica e boa reprodutibilidade (CV = 5,1%). Behr e colaboradores encontraram
resultados semelhantes, ressaltando no entanto resultados falso positivos em casos de hepatite
aguda '®. Rauch em estudo recente, ndo conseguiu demonstrar elevacio significativa da
fosfatase alcalina 6ssea em 16 criangas ¢ adolescentes com colestase cronica, realizando este
método 17,

Na nossa experiéncia, o método da precipitacdo mostrou-se bastante laborioso e pouco
preciso (CV> 10%). Quando testado nos soros de pacientes com Doenca de Paget, se mostrou
pouco exato, sendo capaz de identificar somente 42,6% da fosfatase alcalina Ossea presente.
Farley e colaboradores *, observaram com a utilizacio deste método, baixas recuperacio e
especificidade, ndo sendo capaz de identificar a presen¢a da enzima tanto em soros de
pacientes com Doenga de Paget quanto em soros de pacientes com osteossarcoma.
Gonchoroff e colaboradores '*, utilizando lectina da mesma procedéncia da utilizada por nos,
ndo conseguiu diferenciar as formas hepaticas e Ossea da fosfatase alcalina. Os dois estudos
sugerem a existéncia de uma afinidade intermediéria entre estas duas formas de fosfatase
alcalina e a lectina, desde que a enzima possui cinco sitios possiveis de glicosilagdo, alguns
provavelmente comuns a formas enzimaticas determinas por um Unico gene.

Em resumo, este método de determinagdo da atividade da FAO ¢, na nossa
experiéncia, um método oneroso, cujas precisdo e exatiddo nao justificam o seu uso rotineiro.

Estudos de Moss e colaboradores * demonstraram que sob condi¢des comparéaveis de
aquecimento (10 min a 56°C), a fosfatase alcalina 0ssea perde sua atividade mais rapidamente
do que sua enzima hepatica. Algumas criticas tém sido feitas ao método de inativagdo pelo
calor. A maioria refere-se a complexidade e a pouca sensibilidade do método relacionadas as

variacdes de temperatura e de pH a que esta sujeito °.
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Estabelecemos controles precisos da temperatura e do tempo de incubagdo.
Realizamos uma curva de inativacdo da fosfatase alcalina e encontramos resultados
semelhantes aos descritos, originalmente 2.

O coeficiente de variacdo do procedimento realizado por nods encontra-se em
concorddncia com aqueles preconizados na literatura, para este método '°. Isto demonstra que
o método € preciso. Quanto a exatidao, nossos resultados se assemelham aqueles observados
por Farley e colaboradores *, sendo capaz de identificar mais de 90% da FAO presente nos
soros de pacientes com Doenca de Paget.

O método da inativagdo pelo calor nos parece simples, ndo oneroso, facilmente

realizado em laboratério de analises clinicas e superior ao método da precipitacao por lectina.
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Fig. 1 - Escore Z para densidade 6ssea mineral em 20 criancas e adolescentes com

colestase cronica: comparacao entre cirrdticos e nao cirréticos.

Fig. 2 - Curva de inativacdo térmica da fosfatase alcalina em 6 diferentes tempos de

incubacao das amostras a 56°C: soros de criancas e adolescentes normais.
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SINOPSE:

E apresentado a detec¢io de micobactéria ndo tuberculosa (MNT) - Mycobacterium
kansasii - em paciente imunocompetente. A amostra foi isolada a partir de lavado bronco
alveolar (LBA) e lavado bronquico (LB). A identificagdo final foi obtida com sonda de DNA
quimioluminescente (AccuProbe (rR) Mycobacterium kansasii Culture Identification Test -

Gen Probe, San Diego, Ca, USA)

UNITERMOS: Micobactéria nao tuberculosa, imunocompetente, lavado bronco alveolar,

lavado bronquico

ABSTRACT

We report a case of a nontuberculous mycobacteria (NTM) - Mycobacterium kansasii -
isolated from bronchoalveolar and bronchial washing of an immunocompetent patient. The
final identification was done with DNA quimioluminescence probe (Accu Probe (r)

Mycobacterium kansasii Culture Identification Test - Gen Probe, San Diego, Ca, USA)

KEY WORDS: Nontuberculous mycobacteria, immunocompetent, bronchoalveolar washing,

bronchial washing



INTRODUCAO

Na antiga classificagdo de Runyon (1954), o Mycobacterium kansasii ¢ catalogado
como fotocromogénico patogénico, associado a doengas pulmonares. Sao microrganismos
capazes de produzir pigmento amarelo ou laranja em meio de Loewenstein-Jensen quando
expostos a luz. A denominacgao foi proposta por Haudroy (1955) mas outras tem sido usadas
para identificar organismos que exibem tais caracteristicas: bacilos amarelos (Biiller e Pollak,
1953), Mycobacterium luciflavum (Middlebrook, 1956) e Grupo I de Runyon.

A denominagdo “atipica” para este grupo de micobactérias, originou-se da crenga
erronea que tais bactérias fossem amostras de M. tuberculosis nao usuais.

Em 1979, Wolinsky (1) apresentou em revisao, a evidéncia que as micobactérias nao
tuberculosas sdo capazes de produzir doenga e Davidson, 1981, (2) estimulou as pesquisas
sobre esses microrganismos € relatou as conclusoes iniciais dos estudos da epidemiologia,
patogenicidade, taxonomia e genética molecular destas micobactérias. Antes do advento da
AIDS, a doenca causada por micobactérias nao tuberculosas (MNT), era pulmonar, confinada
aos linfonodos cervicais e em raros casos, disseminada (1).

A maioria dos pacientes apresentava condi¢cdes pulmonares predisponentes ou
trabalhava exposta a poeira ou cisco. Na auséncia de evidéncia de transmissao pessoa-a-
pessoa, foi sugerido que os pacientes eram infectados de fontes ambientais por aerossoes.
Havia predominancia desta ou daquela espécie de acordo com os locais: M. kansasii foi na
maior parte das vezes urbano com muitos casos nos Estados Unidos central ao passo que M.
intracellulare e avium predominavam no sudoeste e zona rural (3).

Com a emergéncia da AIDS o quadro da doenca por MNT mudou radicalmente. Cerca

de 25 a 50% de pacientes com AIDS nos Estados Unidos e Europa sao infectados com MNT e



este nimero tem se elevado desde os primeiros relatos de doenga por MNT em paciente com
AIDS em 1982 (4). As MNT sdo oportunistas patogénicos.

Infecgdes por M. kansasii e outros tem sido caracterizadas por ndédulos sub-cutaneos
ou abscessos. Na maioria dos casos de infec¢do pulmonar em individuos imunocompetentes,
ha alguma condi¢do predisponente (1). A AIDS tem tido notavel efeito na frequéncia da
doenca causada por espécies de MNT, especialmente com o complexo M. avium, mas nao
necessariamente com M. kansasii.

Em certas regides do mundo, antes da AIDS as infec¢des por M. kansasii eram mais
comuns que as causadas por M. avium (5).

As MNT clinicamente significativas incluindo M. kansasii € outros provocam quatro
sindromes clinicas: doenga pulmonar, linfadenite, doenca de pele ou tecidos moles e
disseminagdo em pacientes com AIDS. Estas sindromes tem aumentado sua frequéncia,
particularmente em imunodeprimidos. As infecgdes cutdneas podem simular uma
esporotricose ¢ frequentemente estdo associadas com doencgas sist€émicas, imunossupressao,
patologia de pele ou contato com agua contaminada (6).

