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Edirorial

Caros amigos,

esde o inicio de nosso trabalho a frente da SBAC, hd dois anos, sempre dis-
semos que buscariamos melhorias em vdrias direcoes.
Foi assim com os congressos, com os cursos e todo o mais.
Essa preocupacdo que sempre tive de manter acesa dentro da Sociedade Brasileira
de Andlises Clinicas a chama da inovacdo, buscando fazer a ser melhor a cada dia.
Cada uma de nossas equipes, responsdveis por cada setor, tem se empenhado em
conseguir vencer cada obstdculo. Transpor cada desafio diariamente.
E, com toda certeza, sem isso nenhuma das nossas mudangas teria dado tdo certo.
Ao longo dos ultimos dois anos, tenho dito que é uma nova SBAC. Mais moderna.
Focada especificamente em atender as necessidades de um mercado cada vez mais
exigente e ao fazermos isso melhoramos sensivelmente todo o trabalho realizado
para os laboratorios.
Sejam associados ou ndo.
Essa é outra grande diferenca do trabalho que estamos fazendo. Nos preocupamos
diretamente com cada um dos nossos associados sim, mas algumas batalhas bene-
ficiardo a todos os laboratérios do pais.
Muito deste trabalho requer forca politica e corporativismo e por isso mesmo sempre
alerto a todos aqueles que ainda ndo fizeram a sua escolha: Associa-se a SBAC e
busque o corporativismo: Use todo o conjunto de beneficios que a SBAC lhe oferece.
Associa-se a SBAC.
Participe dos nossos congressos.
Participe do PNCQ.
Busque fazer a acreditacdo do seu laboratorio pelo DICQ.
Esta é, sem a menor diivida, a melhor forma de participar e contribuir para uma
SBAC maior e muito mais forte.

Um abraco a todos,

Dr.Ulisses Tuma
Presidente da SBAC
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Efeito do tabagismo sobre o perfil lipidico e suas
implicacoes em detentos internos do Presidio
Estadual de Erechim-RS

Effect of tabagism on the lipid levels and their implications in internal prisoners of State
Penitentiary of Erechim-RS

Marina Prigol, Fabricio Marmentini, Neiva Aparecida Grazziotin & Sandra Manoela Dias Macedo

(F RESUMO - O tabagismo é um héabito de impacto na satde, sobretudo como interferente no perfil bioquimico e celular. Este estudo\
objetiva verificar alteracoes no perfil lipidico determinadas pelo habito de fumar. Foram realizadas medi¢oes de colesterol total (CT),
LDL-colesterol (LDL-C), HDL-colesterol (HDL-C), triglicerideos (TG), glicemia e pressdo arterial; além da determinacao do grau de
dependéncia a nicotina e do risco de desenvolvimento de doencas coronarianas. A populacao constitui-se de detentos internos do Pre-
sidio Estadual de Erechim, sendo 28 fumantes e 22 ndo-fumantes, com idade de 28,92 (+7,61) anos. Amostras sanguineas foram cole-
tadas apds jejum de 12 horas e as analises bioquimicas foram determinadas pela metodologia dos kits Labtest®; LDL-C foi determi-
nado pela equacao de Friedewald. Os resultados revelam aumento de CT, LDL-C e TG e redugéo nos niveis de HDL-C na populagéao
fumante, em relacao ao grupo controle, principalmente no grupo que consome mais de 20 cigarros/dia. Os fumantes que ingressaram
no hébito na adolescéncia apresentaram alto grau de dependéncia a nicotina e maior risco de doencas coronarianas, quando compa-
rados aos demais. Os valores absolutos do perfil lipidico nao foram estatisticamente diferentes, porém sao relevantes clinicamente, ja
que se trata de uma populacao de adultos jovens que apresentam um estilo de vida homogéneo.

PALAVRAS-CHAVE - tabagismo, nicotina, perfil lipidico. J
\

/SUMMARY - Tabagism is a habit of impact in the health, especially as an interference in the biochemistry and cellular profile. This
study has the aim to verify alterations in the lipid levels determined by the habit of smoking. Besides total cholesterol (TC), LDL-cho-
lesterol (LDL-C), HDL-cholesterol (HDL-C), triglyceride (TG), glycaemia and arterial pressure measurements, the determination of the
degree of dependence to nicotine and the risk to develop coronary heart disease were observed. The population consists of internal
prisoners of the State Penitentiary of Erechim, being 28 smokers and 22 non-smokers, with age of 28,92 (+7,61) years old. Blood sam-
ples were collected after 12 hours of fasting and the biochemistry analyses were determined by the methodology of kits Labtest®; LDL-
C was determined by the equation of Friedewald. The results presented an increasing of TC, LDL-C and TG and reduction in the le-
vels of HDL-C in the smoking population, in relation to the group that was controlled, mainly in the group that consumes more than
20 cigarettes/day. The smokers who started smoking in the adolescence presented a higher degree of dependence to nicotine and gre-
ater risk of coronary heart disease, when compared with the others. The absolute values of the lipid levels were not statistic different;

KEYWORDS - tabagism, nicotine, lipid levels.

however, they are clinically notable, because it is a population of young adults who present a homogeneous life style.

/

INTRODUCAO

tabagismo é hoje um dos principais problemas de sat-

de publica; a relacao causa e efeito entre o tabaco e va-
rias moléstias j4 estd plenamente demonstrada. E notéria a
participacao do tabaco no aumento e/ou agravamento de
doencas cardiovasculares, pulmonares, circulatérias e nu-
merosos tipos de cancer, contribuindo para o incremento da
morbidade e mortalidade populacional (WHO, 2003).
As principais conseqliéncias do tabagismo sdao a acen-
tuacao da dislipidemia, com reducao nos niveis de HDL-co-
lesterol (HDL-C) e aumento do LDL-colesterol (LDL-C) e
trigliceridios (TG). O consumo de cigarros provoca elevacgao
da pressao arterial (ROCHA, 1998), aumento do fluxo san-
guineo nas artérias corondrias, aumento da contratilidade e
débito cardiaco (COTRAN, 2000), aumento dos niveis plas-
maticos de glicose, e ainda constitui-se como a principal
causa de doencas respiratérias (MARQUES et al., 2001). A
longo prazo, é nitida a relacao do tabagismo com a elevacao
da morbimortalidade (ROCHA, 1998). Todos os riscos taba-
gicos de morbiletalidade sao dose-dependentes. H4 relacao
linear da mortalidade com o ntimero de cigarros consumi-
dos por dia e o tempo de hébito (DOLL et al., 1994).
A nicotina é o composto mais ativo da fumaca do cigarro e