Nachankin, et col (1992) (7) relatam o isolado de M. kansasii em trés pacientes, dois
com infeccdo respiratoria € um com abscesso periretal, sendo os isolados fenotipicamente
similares as cepas de M. kansasii porém niacina positivo. Este fenotipo ja tinha sido relatado
duas vezes na literatura nos anos 1960.

Entre a populacao HIV negativo o M. kansasii ¢ o mais comum agente de doenga
pulmonar ndo tuberculosa e meningite (8,9,10).

Hé4 numerosos relatos documentando a presenca de M. kansasii em amostras de agua;
raramente tem sido isolado do solo ( 5,11,12 ). Amostras isoladas em minas de carvao das
provincias de Limburg e Roterdam foram de mesmo tipo fagico das encontradas no sistema de

distribuicao de agua potavel na Holanda (13). Diversos outros relatos narram o isolamento



desta micobactéria em &agua corrente ou agua encanada (11,12). Foi demonstrada a
sobrevivéncia de M. kansasii na agua por 12 meses e sua incapacidade vital no solo, sugerindo
que as MNT sao adquiridas do ambiente sem reservatorio ainda bem definidos (14). Estes
relatos sugerem a hipdtese de que a infec¢ao por M. kansasii ocorra via aerossol (15).

O presente trabalho relata um caso de isolamento de M. kansasii em lavado bronco
alveolar e lavado bronquico de paciente imunocompetente com diagnéstico de micobacteriose

pulmonar e infecc¢ao respiratoria de repeticao.



CASO CLINICO

Paciente E.A. A., 32 anos, masculino, branco, casado, técnico em eletrOnica, residente
em Cachoeirinha, RS (Grande Porto Alegre).

Historia passada: Informa que sempre foi doente, vivendo em permanente tratamento
médico. Desde os primeiros meses de vida apresentou diarréia cronica e teve o diagndstico de
“Sindrome de ma absor¢ao”. Febre reumatica com dois anos de idade. Infecgdes de vias aéreas
superiores e inferiores de repeticdo. Doengas proprias da infancia foram muito agressivas,
varicela necessitou de hospitalizagdo; caxumba teve como complicacao encefalite.

Apresentou quadro de meningite fungica aos 7 anos de idade. H4 2 anos, novo quadro
de meningite fingica, tratada com fluconazol por 3 meses. Refere quadro de pneumonia ha 3
anos.

Realizou diversas avaliagdes, ndo logrando diagnoéstico definitivo. HIV nao reagente.
Niveis séricos de imunoglobulinas A, G, M e E normais. Nao ¢ diabético. O quadro atual
iniciou com tosse, escarro hemoptoico, dor no hemotoérax direito, anorexia e acentuagao de
sua diarréia. Ao exame fisico, abatido, emagrecido (1,55 m - 35 kg), febril (37,5 °C),
murmurio vesicular reduzido nas bases e presenga de estertores roncantes esparsos a asculta
do torax. RX de torax e Tomografia Computadorizada de torax demonstraram a presenca de
infiltracdo, estrias e consolidagdes nos espacos aéreos respiratorios dos lobos superiores e
inferiores, com bronquiectasias cilindricas e cisticas, principalmente nos segmentos posterior
do lobo superior direito, apico-posterior do lobo superior esquerdo, segmento superior do lobo
inferior esquerdo e piramide basal direita. Com o diagndstico de bronquiectasias e suspeita de
tuberculose pulmonar foi submetido a Fibrobroncoscopia e lavado bronco alveolar (LAB). Os

achados endoscopicos foram compativeis com a presenca de processo inflamatorio cronico de



vias aéreas inferiores. A pesquisa direta de bacilo alcool resistente foi negativa e o exame
cultural revelou a presenga de Mycobacterium kansasii.
O paciente iniciou tratamento com rifampicina, hidrazida e pirazinamida obtendo rapida

melhora clinica e radiologica.



MATERIAIS E METODOS

Foram colhidos amostras de lavado bronco alveolar (LBA) e lavado bronquico (LB).
Em ambos os materiais foram pesquisados bacilos acido alcool resistentes (BAAR) pelo
exame direto corado pelo Ziehl Neelsen e apos descontaminacao pelo método Petroff (16),
semeados em meio de Loewenstein-Jensen e incubados a 37 °C. Pesquisa de M. tuberculosis
foi realizada por PCR (Amplicor Mycobacterium tuberculosis Test - Roche Diagnostic
Systems, Inc., Branchburg, N. 1., USA), a partir do crescimento em Loewenstein Jensen.

A cultura foi enviada ao Laboratério Fleury (S. Paulo) para confirmacao da espécie. O
isolado foi entdo submetido a um teste que utiliza sonda de DNA quimioluminescente
(AccuProbe (r) Mycobacterium kansasii Culture Identification Test - Gen Probe, San Diego,

Ca, USA).



RESULTADOS

A pesquisa direta de BAAR das amostras de LBA e LB, foram negativas. O PCR para
Mycobacterium tuberculosis foi negativo. O crescimento em Loewenstein Jensen deu-se em
doze dias. A morfologia das colonias apresentaram caracteristicas morfoldgicas de
Mycobacterium sp; mantido a temperatura ambiente e exposto a luz, desenvolveu forte
pigmento amarelo e consisténcia viscosa. O resultado confirmatorio fornecido pelo

Laboratorio Fleury por sonda de DNA foi Mycobacterium kansasii.
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

M. kansasii apresenta crescimento lento, ¢ fotocromogénico (colonia sem pigmento
carotenoide, amarelo, quando cultivada na auséncia de luz e pigmentada apos exposicao a luz
e reincubada), nao cresce a 45 °C e temperatura 6tima de reproducdo de 32 a 42 °C. Os
isolados produzem catalase e nitrato redutase e hidrolisam Tween 80. As espécies com forte
catalase correspondem as mais virulentas (17). Semelhantes a outras MNT, isolados
individuais demonstram variacao colonial sendo a base genética desta variacao, desconhecida
(5).

M. kansasii demonstrou alguma diversidade genética, tanto em estudos envolvendo
sondas de DNA quanto em estudos que utilizaram Restriction Fragment Length Polymorphum
(RFLP). A anélise dos padroes de RFLP indicam cinco diferentes padrdes que parecem
obedecer distribui¢do geografica especifica (5).

A bacteremia por M. kansasii pode ser diagnosticada utilizando sistema automatizado
BACTEC 12B Medium 12B (Becton Dickson Diagnostic Instrument Systems) (18) e a
sensibilidade pode ser estabelecida pelo teste do E test (19).

As cepas de M. kansasii isoladas tem sido sensiveis ao Ethambutol, Isoniazida e
Rifampicina (8,10).

Mycobacterium kansasii, micobactéria nao tuberculosa, teve como fator

predisponente, as infecgdes respiratorias de repeticdes deste paciente.
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RESUMO - A natureza polimorfica do gene do receptor da Lipoproteina de Baixa
Densidade (RLDL) ja foi previamente demonstrada pela identificagdo de varios
polimorfismos nesse locus. Entretanto, o efeito dessas alteracdes genéticas sobre as
concentragbes séricas de lipidios e a resposta ao tratamento farmacolégico da
hipercolesterolemia precisa de estudos mais especificos. Nesse trabalho foi avaliado o
efeito do polimorfismo Ava Il (exon 13) do gene do RLDL sobre a resposta ao tratamento
com Fluvastatina (inibidor da enzima HMG-CoA redutase) em 55 individuos
hipercolesterolémicos (36 a 70 anos). O DNA gendmico foi extraido dos leucdcitos
sanguineos pela técnica de precipitacdo salina. A regido polimoérfica Ava Il do gene do
RLDL foi amplificada pela técnica de PCR e analisada por isotipagem enzimatica. Nesses
individuos, o gendtipo homozigoto para a presenga de sitios de restricido (A+A+) foi
associado a concentragdes séricas mais altas de colesterol total, LDL-C, VLDL-C e apoB-
100 (p=0,0001) quando comparado aos outros genotipos. Adicionalmente, individuos
portadores do genotipo A-A- apresentaram uma melhor resposta terapéutica a
Fluvastatina (P < 0,05). Os resultados indicam que o polimorfismo Ava |l do RLDL
contribui para a variabilidade dos lipideos séricos no grupo estudado, constituindo-se um
marcador genético util na avaliagdo precoce de risco para as doengas cardiovasculares e

para o seguimento da terapia hipocolesterolemiante.

PALAVRAS-CHAVE- gene do receptor da LDL; fluvastatina; polimosfismo Ava Il

colesterol sérico; genética
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SUMMARY- Several DNA polymorphisms have been identified in the Low-density
lipoprotein receptor (LDLR) gene, but their significance in affecting plasma cholesterol
levels and response to pharmacological treatment in moderate hypercholesterolemic
individuals need more specific studies. We have studied the effect of Ava Il polymorphism
(exon 13) at the LDLR gene on serum lipid levels and response to fluvastatin (HMG-CoA
redutase inhibitor) treatment. DNA samples were screened from 55 hypercholesterolemic
patients (36 to 70 years old), who had previously participated in a multicentre study. The
Ava |l polymorphism was detected by PCR-RFLP. The results shown that A+A+ genotype
for Ava Il polymorphism (homozygous for presence of restriction site) was strong
associated with high levels of total cholesterol, LDL-C, VLDL-C and apoB-100 levels
(p=0.0001). Moreover, individuals carrying the A-A- genotype presented a higher reduction
of serum lipid levels when treated with Fluvastatin (P < 0.05). In conclusion, this study
demonstrates the influence of Ava Il polymorphism of the LDLR on serum lipid levels and
pharmacological response to fluvastatin treatment in hypercholesterolemic subjects from
Brazil. These data suggest that LDLR polymorphism can be useful as a genetic marker
and probably predict a pharmacological treatment response for hypercholesterolemic

subjects.

KEY WORDS- Low-density lipoprotein receptor gene; fluvastatin; Ava Il polymorphism;

Cholesterol Levels; Genetics

INTRODUGAO
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As dislipidemias, particularmente a hipercolesterolemia, estdo entre os mais
importantes fatores de risco da doencga cardiovascular aterosclerética, integrando o
conjunto das doengas crénico-degenerativas com histéria natural prolongada, tais como a
hipertensdo, a obesidade e a diabetes mellitus'. Estas doengas guardam, entre si,
complexa relagao, tendo em comum em suas etiologias, entre outras, o estilo de vida e a
heranca genética.

Estudos clinicos e epidemiologicos tém demonstrado ocorrer um incremento linear
na mortalidade, por doenga coronariana, com o aumento das concentracbes séricas de
colesterol” *°. Fatores dietéticos e genéticos influenciam significativamente os valores
séricos de colesterol, mas investigagcbes detalhadas sobre estas interagcbes, ainda
requerem maiores esclarecimentos.

As técnicas moleculares permitem estudar com mais detalhes os fatores genéticos
(mutacées e polimorfismos) envolvidos nas alteragdes do metabolismo lipidico,
demonstrando o envolvimento de diversos gene36'13. Dentre os quais, o gene do Receptor
da Lipoproteina de Baixa Densidade (RLDL) € um dos mais importantes.

O receptor da LDL desempenha uma fungéo crucial, fazendo parte do mecanismo de
remocao das lipoproteinas do plasma e do fornecimento de colesterol e triglicerideos para
as células. Por isso, o RLDL é responsavel pela manutencdo da homeostase dos lipideos
e das lipoproteinas no plasma e tecidos, e ao mesmo tempo protege as células do
acumulo desses lipideos, principalmente do colesterol™. Além disso, a identificacao das
alteragdes genéticas no RLDL pode ser de muita utilidade na avaliagédo da predisposigao
a aterosclerose e as doencas cardiovasculares.

Estudos recentes tém sugerido que alteragbes presentes em varios genes que
codificam proteinas envolvidas no metabolismo lipidico, contribuem para o

desenvolvimento da aterosclerose, levando os individuos a uma maior ou menor
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suscetibilidade a doengas cardiovasculares, sendo denominados de genes que predispde
ao desenvolvimento da aterosclerose” ''. Varias evidéncias mostram que mutagdes nos
genes de apolipoproteinas ou de receptores, envolvidos no metabolismo lipoprotéico,
podem resultar em disturbios caracterizados por hiper ou hipolipoproteinemia, alguns dos
quais podem levar ao desenvolvimento da aterosclerose precoce.

No gene do RLDL foram caracterizadas mais de 300 mutagdes que causam

Hipercolesterolemia Familiar'>"®

. Adicionalmente, tém sido identificadas outras alteracdes
no gene do RLDL, conhecidas como polimorfismos, as quais também tém sido associadas
com a variabilidade das concentracdes plasmaticas de lipideos, particularmente com os

1922 Através da técnica de Polimorfismo de tamanho de

niveis de colesterol total e LDL-C
fragmentos de restricdo (RFLP), varios sitios de restrigao polimérficos no gene do receptor
da LDL foram identificados'®?°. Algumas dessas regides polimorficas identificadas nos
diferentes exons e introns do gene do RLDL s&o: extremidade 5": Bsm |, intron 3: Apa LI,
intron 4: Taq |, exon 7: Sph |, intron 6: Sph |, exon 8: Stul, exon 11: Stul, exon 12: Hinc Il,
exon 13: Ava ll, intron 15: Pvu Il, Spe | e Apa LI, exon 18: Msp | e Nco |, extremidade 3"
Apa Ll e Pstl.

A utilidade desses polimorfismos vem sendo extensamente documentada. Dentre
eles, o polimorfismo Ava Il do gene do RLDL, localizado no exon 13 do gene do RLDL,
envolve a substituicdo de uma Citosina (C) por uma Timina (T) na terceira base do cdédon

632 (valina), o que introduz um sitio de restricdo (GGTTC —» GGTCC) que é reconhecido

pela enzima Ava I1*°, tém sido associado com as variacdes do perfil lipidico, tanto em

individuos hipercolesterolémicoszz' 2425 quanto na populagéo geralzo.