um dos agentes téxicos mais potentes, responsavel pelo
efeito adverso do tabagismo sobre a incidéncia de doenca
cardiovascular. Cada cigarro contém 7 a 9 mg de nicotina,
dos quais se estima que pouco mais de 1mg seja absorvido
pelo fumante. A nicotina é rapidamente absorvida pelos
pulmoes, atingindo o cérebro em dez segundos e sendo dis-
tribuida para todos os sistemas. A meia-vida da nicotina é
de aproximadamente 60 minutos, significando que seis ho-
ras apos ter consumido um cigarro, apenas 0,031mg de ca-
da 1mg de nicotina que o tabagista inalou ainda resta em
seu organismo, provocando: aumento da freqiiéncia cardia-
ca, aumento da pressao arterial, aumento da freqliéncia res-
piratéria, queda da temperatura corporal e da irrigagao san-
giiinea cutanea, diminuicdo da diurese (aumenta vasopres-
sina), aumento da glicemia, além de alteracbes no humor.
Aproximadamente 80 a 90% da nicotina é metabolizada,
principalmente no figado mas, também, nos rins e pulmoes.
Uma fracao significativa da nicotina inalada é metaboliza-
da pelo pulmao. A cotinina é o principal metabélito da ni-
cotina. Esta e outros metabélitos sao excretados pela urina.
A cotinina possui uma meia-vida longa; assim, se o tabagis-
ta fumou nos ultimos dois dias, aparecerd cotinina na urina
e/ou sangue do mesmo. A nicotina restante é filtrada do
sangue pelo rim e é excretada na urina (TAYLOR, 1996; BE-
NOWITZ et al., 1999; MARQUES et al., 2001).

Recebido em 06/10/2005
Aprovado em 20/09/2006
Laboratérios de Bioquimica Clinica e Toxicologia, Curso de Farmacia, Departamento de Ciéncias da Saude, Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das
Missdes — Campus Erechim.
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A nicotina provoca a diminuicao da prostaciclina (PIG-2),
que é o maior inibidor da aglomeracao das plaquetas; as
quais tém a dispersao diminuida, facilitando a formacéao de
trombos. Simultaneamente, diminui prostaglandinas e ele-
va tromboxano A2, promovendo a maior aderéncia das pla-
quetas e inibindo sua dispersao. A nicotina também dimi-
nui a producao do 6xido nitrico, importante na desagre-
gacao e dispersao das plaquetas, facilitando a formacao de
trombos (BAKER et al., 2000; ISAKEN, 2002). Para o desen-
volvimento da aterosclerose promove a diminuicao das li-
poproteinas de alta densidade (HDL) o que é prejudicial, ja
que por serem ricas de apolipoproteinas Al e AIl as mes-
mas sao protetoras da aterosclerose. Ao mesmo tempo, ha
aumento das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), im-
portante fator para a aterosclerose (ISAKEN, 2002).

As HDL exercem importante papel na concentracao de co-
lesterol nos tecidos. Atuam no retorno do colesterol dos te-
cidos periféricos para o figado, onde é removido na forma
de 4cidos biliares. As HDL tém acao protetora contra a do-
enca arterial coronariana (MOTTA, 2000).

As LDL sao formadas, principalmente na circulacao, a par-
tir das VLDL e, provavelmente, da degradacao dos quilo-
microns. LDL é a particula lipidica mais aterogénica no
sangue, pois constitui cerca de dois tercos do colesterol to-
tal plasmatico. Os niveis elevados de LDL estao diretamen-
te associados no prognéstico de risco de aterosclerose co-
ronariana (MOTTA, 2000).

Aterosclerose é um processo dinamico, evolutivo, a partir
de dano endotelial de origem multifatorial, com caracteris-
ticas de reparacao tecidual. Os fatores de risco sao capazes
de lesar o endotélio vascular, causando disfunc¢do endoteli-
al. A partir do dano vascular, ocorre a expressao de molé-
culas de adesdo que mediarao a entrada de mondcitos em
direcao ao espaco intimal que, por sua vez, englobarao li-
poproteinas modificadas (predominantemente LDL oxida-
das), originando as células espumosas. Diferentes media-
dores inflamatérios sdo liberados no espaco intimal, perpe-
tuando e ampliando o processo, levando finalmente a for-
macéao da placa aterosclerética (MARANHAO, 2001).

Por meio do receptor cerebral de acetilcolina, a nicotina
expressa a estimulacao da linhagem de células endoteliais
estimulando, inclusive, a angiogénese (CLOUSE, 2000).
Pela propriedade angiogénica, a nicotina facilita o cresci-
mento de placas de ateroma porque, recebendo mais san-
gue, estas se multiplicam mais. Esse processo recebe tam-
bém o influxo das lipoproteinas de baixa densidade, que sao
aumentadas, e da diminuicao de prostaciclinas, ambos fato-
res desencadeados pela nicotina (PRATICO et al., 2001).
Nas doses usadas pelos fumantes, a nicotina é téxica e impor-
tante fator, ao lado da angiogénese, de danos como disfuncao
vascular e da aterosclerose (VILLABLANCA, 1998). Em su-
ma, as placas de ateroma progridem pela acao da nicotina
que provoca neovascularizacdo, somada a varios outros fato-
res que desenvolvem aterosclerose (PRATICO et al., 2001).
Ha trés fatores de risco possiveis de prevencao para do-
enca coronariana: tabagismo, hipertensao arterial e coles-
terol alterado (elevacao do colesterol LDL e reducao do co-
lesterol HDL). O tabagismo isolado dobra a possibilidade
de doenca cardiaca. O tabagismo, associado a alteracao do
colesterol ou a hipertensao, multiplica esse risco por qua-
tro. O risco torna-se oito vezes maior quando os trés fatores
estao juntos (FRANKEN et al., 1996).