Recentemente no Brasil, Salazar e cols.?*® avaliaram as frequéncias génicas,

genotipicas e o efeito dos polimorfismos Hinc Il (exon 12) e Ava Il (exon 13) do gene do
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receptor da LDL (RLDL) sobre as concentragdes séricas de lipideos em 128 individuos
caucasianos apresentando um perfil lipidico de alto risco para doengas cardiovasculares
(GE) e em 100 individuos controles (GC). Os resultados mostraram que as frequéncias
dos gendtipos A+A+ (Ava Il) e H+H+ (Hinc Il) foram maiores nos individuos do grupo GE.
Nesse mesmo grupo, os gendtipos A+A+, H+H+ e a interagdo A+A+/H+H+ foram
associados a concentragdes séricas mais altas de colesterol total e LDL-C. Esses dados
indicam que os individuos portadores dos gendtipos A+A+ e H+H+ do RLDL apresentam
um perfil lipidico de maior risco para aterosclerose. O polimorfismo Ava Il e Hinc Il do
gene do RLDL constitui-se, portanto, um marcador genético importante na avaliagdo da
predisposicao a essa enfermidade e, consequentemente, as doencgas cardiovasculares.
Entretanto, a influéncia desses polimorfismos na resposta terapéutica em
individuos hipercolesterolémicos, precisa também ser avaliada. O arsenal terapéutico de
hipocolesterolémicos, antilipémicos e reguladores de lipideos € atualmente constituido de
varias classes de farmacos. Dentre eles, os inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima
A (HMG-CoA) redutase, enzima que catalisa a etapa inicial da biossintese do colesterol,
bloqueando a biossintese de mevalonato, constituem os agentes farmacologicos mais
eficazes para o tratamento da hipercolesterolemia”. Nesse grupo de inibidores, encontra-
se a Fluvastatina que representa o primeiro composto hipocolesterolemiante totalmente
sintético e ativo per se, sem metabdlitos ativos circulantes, sendo uma das estatinas com
0 mais baixo indice custo/beneficio. Seu planejamento e sintese foram obra dos
pesquisadores do Instituto de Pesquisa da Sandoz. Este farmaco é extremadamente
eficaz em reduzir as concentracdes plasmaticas de LDL-C, inibindo a biossintese do
colesterol enddgeno e estimulando o aumento da producédo hepatica de receptores para
LDL. Embora sejam bem conhecidos os efeitos benéficos das estatinas sobre a

hipercolesterolemia, pouco se sabe sobre a influéncia do polimorfismo genético sobre a
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resposta terapéutica. No presente trabalho, pela primeira vez no Brasil, foi avaliado o
efeito do polimorfismo Ava Il do gene do receptor da LDL sobre a resposta ao tratamento
com Fluvastatina em individuos com diagnédstico clinico e laboratorial de

hipercolesterolemia.

MATERIAIS E METODOS

1. Casuistica

Grupo de estudo - De forma aleatdria selecionou-se 55 pacientes
hipercolesterolémicos, classificados de acordo com os critérios do 2° Consenso Brasileiro
sobre Dislipidemiaszs, constituido por 15 individuos de sexo masculino, com idade
variando entre 37 e 68 anos e 40 individuos de sexo feminino, com idade entre 36 e 70
anos, tratados durante 16 semanas com uma dose diaria de 40 mg (24 individuos) e 80
mg (31 individuos) do medicamento hipocolesterolemiante Fluvastatina (LESCOL®) por
via oral, provenientes de um estudo multicéntrico, coordenado pelo Prof. Tit. Eder C.R.
Quintédo da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, SP. Os
individuos apresentando diabetes mellitus, hipotireoidismo, ou tratamento com
contraceptivo oral, foram excluidos do estudo.

Material biolégico - Foram colhidas amostras de sangue de todos os individuos,
apos jejum de 10 a 12 horas, antes e apds 16 semanas de tratamento, utilizando o
sistema de coleta a vacuo, em tubos com e sem anticoagulante (EDTA 1 mg/ml sangue).
As amostras de sangue sem anticoagulante foram centrifugadas a 2500 rpm (1050 g) por
10 minutos em centrifuga Celm modelo LS 35 (Celm Ind., Sdo Paulo, Brasil) para obter o

soro a ser usado nas determinag¢des bioquimicas. Dos tubos contendo sangue total, uma
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aliquota de 1ml foi retirada e acondicionada em tubos de microcentrifuga de 1,5 ml para

posterior extragdo do DNA das células sanguineas.

2. Determinagoes bioquimicas
A concentracdo sérica de colesterol total foi determinada pelo método enzimatico-
colorimétrico™. A concentracado de colesterol da HDL foi determinada apds a separagao
das demais lipoproteinas pelo uso de acido fosfotungstico e cloreto de magnésio30. As
concentracbes do colesterol da LDL e VLDL foram obtidas através da formula de
Friedewald®, quando o conteudo de triglicerideos foi menor a 4,78 mmol/L. As
concentragbes das apolipoproteinas B-100 e A-l foram determinadas pela técnica de
Radioimunoensaio (RIA)32.
Para a adequada interpretagdo clinica dos valores de lipideos séricos, foram

utilizados os critérios do 2° Consenso Brasileiro sobre Dislipidemiaszg.

3. Controle de Qualidade

A monitorizagao da precisao, exatidao e controle de qualidade das determinagdes
séricas de lipideos, lipoproteinas e apolipoproteinas, foi realizada pela determinacao
concomitante de soros controle normal e patolégico comerciais, de acordo com as
recomendacdes de Tiburcio (1995)33.
4. Extracao do DNA das células sanglineas periféricas

O DNA genbmico foi extraido a partir de sangue total pelo método de precipitagcao
salina modificado no nosso laboratorio®. Brevemente, as amostras de sangue foram
submetidas a lise celular com 1000 pl do tampéao Tris-1 (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, KCI 10
mM, MgCl, 10 mM, EDTA 2 mM pH 8,0) contendo Triton X-100 a 2,5%. Apods

centrifugacéo, os nucleos celulares foram lisados com 220 ul do tampé&o Tris-2 (Tris-HCI
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10 mM pH 8,0, KCI 10 mM, MgCl, 10 mM, EDTA 2 mM pH 8,0, NaCl 0.4 M) contendo SDS

a 1%. A seguir, as proteinas foram removidas por precipitagdo salina com 100 ul de NaCl
5M. O DNA presente no sobrenadante foi isolado e purificado por precipitacéo etandlica e
finalmente, ressuspendido em 100 ul do tampao TE (Tris-HCI 10 mM e 1mM EDTA, pH
8,0) e mantidos a - 4°C.

A integridade das amostras de DNA foi avaliada em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo. A quantificagcdo e analise da pureza das amostras de DNA extraidos
foram realizadas por espectrofotometria em UV apéds diluicdo (1:100) das amostras em

tampao TE®.

5. Amplificagao e analise do polimorfismo Ava Il do gene do receptor da LDL

As amostras de DNA foram submetidas a amplificagdo da regidao Ava Il do gene do
receptor da LDL, pela técnica de PCR, utilizando os iniciadores descritos por Hobbs e
cols. em 1992 e o protocolo otimizado por Salazar em 1998%°. Brevemente, os produtos
de PCR (228 bp) foram submetidos a restricao enzimatica com 1,5 U da enzima Ava Il por
6 horas a 37°C. Os produtos amplificados, bem como os digeridos com a enzima Ava ll,
foram analisados em gel de agarose 2% apos serem corados com brometo de etideo. Os
resultados foram documentados com o sistema fotografico Polaroid modelo DS34, filme
667 instantaneo, 3000 ASA.