Lesando as artérias cerebrais, a nicotina nos tabagistas
concorre com um quarto dos acidentes vasculares cere-
brais (AVC), inclusive derrames subaracnoideanos. Além
disso, por meio de lesdes no endotélio associadas a outros
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processos da parede das artérias, a nicotina concorre para
o desenvolvimento de aneurisma (ISAKEN, 2002).

O tabagismo néo é apenas fator de risco de desordens car-
diovasculares, mas também fator de prevaléncia e pro-
gressao de desordens microvasculares em pessoas com di-
abetes. Como inicialmente a nicotina causa uma rapida li-
beracao de adrenalina, esta faz com que o organismo des-
carregue algumas reservas de glicose no sangue, prejudi-
cando a satude do diabético (HOLL et al., 1998).

Existem estudos que mostram que fumantes apresentam
tolerancia a insulina, o que acarreta um aumento da taxa
de glicose no organismo. Ao que tudo indica, nicotina pro-
duz resisténcia a insulina, anormalidade metabdlica asso-
ciada a sindrome de resisténcia a insulina, e aumenta a
morbidade cardiovascular (ELIASSON et al., 1997).

A expectativa de vida de um tabagista de elevado grau de
dependéncia a nicotina é 25% menor que a de um nao fu-
mante. Nos udltimos vinte anos, a educacao e a persuasao
nao foram suficientes para promover uma mudanca politi-
ca, cultural e social relacionada ao comportamento de fu-
mar. Investimentos continuados e mais consistentes volta-
dos para a prevencao e o tratamento sao necessarios em
funcdo das projegoes sobre a mortalidade no periodo de
2000 a 2049 (MARQUES et al., 2001).

Tendo em vista a relacao das lipemias com as doencas car-
diovasculares, torna-se importante o monitoramento labo-
ratorial dos niveis lipidicos, visando prevenir as cardiopati-
as e a aterosclerose, uma vez que essas patologias sao con-
sideradas a principal causa de morte nos paises industria-
lizados (LIMA,1999). O objetivo deste estudo é determinar
e relacionar o perfil lipidico e o grau de dependéncia a ni-
cotina com o risco absoluto de eventos coronarianos. A po-
pulacéao deste estudo é constituida de detentos internos do
Presidio Estadual de Erechim, onde a dieta alimentar é
idéntica, o que pode ser um fator de homogeneizacdo da
populacao.

MATERIAIS E METODOS

Foram realizadas, no periodo de outubro a dezembro de
2004, medi¢oes de CT, TG, HDL-C e LDL-C em amostras
sorolégicas de 50 pacientes, sendo 28 fumantes e 22 nao-
fumantes (grupo controle), do sexo masculino, todos deten-
tos internos do Presidio Estadual de Erechim, com idade
entre 18 e 45 anos.

As amostras sanguineas foram obtidas por puncao venosa,
apo6s jejum de 12 horas. As andlises bioquimicas (perfil li-
pidico e glicose) foram determinadas em forma de duplica-
ta, pelo método enzimaético-colorimétrico dos kits Labtest®
e quantificadas em espectrofotémetro Labquest®; o LDL-C
foi determinado pela equacao de Friedewald: LDL-Coles-
terol = colesterol total - (HDL-Colesterol + triglicerideos/5),
valida se triglicerideos < 400 mg/dL. (MARANHAO, 2001).
Todos os voluntérios responderam as questoes do Teste de
Fagerstrom para cédlculo do grau de dependéncia a nicoti-
na (SANTOS, 2001) e assinaram um Termo de Consenti-
mento Livre e Esclarecido.

A metodologia deste estudo foi avaliada e aprovada pelo Co-
mité de Etica em Pesquisa da Universidade Regional Integra-
da do Alto Uruguai e das Missoes — Campus de Erechim.
Apbs a determinacao do perfil lipidico, foi calculado o Es-
core de Risco de Framingham (ERF) para determinacao do
risco absoluto de eventos coronarianos. O ERF calcula o
risco absoluto de eventos coronarianos (morte, infarto agu-
do do miocérdio e angina de peito) em 10 anos. Sao atribu-
idos pontos para idade, pressao arterial sistélica (PS) e di-
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astolica (PD), CT, HDL-C, fumo (qualquer cigarro no ulti-
mo meés) e presenca ou nao de diabetes melito (DM). Apés
o célculo dos pontos deve-se consultar tabela de risco para
ambos os sexos (LOURES-VALE, 2001).

Os resultados obtidos neste estudo foram analisados esta-
tisticamente, usando-se os testes t de Student, presumindo
variancias equivalentes, QUI-Quadrado e Analise de Vari-
ancia (ANOVA), onde foi utilizado um intervalo de confi-
anca de 95% (p<0,05%).

RESULTADOS

A tabela I mostra os valores médios de CT, TG, HDL-C, LDL-
C, glicose, PS, PD e idade, bem como desvio-padrao e valo-
res de p, de nao-fumantes (grupo controle) e de fumantes.

TABELA |

Lipidios séricos, glicose, pressao sanguinea e
idade da populacao estudada

Parametros Nao Fumantes Fumantes

(mg/dL) n=22 n=28 P
CT 150 = 25,91 155,46 + 30,28 0,5364
TG 104,95 + 60,03 116,14 = 82,46 0,5956
HDL-C 43,77 = 12,22 41,67 = 8,58 0,4935
LDL-C 84,04 = 22,55 90,42 = 28,41 0,4343
GLICOSE 78,81 7,83 76,14 = 6,90 0,1802
PS 12,13 0,77 12,46 = 0,70 0,1069

PD 8 + 0,53 8,01+ 0,54 1
IDADE 29,90 = 9,13 28,11 = 6,34 0,796

Observa-se elevacao dos valores médios de CT, TG, LDL-
C, PS e PD; diminuicao da glicose, HDL-C e idade na po-
pulacao fumante, em relacdo a populacao controle, porém
estes valores nao sao estatisticamente significativos
(p>0,05). O nivel de colesterol total foi em média 155
(+30,28) mg/dL na populacao fumante e 150 (+25,91)
mg/dL na populacdo nao fumante. Trés voluntdrios, todos
fumantes, apresentaram niveis de colesterol total acima
dos valores de referéncia (208 mg/dL, 220 mg/dL e 224
mg/dL).

A tabela II mostra os valores de referéncia, para glicose,
CT, TG, HDL-C, LDL-C para individuos com mais de 20
anos de idade, segundo as III Diretrizes Brasileiras Sobre
Dislipidemias (SANTOS, 2001a).

TABELA Il
Valores de referéncia de glicose e lipidios para individu-
os maiores de 20 anos de idade

Valores (mg/dL) Categoria
Glicose 70 —-99
Lipidios
CT
<200 Otimo
200-239 Limitrofe
=240 Alto
LDL-C
<100 Otimo
100-129 Desejavel
130-159 Limitrofe
160-189 Alto
=190 Muito Alto
HDL-C
<40 Baixo
>60 Alto
TG
<150 Otimo
150-200 Limitrofe
201-499 Alto
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A tabela III apresenta os mesmos parametros da tabela I,
mas a populacao fumante estd dividida em relacao ao nu-
mero de cigarros consumidos por dia. Observa-se uma pe-
quena elevacao nos valores médios de CT, TG, LDL-C, PS
e PD e diminuicao da glicose, HDL-C e idade na populacao
fumante, que consome mais de 20 cigarros/dia, em relacao
a populacao controle; porém, estes valores nao sdo estatis-
ticamente significativos (p>0,05).

TABELA Il
Lipidios séricos, glicose, pressao sanguinea e idade em
nao-fumantes e fumantes de acordo com o consumo de
cigarros por dia

Valores (mg/dL) Categoria
Glicose 70 -99
Lipidios
CT
<200 Otimo
200-239 Limitrofe
=240 Alto
LDL-C
<100 Otimo
100-129 Desejavel
130-159 Limitrofe
160-189 Alto
=190 Muito Alto
HDL-C
<40 Baixo
>60 Alto
TG
<150 Otimo
150-200 Limitrofe
201-499 Alto

Das fracoes do colesterol, a taxa de colesterol HDL dos fu-
mantes foi muito semelhante ao grupo controle. A taxa mé-
dia de colesterol HDL da populacao fumante foi de 41,67
(£8,58) mg/dL e do grupo controle foi de 43,77 (+12,22)
mg/dL (Tabela I). Porém, quando o grupo de fumantes foi
divido de acordo com o consumo de cigarros por dia, foi
possivel observar que nos individuos que consomem mais
de 20 cigarros/dia esta taxa foi reduzida para 35,87 (+6,40)
mg/dL (Tabela III), a mais baixa taxa média encontrada,
estando abaixo dos valores de referéncia (Tabela II).
Quanto ao colesterol LDL, a média no grupo fumante foi de
90,42 (+28,41) mg/dL, enquanto no grupo controle esta se
manteve em 84,04 (+22,55) mg/dL (Tabela I). Os maiores in-
dices foram encontrados na populacao que consome mais
de 20 cigarros/dia (99,37 + 24,76mg/dL) (Tabela III). Quatro
individuos apresentaram valores acima dos valores de refe-
réncia. Estes individuos consomem mais de 20 cigarros/dia
e tém grau de dependéncia a nicotina muito elevado.

A taxa média de trigliceridios da populacdao fumante foi
116,14 (+82,46) mg/dL, o que nao foi estatisticamente dife-
rente do grupo controle (Tabela I). O nivel de trigliceridios
dos individuos fumantes do grupo que consome mais de 20
cigarros/dia foi de 139,62 (+93,82) mg/dL, sendo maior em
relacao aos outros grupos de fumantes e ao grupo controle
(104,95 + 60,03 mg/dL) (Tabela III). Os dois individuos que
apresentaram as maiores taxas de trigliceridios (344 mg/dL
e 350 mg/dL) pertencem ao grupo que tem o hdbito de fu-
mar ha mais de 25 anos.

O grau de dependéncia a nicotina, determinado através de
Escore do Teste de Fagerstrom para Fumantes, apresen-
tou-se bastante elevado na populacao fumante; sendo que
15 (54%) dos voluntdarios apresentaram grau de dependén-
cia a nicotina elevado ou muito elevado, 7 (25%) apresen-
taram grau de dependéncia médio e 6 (21%) apresentaram
grau de dependéncia baixo ou muito baixo.



A Figura 1 apresenta a relacao do grau de dependéncia a
nicotina entre voluntarios que comecaram a fumar antes
dos 20 anos de idade e voluntéarios que comecaram a fumar
apos os 20 anos de idade. Observa-se que, dos individuos
que comecaram a fumar antes dos 20 anos, 13 (46,42%)
apresentaram grau de dependéncia a nicotina elevado ou
muito elevado, 7 (25%) apresentaram grau de dependén-
cia médio e 2 (7,14%), grau de dependéncia baixo ou mu-
ito baixo. Dos individuos que comecaram a fumar apds os
20 anos de idade, 2 (7,14%) apresentaram grau de depen-
déncia a nicotina elevado ou muito elevado, nenhum apre-
sentou grau de dependéncia médio e 4 (14,28%) apresen-
taram grau de dependéncia baixo ou muito baixo.
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Figura 1 - Relacao entre fumantes que adquiriram o habito antes
dos 20 anos de idade e o grau de dependéncia a nicotina (*p<0,01)

Quanto a pressao arterial sistélica e diastélica, ndo houve
diferenca significativa entre o grupo fumante (PS: 12,46 +
0,70 mmHg e PD: 8,01 + 0,54 mmHg) e o grupo controle
(PS: 12,13 = 0,77 mmHg e PD: 8,00 + 0,53 mmHg) (Tabela
I), j& que ambos apresentaram valores normais. A pressao
arterial ndo variou, também, em relacao ao consumo de ci-
garros por dia.

O nivel de glicose de jejum entre os fumantes foi em mé-
dia 76,14 (+6,90) mg/dL, e entre os nao-fumantes foi de
78,81 (£7,83) mg/dL (Tabela I), sendo que nenhum dos vo-
luntéarios apresentou valor acima do valor de referéncia (99
mg/dL). Portanto, nao se observou diferenca significativa
entre fumantes e nao-fumantes, sendo que, em ambos os
grupos, os valores apresentaram-se normais.