O gendtipo homozigoto A+A+ para o polimorfismo Ava Il do gene do RLDL foi
identificado pela presenga de dois fragmentos, um de 141 bp e outro de 87 bp. Enquanto
que no genodtipo homozigoto A-A- observou-se apenas um fragmento de 228 bp. O
heterozigoto A-A+ foi caracterizado pela presencga das trés bandas: 228 bp, 141 bp e 87

bp.
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6. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados através do programa SigmaStat para
Windows, versao 1,0. Inicialmente todas as variaveis foram analisadas descritivamente.
Para as variaveis continuas, a analise foi feita através da observacao dos valores minimos
e maximos, calculo de médias e desvios padrées. Os valores que apresentaram
distribuicdo anormal foram submetidos a transformacgéao logaritmica para posterior analise
por testes paramétricos36. Para as variaveis classificatorias calculou-se frequéncias
absolutas e relativas.

A associacao entre as variaveis mensuradas e os fatores de interesse foi verificada
utilizando-se a Analise de Variancia com multiplos fatores™®. As comparagdes multiplas
foram analisadas pelo teste de Tukey36. A comparacado entre proporgdes foi avaliada
através do teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher®. O nivel de significancia

considerado para os testes foi de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As alteracbes séricas de lipidios e lipoproteinas, em particular a
hipercolesterolemia, tem sido implicadas no desenvolvimento rapido e progressivo da
aterosclerose e constituem um importante fator de risco para as doencas cardiovasculares
(DCV)1'5. A diminuicao dos niveis de colesterol plasmatico pode ser obtida por tratamento
com drogas hipocolesterolemiantes, entretanto ha diferentes graus de resposta que
dependem das caracteristicas individuais.

A tentativa de elucidar que genes estdo potencialmente envolvidos com as

variagoes lipidicas no plasma e com predisposicdo as DCV tem sido motivo de varios
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estudos clinicos e epidemiolégicos6’ 23,26 A analise de polimorfismos de apolipoproteinas,
receptores e enzimas envolvidas no metabolismo lipidico, especialmente o receptor da
LDL, tem sido indicada como ferramenta indispensavel nessas investigagoes.

Os polimorfismos do gene do receptor da LDL tém sido indicados como
marcadores genéticos da hipercolesterolemia, devido a sua provavel associagdo com
mutagbes funcionais e com alteragcbes da expressao génica do RLDL® 2" O
desenvolvimento de métodos simples para a genotipagem associados aos testes de
triagem de mutagdes podem contribuir para o esclarecimento de quais fatores inerentes
estdo correlacionados ao desenvolvimento da doenga cardiovascular, cujas
manifestacdes podem ser reduzidas pelo uso de terapia mais adequada.

Varios estudos tém mostrado associagao entre as variagdes nas concentragdes de
lipideos e polimorfismos do gene RLDL® " '* 9% Entretanto, nenhum estudo até o
presente avaliou a associagdo entre polimorfismos do gene do RLDL e a resposta
terapéutica a Fluvastatina. Portanto, esta € a primeira descrigao do efeito do polimorfismo
Ava Il do gene do RLDL sobre a resposta ao tratamento com esse hipocolesterolemiante
sintético.

Na Tabela | podemos observar as concentragdes de lipideos, lipoproteinas e
apolipoproteinas, antes e apds 16 semanas de tratamento, de acordo com a dose diaria
de Fluvastatina recebida, 40 mg ou 80 mg, respectivamente.

Ao avaliar a resposta terapéutica a Fluvastatina nos individuos estudados apés 16
semanas de tratamento, péde ser observada uma acentuada reducdo dos parametros
lipidicos analisados. Embora, o tratamento com esse hipolipemiante tenha produzido uma
significativa reducao dos lipideos séricos, principalmente de CT, LDL-C, VLDL-C e apoB-

100, as diferengas dos valores médios de lipidios, entre as duas dosagens nao foram
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significativas (Tabela 1). Esses resultados permitem deduzir que o efeito do medicamento
sobre o perfil lipidico foi independente da dose diaria recebida.

A redugdo média nas concentragdes seéricas de colesterol total, LDL-C, VLDL-C e
apolipoproteina B-100 nos individuos estudados foi de -22,5%, -29,7%, -10,9% e -21,3%,
respectivamente. Esses dados sao similares aos encontrados em pacientes
hipercolesterolémicos tratados com Fluvastatina de outras populagées”. Foi também

observado um aumento aproximado de 2% nas concentra¢gdes de HDL-C e apoA-l nos

individuos estudados.

TABELA |. Valores dos lipideos séricos (Média + DP) antes e apés 16 semanas de

tratamento com Fluvastatina de acordo com a dose diaria recebida

40 mg (24) 80 mg (31)
Parametros antes apos diferenca antes apos diferenca P *
CT, mmol/L 7,34+0,72 543+£0,52 -1,91+0,62 7,58+1,24 6,00+1,06 -1,57+0,87 0,09
HDL-C, mmol/L  1,27+0,41 1,31+0,65 0,01+0,18 1,14+0,21 1,16+ 0,21 0,03+0,15 064
LDL-C, mmol/L 500+£0,75 3,23+£0,57 -1,76£0,78 564+1,09 411+09 -151+0,98 0,31
VLDL-C, mmol/L 096+0,34 087+0,36 -0,10+£0,32 0,85+0,41 0,74+0,36 -0,10+0,21 0,74
apo B-100, g/L 1,74+032 1,30+0,33 -0,42+0,40 1,71+0,40 1,31+0,31 -0,40+044 086
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apo A-l, g/L 1,31+0,34 1,38+0,33 0,03+0,47 1,23+029 1,18+0,22 = -0,09+044 041

*Teste “t” de Student (foram comparadas apenas as diferengas entre as duas doses)

Numero de individuos em parénteses

Para converter os valores de mmol/L a mg/dL multiplicar por 38,7%®

CT: colesterol total, HDL-C: colesterol da HDL, LDL-C: colesterol da LDL, VLDL-C, colesterol da
VLDL; apo B-100: apolipoproteina B-100 e apo A-I: apolipoproteina A-I.

A distribuicao de gendtipos e a frequéncia dos alelos para o polimorfismo Ava Il
do gene do RLDL nos individuos estudados € apresentada na Tabela Il. A freqiéncia
de gendtipos observada nos individuos brasileiros hipercolesterolémicos estudados
foram similares as esperadas em condigbes de equilibrio de Hardy-Weinberg.
Adicionalmente, as frequéncias de alelos foram similares as encontradas previamente
20,24,25

pelo nosso grupo26 e por outros autores em individuos hipercolesterolémicos

TABELA Il. Distribuicao de genétipos e frequéncia de alelos para o polimorfismo

Ava ll do gene do RLDL em individuos Brasileiros hipercolesterolémicos

Polimorfismo Genotipos Alelos
Avalll A+A+ A+A- A-A- A+ A-
(55) 31% 55% 14% 0.582 0.418

+/- indica a presenca/auséncia do sitio de restricdo

Numero de individuos em parénteses

Equilibrio de Hardy-Weinberg: ;52 = 0,804 (1g.l., p=NS)



O efeito dos genodtipos para o polimorfismo Ava |l sobre os diferentes
parametros lipidicos, antes e apds 16 semanas de tratamento hipocolesterolemiante, é
apresentado na Fig. 1. Individuos portadores do gendtipo A+A+ apresentaram valores
de colesterol total, LDL-C, VLDL-C e apoB-100 (p=0,0001) mais altos quando
comparado com os outros genoétipos. Dados similares foram obtidos em um estudo
recente®® que avaliou a influencia desse polimorfismo sobre as concentragdes de
lipidios em individuos brasileiros apresentando alto risco para as doencas
cardiovasculares. O gendtipo A+A+ foi associado nesses individuos a concentragdes
mais altas de CT e LDL-C, quando comparado com os outros genétipos.

A influéncia dos diferentes gendtipos do polimorfismo Ava Il do gene do RLDL
sobre a resposta terapéutica a Fluvastatina, € apresentada na Tabela lll. Diferencas
estatisticamente significativas foram observadas para a redugdo dos valores de CT,
LDL-C e apo-B. Individuos com o gendtipo A-A- apresentaram valores de reducgao
desses parametros superiores aos dos individuos portadores dos genoétipos A+A+ e
A+A- (P < 0,05). Esses dados sugerem que a determinagdo do gendtipo pode ser
importante na avaliacdo da resposta individual a tratamentos para redugcdo dos niveis
sericos de colesterol.

Com o objetivo de obter uma melhor resposta terapéutica a Fluvastina nos
individuos hipercolesterolémicos portadores dos gendtipo A+A+ e A+A-, as doses
terapéuticas poderiam ser melhor ajustadas no tratamento desses individuos. Portanto,
o polimorfismo Ava Il do gene do receptor da LDL poderia contribuir na adequagéo da
dose nesses individuos.

O mecanismo pelo qual o polimorfismo Ava Il influencia as concentracdes
séricas de colesterol ndo esta bem elucidado. Este polimorfismo pode estar ligado em

desequilibrio a outras alteragdes no gene do RLDL ou em locos génicos adjacentes,
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que tem efeitos diretos sobre os valores de lipideos circulantes. Possivelmente, essas
variagdes genéticas sdo segregadas na populagdo estudada, juntamente com uma
mutacao funcional que predispde os individuos a desenvolverem alteragdes lipidicas e,
consequentemente, aumentam o risco para o desenvolvimento das doencas
cardiovasculares®. Portanto, futuros estudos serdo necessarios para determinar a
associagao entre os polimorfismos e outras alteragbes genéticas presentes no gene do
RLDL.

Em conclusao, os resultados obtidos indicam que o polimorfismo Ava |l do RLDL
contribui para a variabilidade dos lipideos séricos no grupo estudado, constituindo-se
um marcador genético util, tanto na avaliacdo precoce de risco para as doencgas

cardiovasculares como no seguimento da terapia hipocolesterolemiante.

12+

Genoétipos
N A+A+

Concentragao

CT HDL-C LDL-C VLDL-C apoB-100 apoA-I
Parametros

15



16

124 .
Genotipos
10
. A+A+

AtA-

Concentragao

CT HDL-C LDL-C VLDL-C apoB-100 apoA-I|
Parametros

Figura 1. Valores de lipideos séricos (Média + DP) dos individuos hipercolesterolémicos,
antes (superior) e apos 16 semanas de tratamento com Fluvastatina (inferior), agrupados de
acordo com os genétipos para o polimorfismo Ava Il do gene do receptor da LDL. *Teste de
ANOVA (P < 0,05).

Os valores de CT, HDL-C, LDL-C e VLDL-C estao expressos em mmol/L e as concentragdes de apoB-100 e
apoA-l em g/L. Para converter os valores de mmol/L a mg/dL multiplicar por 38,7%

CT, colesterol total; HDL-C, colesterol da HDL; LDL-C, colesterol da LDL; VLDL-C, colesterol da VLDL; apoB-
100, apolipoproteina B-100 e apoA-I, apolipoproteina A-I.
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Tabela lll. Valores de redugao dos lipideos séricos (Média + DP) nos individuos

hipercolesterolémicos de acordo com os diferentes gendétipos para o polimorfismo

Ava ll do gene do RLDL, apés 16 semanas de tratamento com Fluvastatina

Diferencas

Parametros A+A+ A+A- A-A- P*

(17) (30) (8)
CT, mmol/L -1,95 + 0,88 -1,58 + 0,74 -2,67 £ 0,38 0,020
HDL-C, mmol/L 0,01+0,15 0,04 + 0,17 0,04 £ 0,14 0,850
LDL-C, mmol/L -1,89 £ 0,75 -1,42 + 0,68 -2,57 £ 0,46 0,007
VLDL-C, mmol/L -0,10+ 0,24 -0,10+£0,28 -0,14 £ 0,23 0,700
apo B-100, g/L -0,38 £ 0,39 -0,25 £ 0,27 -0,71 £ 0,41 0,044
apo A-l, g/L 0,04 + 0,31 -0,08 £ 0,38 0,07 £ 0,90 0,912
Parametros A+A+ vs A+A- A+A+ vs A-A- A+A- vs A-A-
CT NS P <0,05* P <0,05
LDL-C NS P<0,05 P <0,05
apo B-100 NS P < 0,05 P <0,05

*Teste de ANOVA

**Teste de Tukey-Kramer

Numero de individuos em parénteses

Para converter os valores de mmol/L a mg/dL multiplicar por 38,7%

CT: colesterol total, HDL-C: colesterol da HDL, LDL-C: colesterol da LDL, VLDL-C: colesterol da

VLDL, apo Al: apolipoproteina Al e apo B: apolipoproteina B
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RESUMO

A hemoglobina (Hb), principal componente das células vermelhas sanguineas, ¢ um
conjugado de proteinas que serve como transporte de O, e CO; sendo assim,
indispensavel a manuten¢do da vida dos mamiferos. A quantidade de hemoglobina por
100 mL de sangue pode ser utilizada como indice da capacidade de transporte de
oxigénio. O teor total de hemoglobina no sangue depende principalmente do niimero de
eritrocitos e, em menor grau, da quantidade de hemoglobina existente em cada eritrocito.
Dependendo do método utilizado e dos cuidados com os quais o laboratorio afere seus
instrumentos, os métodos para a determinagdo da hemoglobina que utilizam o
espectrofotdmetro e contadores automaticos, apresentam uma precisdo de 4 a 5% e 2 a
3% respectivamente. Como alguns métodos para dosagem da hemoglobina baseiam-se na
medida do indice de hemolise, introduzimos no presente trabalho uma técnica na qual foi
utilizada apenas agua deionizada como diluente, que, seguramente também provoca tal
fendmeno. O método proposto tem como objetivo investigar a compatibilidade entre os
resultados obtidos com os que fazem uso do ferricianeto de potassio e hidroxido de
amoénia. A concentragdo da hemoglobina foi determinada em 30 amostras de sangue
recentemente colhidas com EDTA em tubo a vacuo. Para efeito comparativo, foram
utilizados dois tipos de padrdo: o que acompanha o kit e uma amostra de sangue
devidamente padronizada pelo laboratorio (LACT). Os resultados obtidos demonstraram
diferencas significativas entre os métodos realizados com o padrdo do fabricante,
enquanto que, com o padrao de referéncia do laboratério, foi verificada uma significativa
compatibilidade. Portanto, os dados indicam que o método proposto podera ser util na
determinacdo da concentragdo da hemoglobina no laboratério clinico, ndo esquecendo o
fato de que, além de outras vantagens, a toxicidade causada pelo ferricianeto ¢ totalmente
eliminada.