O ERF, ferramenta de auxilio na estratificacao do risco de
eventos clinicos coronarianos em dez anos, mostrou que a
populacdo fumante estudada, em média, apresenta baixo
risco de desenvolver doenca coronariana. Apenas um indi-
viduo apresentou médio risco e outro, alto risco; sendo am-
bos com mais de 40 anos de idade e com o hébito de fumar
hé mais de 25 anos. A populacédo estudada nao apresentou
maior risco de doencga coronariana.

DISCUSSAO

A populacao de detentos internos tabagistas apresentou
valores médios do perfil lipidico semelhante aos nao-fu-
mantes; porém, variacoes mais determinantes foram obser-
vadas em fumantes com maior tempo de hébito e grau de
dependéncia a nicotina elevado. Em relacao ao colesterol
total, dos trés individuos que apresentaram valores acima
dos de referéncia, apenas aquele com a maior taxa de co-
lesterol total teve relacao direta com o maior tempo de ha-
bito; porém todos apresentaram dependéncia elevada a ni-
cotina, além de idade superior a 40 anos.
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No estudo realizado por Schuitemaker (2002), que compa-
rou os niveis de colesterol total em populacdo de homens
fumantes em diferentes idades, observa-se que, em fuman-
tes, os niveis de colesterol total sao significativamente mai-
ores na populacao mais velha, quando comparada a jo-
vens. Sendo que, no mesmo estudo, nos individuos nao-fu-
mantes, esses efeitos nao foram demonstrados.

Quanto ao colesterol HDL, os individuos que consomem
mais de 20 cigarros/dia apresentaram valores abaixo dos
de referéncia. Segundo Santos (2001b), o tabagismo é o ha-
bito de vida que tem maior impacto na satide como um to-
do, sobretudo como interferente no perfil bioquimico e ce-
lular, atuando principalmente na reducdo dos niveis séricos
de HDL-C, e essa reducdo estd diretamente relacionada ao
numero de cigarros consumidos por dia. Este estudo estd
de acordo com tais observacoes, e essas baixas taxas de
HDL-C representam um maior risco de desenvolvimento
de doencas coronarianas, ja que, segundo Isaken (2002), o
HDL-C atua como fator protetor contra cardiopatias isqué-
micas.

Os indices médios de LDL-C obtidos neste estudo foram
mais altos na populacdo fumante, em relacao a populacao
controle. Os valores médios de LDL-C (99,37 + 24,76
mg/dL) encontrados na populacao que consome mais de 20
cigarros/dia estao no limite maximo dos valores de referén-
cia (100 mg/dL), o que representa um risco futuro para o
desenvolvimento de doencgas coronarianas, principalmente
a aterosclerose.

Para Rang e demais autores (2001), quando as concen-
tragoes de LDL-C estao elevadas, ocorre um aumento do
risco de cardiopatia isquémica, causada pela formacao e
deposicao de placas de ateroma nas corondrias, o que oclui
parcialmente um ou mais desses vasos e pode produzir o
rompimento e a exposicdo de substancias subendoteliais
que atuam como foco para a trombose.

Os triglicerideos apresentaram-se mais elevados em fu-
mantes, principalmente no grupo que consome mais de 20
cigarros/dia. Segundo Sirisali (1992), fumantes apresenta-
ram niveis maiores de trigliceridios e VLDL-C, em seu es-
tudo, quando comparados com nao-fumantes. Um meca-
nismo que pode explicar estes efeitos seria que o hdbito de
fumar provoca um acréscimo nos niveis de acidos graxos li-
vres. Apos a liberacao desses acidos graxos livres, eles sao
imediatamente captados pela albumina plasmatica e sao
transportados para varios tecidos do organismo, particular-
mente o figado. O acréscimo de trigliceridio hepéatico e
VLDL-C sao estimulados pelo influxo desses dcidos graxos.
Contudo, é sabido que a nicotina acarreta alteragoes meta-
bélicas significativas em seus usudrios cronicos, principal-
mente alteragoes cardiovasculares, associadas diretamente
ao perfil lipidico. Sendo assim, o hébito de fumar pode tra-
zer sérios riscos a saude da populacao — riscos que tendem
a aumentar com a idade e com o maior tempo e intensida-
de da exposicao ao tabagismo — e, portanto, deve ser com-
batido, como forma de melhorar a qualidade de vida e re-
duzir as doencas provocadas pelo mesmo.

Sabe-se que o ambiente penitenciario e as condi¢oes de vi-
da advindas, submetem os detentos a um estado de estres-
se e ansiedade maiores. Pessoas com depressao ou com es-
tresse consomem mais cigarros, chegando a trés ou mais
vezes que a populacao geral (ANDA et al., 1990). Segundo
Lohr e colaboradores (1992), é consenso geral que a nicoti-
na nos individuos com disttirbios nervosos age como ansi-
olitica, favorecendo o processo psicomental. Isso porque a
nicotina tem apreciavel acao de liberacdo da dopamina,
produzindo estado de euforia e prazer.

RBAGC, vol. 39(1): 3-8, 2007



As pessoas com depressao fumam mais, desenvolvem nico-
tino-dependéncia mais profunda e tém maior risco de rein-
cidéncia depois de tratamentos para deixarem de fumar.
Nos fumantes de mais de 20 cigarros por dia, € comum en-
contrar sintomas de depressao, inclusive nos mais jovens,
entre 21 e 30 anos de idade. Jovens com depressao recor-
rem ao tabaco e desenvolvem intensa dependéncia a nico-
tina. Individuos com desordens nervosas, como ansiedade,
tém estreita associacao com tabagismo e a nicotino-depen-
déncia (REYNOLDS et al., 1988; BRESLAU et al., 1998;
NARDINI et al., 2001).

Todos estes fatores justificam a difusao do tabaco na popu-
lacao estudada, constituida de detentos internos.
Cincipirine e demais autores (1997) observaram a impor-
tancia da idade em que se adquire o hébito de fumar no
desenvolvimento mais intenso da dependéncia a nicotina.
Os individuos que comecam a fumar entre 14 e 16 anos de-
senvolvem maior dependéncia a nicotina, em comparacao
com aqueles que fumam o primeiro cigarro depois dos 20
anos de idade. Os autores sugerem que a dependéncia a
nicotina processa-se mais rapidamente e é mais forte nos
que ingressam no tabagismo em torno dos 14 anos, sendo
mais dificil de supera-la, obrigando-os a consumir maior
quantidade de cigarros continuamente, com sérias conse-
qléncias a saude.

No presente estudo, o grau de dependéncia a nicotina es-
teve diretamente relacionado com a idade de inicio ao ha-
bito tabagico. Os individuos que iniciaram o hébito antes
dos 20 anos apresentaram grau de dependéncia mais fre-
qlentemente elevado a muito elevado, o que foi estatisti-
camente comprovado (p<0,01). Dentre os fumantes estuda-
dos, 22 (78,57%) comecaram a fumar antes dos 20 anos de
idade e, destes, 11 (50%) adquiriram o hdébito antes de
completar 15 anos.

Estudo com mais de 30 mil homens e cerca de 19 mil mu-
lheres, ambos adolescentes, demonstrou que os iniciados
no tabagismo antes dos 20 anos de idade desenvolveram
intensa dependéncia, traduzida pelo aumento de consumo
de cigarros na idade adulta (SHAHI et al., 1999).

A populacao estudada nao apresentou maior risco de do-
enca coronariana, provavelmente, pelo fato de ser compos-
ta em sua maioria de adultos jovens, pois a média de ida-
de do grupo fumante foi de 28,11 (+6,34) anos (Tabela I).
Assim, a maior parte ainda nao apresenta risco de doencas
coronarianas, ja que este tende a se intensificar com o au-
mento da idade.

Neste estudo, buscou-se uma populacao bastante homogeé-
nea quanto aos hébitos de vida, idade e sexo como forma
de diminuir a variabialidade biolégica e obter resultados
mais relacionados ao tabagismo. Porém, em funcédo do nu-
mero de amostras ser pequeno e de haver vdrios subgru-
pos, o valor de p, que representa significancia estatistica,
nao foi significante matematicamente (p>0,05). Para Doria
(1999), normalmente existe uma variabialidade entre as
amostras que, quando observadas em um grande ntumero,
se dilui, permitindo, assim, serem vistas diferencas estatis-
ticamente significantes entre os grupos. Porém, quando as
amostras sao pequenas, ou quando ha muitos subgrupos
comparados entre si, como é o caso, as chances matemati-
cas de aparecer uma significancia estatistica sdo quase nu-
las. Conhecendo-se as caracteristicas da populacdao estu-
dada, bem como as relacionadas com o nimero da amos-
tra, pode-se, conforme Sokal (1995), considerar os valores
obtidos, apesar de nao comprovados matematicamente, co-
mo significantes clinicamente.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram haver uma
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elevacao significante clinicamente no colesterol total, tri-
glicerideos e LDL-C; e reducao de HDL-C no grupo de fu-
mantes que consomem mais de 20 cigarros/dia em relacao
a populacao controle e aos outros grupos de fumantes.
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Aspectos Gerais nas Infeccoes por Helicobacter pylori
Revisao

General aspects of Helicobacter pylori infections - Review

Jullyana S. Siqueira', Pollyana S.S. Lima’, André S. Barreto® & Lucindo J. Quintans-Junior*

/R

H. pylori e seu diagnostico.

ESUMO - O Helicobacter pylori é uma bactéria de distribuicdo cosmopolita que acomete cerca de metade da populacao mundial.
Esse agente patoldogico estd associado a varios distirbios gastricos, entre eles a gastrite cronica, o cancer gastrico e a tlcera péptica.
Vdrios testes diagnésticos encontram-se disponiveis para o diagnéstico da infeccao por H. pylori entre eles os testes da cadeia de po-
limerase (PCR), urease, histologia e cultura. Nesse contexto, o presente estudo objetivou mostrar os aspectos gerais nas infeccoes por

PALAVRAS-CHAVE - Helicobacter pylori, cAncer géstrico, tlcera péptica, diagnéstico. Y,

/SUMMARY - Helicobacter pylori is a bacteria which is strongly associated with peptic ulcer and cancer gastric. The H. pylori infec-
tions can be diagnosed either by invasive techniques requiring endoscopy and biopsy (histologic examination, rapid urease test, cul-
ture, polymerase chain reaction) or by one of several noninvasive testing methods—serologic tests, the urea breath test, and the sto-
ol antigen test. In those circumstances, the scope of the review is to study the general aspects of H. pylori infection and diagnostic.

\KEYWORDS - Helicobacter pylori, cancer gastric, peptic ulcer, diagnostic. Y,

INTRODUCAO

Helicobacter pylori foi isolado pela primeira vez, em

1983, por Warren e Marshall, na Austrédlia, (Prémio
Nobel de Medicina — 2005) a partir de fragmentos de bidp-
sia géstrica de pacientes com gastrite cronica e tlcera pép-
tica. Entretanto, data do século passado o encontro de bac-
térias espiraladas no estobmago de animais. Krienitz (1906)
foi o primeiro a observar “espiroquetas” no estomago hu-
mano (TONELLI; FREIRE, 2000)
O Helicobacter pylori é uma bactéria Gram negativa, micro-
aerdfila e espiralada (LEVINSON; JAWETZ, 1994), em for-
ma de S ou em bastonete curvo, que mede cerca de 3a 5 p
de comprimento por 0,5 11 de largura, tem parede celular ex-
terna lisa e possui de quatro a seis flagelos unipolares em-
bainhados e com bulbo terminal (TONELLI; FREIRE, 2000).
E provavelmente o agente de infeccdo créonica mais comum
em seres humanos, coloniza especificamente a mucosa
géstrica e as microvilosidades géstricas das células epiteli-
ais e acredita-se que contribua diretamente na destruicao
da célula gastrica por producdo de uma citotoxina vacuoli-
zante, bem como enzimas téxicas, especialmente lipase,
urease e proteases, desregulando os fatores defensivos do
epitélio (OPLUSTIL et al., 2001).
Embora metade da populacdao mundial esteja infectada
com este organismo, 80% desses individuos permanecem
sem nenhuma evidéncia clinica de doenca (WISNIEWSKI;
PEURA, 1997) e somente uma pequena percentagem (pro-
vavelmente menos que 3%) dos individuos que apresen-
tam H. pylori desenvolvem neoplasias relatadas pela sua
presenca, indicando que outros fatores estao envolvidos
(HANSSON, 1993; WATANABE, 1997), portanto, varios fa-
tores, inclusive a aquisicao na infancia, o tipo de cepa da
bactéria, a predisposicdo genética do hospedeiro e o meio
ambiente parecem estar relacionados a sua fisiopatogenia
(WISNIEWSKI; PEURA, 1997).
O cancer de estomago é considerado o segundo mais fre-
qiiente tipo de cancer e o segundo maior causador de mor-
te por cancer no mundo (CORREIA, 1996; NEWNHAM