Palavras chave: hemoglobina, ferricianeto, hidroxido de amonia e agua.



SUMMARY

The hemoglobin (Hb), main component of the sanguine red cells, is a conjugated of
proteins that it serves as transport of O, and CO,, being like this, indispensable to the
maintenance of the life of the mammals. The amount of hemoglobin for 100 mL of blood
can be used as index of the capacity of transport of oxygen. The total text of hemoglobin
in the blood depends mainly on the erythrocyte number and, in smaller degree, of the
amount of existent hemoglobin in each erythrocyte. Depending on the used method and
of the cares with the ones which the laboratory its affaire instruments, the methods for the
determination of the hemoglobin that your they use the spectrophotometer and automatic
accountants, present a precision of 4 at 5% and 2 to 3% respectively. As some methods
for dosage of the hemoglobin base on the measure of the hemolysis index, we introduced
in the present work a technique in which was just used water deionized as diluent, that, it
surely also provokes such phenomenon. The proposed method has as objective to
investigate the compatibility among the results obtained with the ones that they make use
of the potassium ferricyanide and ammonia hydroxide. The concentration of the
hemoglobin was determined recently in 30 samples of blood picked with EDTA in tube
to vacuous. For comparative effect, two pattern types were used: what accompanies the
kit and a sample of blood properly standardized by the laboratory (LACT). The obtained
results demonstrated significant differences among the methods accomplished with the
maker's pattern, while, with the pattern of reference of the laboratory, a significant
compatibility was verified. Therefore, the data indicate that the proposed method can be
useful in the determination of the concentration of the hemoglobin in the clinical
laboratory, not forgetting the fact that the toxicity caused by the ferrycianide is totally
eliminated.

Key words: hemoglobin, ferrycianide, ammonia hydroxide and water.



1. INTRODUCAO

A hemoglobina (Hb) ¢ um pigmento respiratorio que, no homem e em outros
vertebrados, se encontra localizado nos glébulos vermelhos. E uma proteina conjugada
pertencente ao grupo das hemoproteinas formada de globina, ferro e heme
(protoporfirina)(Fig 1).

O complexo ferroso da protoporfirina deriva, como as demais, do composto
denominado porfirina. A protoporfirina da hemoglobina ¢ do tipo IX em que os grupos 1,
3, 5 e 8 foram substituidos por grupamentos metila, os grupos 2 e 4 por vinila e os grupos
6 e 7 por cadeias laterais de restos de dcido propionico (1).

A sintese da hemoglobina ¢ uma fun¢do muito importante do eritroblasto em
maturagdo. Sendo o heme o grupo prostético, o suprimento das células com ions ferro ¢
uma condi¢do sine qua non para a formacao da hemoglobina.(2).

Todas as hemoglobinas apresentam na sua formacgdo, 4 cadeias peptidicas,
idénticas duas a duas. Cada uma delas contém um grupamento heme capaz de ligar uma
molécula de O, As diferencas entre as hemoglobinas fisioldgicas consistem em cadeias
peptidicas diversas. No homem existem 3 tipos hemoglobinas: Hb A; (adulto), Hb A; e
Hb F (fetal) (2).

A formagdo da hemoglobina (heme) no organismo se faz pela sintese do anel de
protoporfirina por conta da glicina e do &cido acético conforme demonstrado nas
experiéncias de Shemin e Rittemberg com o nitrogénio pesado. A destruicdo da
hemoglobina se realiza com digestdo da globina, deixando livre o ferro proveniente do
heme. O anel tetrapirrolico ¢ entdo aberto na ligagdo o-meténica dando lugar a formacao
da série de pigmentos biliares (biliverdina, bilirrubina, etc), de acordo com os ensaios de
Lemberg e Legge (1).

A globina representa a maior por¢do da molécula da hemoglobina. Sua sintese
ocorre nos ribossomos dos eritroblastos, segundo um cédigo genético pré-determinado, a
partir de aminoéacidos fornecidos ao organismo através dos alimentos. Sua formacgdo ¢
regulada por quatro diferentes gens capazes de proceder a sintese das quatro cadeias
polipeptidicas que formam as globinas normais no individuo adulto (3).

Existe uma sincronizagdo da sintese da globina com a das porfirinas e assim,
quando ha defeitos na sintese das globinas (talassemias), a sintese das porfirinas ¢
reduzida de modo correspondente. Da mesma forma, quando existe uma deficiéncia na
sintese das porfirinas ndo ha excesso de producgao de globinas. Entretanto, o mesmo nao ¢
verificado no que concerne ao ferro. Este ¢ fornecido ao eritroblasto possivelmente pela
siderofilina plasmatica e pelos macrofagos da medula dssea repletos de ferro. No interior
do eritroblasto o ferro ¢ processado para sintese do heme. No entanto, se a sintese de
globinas ¢ deficiente, o ferro se deposita nos eritroblastos formando agregados de
ferritina (4).

Varios métodos sao utilizados em laboratorios clinicos na determinacdo da
hemoglobina, os quais diferem no diluente hemolitico usado. O principio das técnicas
baseia-se na lise das hemacias com solugdes hipotonicas e transformagdo da hemoglobina
em oxihemoglobina ou cianometahemoglobina, as quais tém sido adaptadas
universalmente para procedimentos manuais e automatizados (5).

O método da oxihemoglobina ndo ¢ mais amplamente utilizado, mas ainda ¢
um método satisfatorio na determinag¢do da hemoglobina. A grande desvantagem ¢ a falta
de uma solugdo padrao estavel de HbO, Devido a simplicidade do método, pode ser



usado para comparar niveis de hemoglobina quando a quantidade absoluta ndo ¢
necessaria como na determinagdo da fragilidade osmotica ou da HbA, Este método ndo
quantifica a carboxihemoglobina (HbCO), metahemoglobina (Hi) ou sulfohemoglobina
(SHD), todas inativas no transporte de oxigénio.

O método da cianometahemoglobina (HiCN), recomendado pelo Comité

Internacional de Padronizagio em Hematologia (ICSH, 1978) tem a vantagem da
conveniéncia, facilidade técnica e uma solugdo padrdo estavel e facilmente disponivel no
comércio.
O sangue ¢ diluido numa solug¢do de ferricianeto de potassio e cianeto de potassio. O
ferricianeto de potassio oxida as hemoglobinas em metahemoglobina (Hi) e o cianeto de
potassio fornece ions cianeto (CN") para formar cianometahemoglobina (HiCN), que tem
absor¢cao maxima em 540 nm.

O uso do padrao (HiCN) para calibragao do aparelho elimina uma grande fonte
de erros e fornece comparabilidade entre todos os laboratorios que o empregam. A faixa
de absor¢ao ampla de HiCN na regido de 540 nm torna-a conveniente para uso, tanto em
fotometros de filtro como em espectrofotometros de faixa estreita. Com exce¢do da SHb,
todas as outras variedades de hemoglobina sdo convertidas em HiCN (6).

Considerando que os referidos métodos fundamentam-se na medida do indice
de hemolise e sabendo-se que a dissociacao da hemoglobina também se faz em presenca
de agua (1), alguns ensaios foram realizados com este diluente no sentido de investigar a
compatibilidade dos resultados obtidos com as metodologias acima descritas.

CH,CH,COOH  CH,CH,COOH

Figura 1: Estrutura do Heme



2. MATERIAL E METODOS

Material bioldgico: Amostras de sangue recentemente colhidas com EDTA, em tubo
a vacuo, de pacientes (masculino e feminino) atendidos no Laboratorio de Analises
Clinicas e Toxicologicas - LACT, foram utilizadas na determinagdo da concentragdo
de hemoglobina em g/dL.

Diluentes:

a) Ferricianeto de Potéssio - Drabkin (Labtest) (6)

b) Hidréxido de Amonia 0,04% - Albritton modificado (Reagen) (5)
¢) Agua deionizada

Padrdes utilizados:
a) HiCN (Labtest — 10 g/dL)
b) Amostra de sangue padronizada (LACT — 13,0 g/dL)

Técnica de padronizacio da amostra de sangue:

Em vérias amostras de sangue recentemente colhido com EDTA, foram
determinadas  as concentragdes de hemoglobina pelo método de referéncia
(Drabkin). Os testes foram realizados em triplicata e a amostra que apresentou
resultado igual a 13,0 g/dL foi escolhida e considerada como padrao de referéncia
nas técnicas com hidroxido de aménia e agua. E importante reafirmar que, a
determinacdo da hemoglobina pelo método do ferricianeto para a obtengdo do
resultado padronizado, deve ser feita em triplicata e com extremo rigor técnico. Os
tubos deverdo ser armazenados em geladeira (2 a 8°C) e lidas as absorbancias no
sentido de checar o equipamento e verificar a compatibilidade entre as leituras
diariamente até o momento em que houver necessidade de uma nova padronizagao.
Concentragdes diferentes da amostra padronizada neste trabalho também poderao
ser utilizadas para o calculo do fator de calibragdo.

Teste de estabilidade do método proposto: Leitura das absorbancias a temperatura
ambiente em 540 nm, apds 5, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos e 24 horas.

Equipamento: Espectrofotometro Micronal B 382



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta as concentragdes de hemoglobina obtidas através dos
métodos em estudo ( K3;Fe(CN)g, NH4OH, e H,0 ), utilizando como padrao HiCN do
fabricante, na qual podemos observar uma grande incompatibilidade entre os resultados
obtidos. A figura 2 confirma a discrepancia existente entre estes resultados. Esta situacao
ja era esperada, pois ¢ bem conhecido que a técnica na qual utiliza-se o ferricianeto de
potassio como diluente mede todas as variedades de hemoglobina, exceto
sulfohemoglobina, enquanto que a metodologia realizada com hidroxido de amonia
determina somente a oxihemoglobina.

A agua por sua vez, segundo Haurowitz (1), também dissocia a hemoglobina
formando oxihemoglobina de acordo com a reagdo abaixo:

Hb (H,0) + 0, <—— HbO, + H,

Com base neste achado, decidimos investigar a confiabilidade dos resultados
usando a 4gua como diluente. A tabela 2 e a figura 3 demonstram claramente que ha uma
melhor correlagdo dos resultados entre ferricianeto de potassio (método de referéncia) e
agua do que entre ferricianeto de potassio e hidroxido de amdnia quando da utilizagdo da
amostra de referéncia devidamente padronizada pelo laboratorio.

Como ja foi descrito anteriormente, ndo existe um padrdo de HbO, com
estabilidade confiavel. Portanto, a adogdo do método sugerido neste trabalho elimina este
problema pelo fato do laboratério ter, no momento que lhe convier, uma amostra de
sangue recentemente coletada e imediatamente processada e analisada.

Sabendo-se que a estabilidade da HICN e HbO, ¢ reconhecidamente comprovada
através dos métodos empregados (K;Fe(CN)s e NH4OH), foram feitas leituras
espectrofotométricas a temperatura ambiente em 540 nm apos 5, 15, 30, 60, 120 e 180
minutos € com 24 horas, com a finalidade de investigar a estabilidade do método
alternativo. Nenhuma mudanca significativa foi observada nas absorbancias durante os
tempos acima referidos (Fig. 4).

Com relacdo ao método proposto tendo como diluente apenas a agua deionizada,
podemos observar que, além da precisdao (reprodutibilidade), sdo oferecidas outras
vantagens, tais como: custo extremamente baixo, estabilidade do produto formado,
facilidade na obten¢do do diluente, a rotina do laboratério ndo ¢ prejudicada pela falta de
reagentes nas empresas fornecedoras e principalmente auséncia de toxicidade. Ressalte-se
que, este método alternativo beneficiaria laboratérios de pequeno porte e do interior do
estado.



Paciente K;Fe(CN)s NH,OH Paciente K;Fe(CN)s NH,OH
13,3 16,5 16 14,8 16,9
12,9 15,1 17 12,8 14,5
13,0 14,8 18 13,8 15,8
11,8 15,0 19 13,2 14,7
10,7 13,9 20 14,5 16,3
12,8 15,5 21 11,8 14,1
13,0 15,2 22 13,2 15,2
15,3 19,1 23 14,8 16,8
15,6 19,1 24 12,9 15,1
12,5 15,6 25 13,5 17,2
14,0 16,9 26 12,8 14,6
14,3 16,6 27 13,8 16,0
12,6 15,0 28 13,5 16,5
13,9 16,9 29 14,1 15,9
12,8 14,7 30 14,5 16,2

Tabela 1: Concentracoes de hemoglobina (g/dL) determinadas
através dos métodos: ferricianeto de potassio (K;Fe(CN)g),
hidroxido de aménia (NH4OH) e H,O. Padrao utilizado: HiCN
(Labtest).
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Figura 2. As barras representam a média = E.P.M das concentragoes
(g/dL) de hemoglobina determinadas através dos métodos
ferricianeto de potassio (K;Fe(CN)g, hidroxido de amoénia (NH;OH)
e H,O. Padrao utilizado: HiCN (Labtest).



Concentragao (g/dL)

Paciente e( K3Fe(CN)6 Paciente K3Fe(CN)g NH,OH
12,5 16 12,1 11,8
15,9 1 17 10,6 10,2
11,8 18 8,3 7,9
11,2 19 9,8 9,5
12,2 20 11,6 11,1
11,5 21 12,2 11,7
10,5 22 12,2 11,7
11,2 23 13,2 13,0
11,8 24 10,8 10,5
11,5 25 11,8 11,1
12,5 26 12,2 12,0
12,6 27 12,5 12,3
13,5 28 13,5 13,2
15,5 29 12,9 12,3
14,2 30 13,5 13,1

Tabela 2: Concentracdes de hemoglobina (g/dL) determinadas através dos
métodos: ferricianeto de potassio (K;Fe(CN)g), hidroxido de amonia
(NH4OH) e H,0. Padrao utilizado: amostra padronizada no laboratério.
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Figura 3. As barras representam a média + E.P.M das concentragdes (g/dL)
de hemoglobina determinadas através dos métodos ferricianeto de potassio
(K3Fe(CN)g, hidréxido de amonia (NH4OH) e H,O. Padriao utilizado:
amostra padronizada no laboratoério.
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Figura 4. Teste de estabilidade do método proposto para a
determinac¢do da concentracio de hemoglobina utilizando agua
deionizada como diluente. Os simbolos representam as leituras das
absorbancias em 540 nm.
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