et al., 2003). No Brasil é a mais freqiiente neoplasia do sis-
tema digestivo, ocupando o primeiro lugar na escala de
ocorréncia entre os homens e o quarto lugar entre as mu-
lheres (ARRUDA et al., 1997).

EPIDEMIOLOGIA

O H. pylori tem distribuicao cosmopolita, e estima-se que
cerca de metade da populacao mundial esteja infectada. A
prevaléncia da infec¢do varia com a idade e o nivel socioe-
conomico. A soroprevaléncia aumenta progressivamente
com a idade (MITCHELL et al., 2003), e é igualmente encon-
trada em homens e mulheres (MCCALLION et al., 1995).
Paises em desenvolvimento podem ocorrer taxas de soro-
positividade elevadas em faixas etdrias mais jovens
(SHERMAN et al., 2002). No Brasil, um estudo em criancgas
e jovens até 18 anos, de familias de baixa renda, evidenci-
ou um percentual de 34% de soropositivos, que aumenta
significativamente com a idade (BEDOYA et al., 2003). Em
paises desenvolvidos, a infeccdo em criancas é menos fre-
qlente. A prevaléncia da infeccao é influenciada por fato-
res como renda, nivel de instrucao e condi¢des de moradia
(SILVA et al., 2004).

O ser humano ¢é o principal reservatério de H. pylori, nao
tendo ainda sido encontrados animais que sirvam de reser-
vatérios significantes. A infeccdo nao é autolimitada e po-
de persistir por muitos anos. Reservatérios ambientais tam-
bém podem existir. Aguas contaminadas sdo fontes impor-
tantes em determinadas &reas (GLYNN et al., 2002). A
transmissao interpessoal é, entretanto, considerada a mais
importante, conforme evidenciado em estudos com famili-
as que moram em condi¢des de aglomeracao. Estudos uti-
lizando tipagem de DNA confirmaram que membros de
uma mesma familia tendem a ser infectados pela mesma
cepa de bactéria (ROMA-GIANNIKOU et al., 2003). A via
pela qual ocorre a infeccao pode ser fecal-oral ou oral-oral.
E importante lembrar que a infeccdo pode ser transmitida
através de endoscopios se a desinfecgao apropriada néao for
executada (BROWN, 2000).
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TRANSMISSAO

Varias pesquisas sobre o modo de transmissao de- H. pylo-
ri estdo sendo desenvolvidas, e pode-se dizer que esta é
uma das areas mais estudadas, discutidas e controvertidas
desse, recém descoberto, microrganismo. As vias de in-
feccao mais aceitas atualmente incluem a fecal-oral e a
oral-oral (MARSCHALL, 2000). Nao ha possibilidade de
transmissao através do ato sexual comum, e a infeccao por
insetos vetores é praticamente nula (ESLICK, 2001).

Transmissao Fecal-Oral

Em 1992, foi publicado o primeiro trabalho sobre o isola-
mento de H. pylori em fezes humana. Nesse estudo, isolou-
se a bactéria em fezes de criancas e adultos infectados na
Gambia. Alguns anos mais tarde, esta foi isolada em fezes
de individuos dispépticos (H. pylori - positivos). Entretan-
to, outros trabalhos evidenciaram que H. pylori estd bem
adaptado na passagem do estomago para o duodeno. Indi-
cando que a bile possua um efeito letal para a bactéria, e
por isso a sua sobrevivéncia ap6s esta transicao parece ser
incomum (KAPADIA, 1997).

Caso o microrganismo seja transmitido via fecal-oral, a
dgua seria um provavel meio de propagacdao. Em um estu-
do epidemiolégico sobre o modo de transmissao de H.
pylori em criangas peruanas, foi proposto uma associacao
entre a prevaléncia do microrganismo e a dgua potavel
(KODAIRA et al., 2002).

Transmissao Oral-Oral

Segundo Artherton (1997), existem indicios de que o H.
pylori possa permanecer ou transitar pela drea bucal, na
placa dentéaria ou saliva. Além disso, sua presenca no suco
géstrico indica a possibilidade de transmissao oral-oral.
Ha evidencias de que o vomito e o refluxo esofagico pos-
sam ser considerados como um meio de propagacao do mi-
crorganismo, uma vez que a bactéria ja foi detectada no
suco géstrico de pacientes infectados. Desse modo,
propde-se uma maior atencao a possivel transmissao gas-
tro-oral, que ocorreria quando um individuo entrasse em
contato com o vomito contaminado.

Em estudos sobre a investigacao da transmissao de H.
pylori, foram isoladas bactérias da placa dentdria de paci-
entes positivos ao microrganismo. Posteriormente, em um
estudo com pacientes dispépticos da India, em cerca de
98% dos pacientes a presenca dessa bactéria na placa den-
taria foi detectada (BUJANOVER et al., 1997).

PATOGENIA

Os mecanismos pelos quais a bactéria produz diferentes
quadros patolégicos no estdbmago e no duodeno nao sao to-
talmente conhecidos. Presumivelmente, fatores da bacté-
ria, do hospedeiro e ambientais contribuem para estabele-
cer evolugoes clinicas diversas. Dentre os principais meca-
nismos patogénicos envolvidos estao os fatores de virulén-
cia do microrganismo, a resposta inflamatéria da mucosa e
a alteracao da secrecao acida gastrica.

Fatores de Viruléncia
Aderéncia
O H. pylori tem um tropismo pela mucosa géastrica, aderin-

do a célula epitelial e, as vezes, penetrando entre elas. A
adesdo parece atuar na patogénese através da lesao direta

10

da célula, facilitando para que os produtos téxicos produzi-
dos pela bactéria sejam liberados nas proximidades da cé-
lula epitelial e atuando na estimulacao da producao de ci-
tocinas pela célula epitelial (MAHDAVI et al., 2002)

Urease

A bactéria tem uma potente atividade uredsica que partici-
pa da colonizacao géstrica, permitindo sua sobrevivéncia
em um meio acido. A urease hidrolisa a uréia, presente no
estobmago, em amoénia e CO: (VOLAND et al.,, 2003). A
amonia tem atividade citotéxica, aumentando a permeabi-
lidade da célula epitelial para prétons, e talvez participe
como mediador da resposta imune local, ja& que é potente
ativador de monécito in vitro (GOBERT et al., 2002).

Fosfolipase

As fosfolipases A2 e C afetam a integridade celular e a ca-
mada hidrofébica da barreira gastrica, podendo permitir a
retrodifusdo de ions hidrogénio (MISIEWICZ, 1995).

Citotoxina e Gene cagA

Todas as cepas sao portadoras do gene vacA (gen da cito-
toxina vacuolizante); entretanto, apenas algumas cepas
sao produtoras da citotoxina vacuolizante, que exerce um
efeito citopdtico no epitélio. Estas cepas sao mais comu-
mente isoladas de pacientes com ulcera péptica, atrofia
géstrica e cancer gastrico (ARTHERTON et al., 1997).
Censini et al. (1996) afirma que o gene cagA (gene associ-
ado a citotoxina) € um marcador da producao de citotoxina
e codifica a proteina cagA. Pacientes com tlcera duodenal,
gastrite atréfica e carcinoma gdstrico sao mais comumente
infectados com cepas cagA-positivas do que cagA- negati-
vas. As cepas cagA positivas sao mais virulentas, associa-
das a maior grau de infiltracao de polimorfonucleares neu-
trofilos, producao de interleucina-8 e tém intima asso-
ciacao com cepas vacA S1.

Resposta inflamatéria da mucosa

Hunt et al. (1995) e Misiewicz (1995), relatam que a in-
feccao pelo H. pylori induz um infiltrado inflamatério na
mucosa gastrica de neutréfilos, mondcitos, linf6citos e plas-
mocitos e a expressdo de citocinas pré-inflamatérias como
interleucinas (1,2,6 e 8), fator de necrose tumoral (alfa) e
interferon-y.

Embora as respostas inflamatéria e imune possam agravar
as lesoes degenerativas do epitélio, desencadeadas pela
bactéria, sao incapazes de elimind-la. Algumas cepas (ca-
gA) parecem estar envolvidas na magnitude e caracteristi-
ca da producao de citocinas (IL-8), sendo portanto de im-
portancia no grau de inflamacao gdstrica cronica e no es-
pectro da doenca. Mas, o mais provavel, é que a intensida-
de e a forma das respostas inflamatéria e imune, associa-
das a viruléncia da cepa, possam estabelecer doencas gas-
troduodenais diferentes.

Alteracoes da Secrecao Acida Gastrica

E de longa data o conhecimento da importancia da se-
crecao acida na patogénese da tlcera péptica. Os pacien-
tes com tulcera duodenal apresentam vdrias alteragdes na
producao de acido: prejuizo da inibicdo acida na liberacao
da gastrina, maior secregdao de acido basal e pés-estimulo
e maior acidez no duodeno (TONELLI; FREIRE, 2000).
Hoje ja estd bem estabelecido que a infecgédo pelo H. pylo-
ri é associada com a diminuicao da liberacao da somatos-
tatina e aumento da liberacdao de gastrina pelo antro gés-
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trico. A somatostatina diminui a liberacao de gastrina. Es-
sas alteracoes sao encontradas de forma similar nos indivi-
duos infectados, com ou sem ulcera duodenal, e retornam
ao normal apos a erradicacdo da bactéria. A menor libe-
racao de somatostatina pode ser mediada pelo fator de ne-
crose tumoral e pelas células mononucleares (HUNT et al.,
1995; MISIEWICZ, 1995).

A infeccéo pelo H. pylori também se acompanha de maio-
res niveis de 4cido no duodeno, decorrente da maior pro-
ducdo de acido pelo estémago e menor producao de bicar-
bonato pelo duodeno que sao revertidos com a erradi-
cacdo. A maior producao de acido predispoe a metaplasia
gastrica no duodeno. A hipétese é que a bactéria antes res-
trita ao estdbmago colonizard também as dreas de metapla-
sia gastrica no duodeno. Como resultado, ocorrera duode-
nite cronica que facilita a retrodifusao de ions hidrogénio,
e subseqtiente ulceracao (TONELLI; FREIRE, 2000).

PATOLOGIA

Segundo Vaira et al. (2000), a colonizacao do tecido gdstri-
co pelo H. pylori é quase sempre acompanhada por uma
resposta inflamatéria na mucosa subjacente.

A fase aguda da infeccao nao é comumente detectada na
pratica clinica. Nessa fase, apés a contaminacao pela bac-
téria, h4 um periodo de poucos dias, associados a um qua-
dro histopatolégico de denso infiltrado de polimorfonucle-
ares neutrdéfilos e um exsudato aderente a superficie epite-
lial gastrica, de curta duragao. Concomitantemente, ocorre
uma hipocloridria com retorno da secrecao acida gastrica
ap6s alguns meses.

O infiltrado inflamatério agudo da lugar a gastrite cronica
superficial ativa, de leve a grave intensidade, com maior
densidade de células inflamatdrias no antro do que no corpo
gastrico, e que se acompanha de alteracoes epiteliais. Como
a infeccao habitualmente nao é erradicada naturalmente pe-
lo hospedeiro, a manutencao da inflamacao durante anos
pode levar a progressao da gastrite cronica superficial do
antro as porgdes mais proximais do estobmago (corpo e fun-
do), com conseqiientes gastrite atréfica e metaplasia intesti-
nal, em alguns individuos (KODAIRA et al, 2002).

As alteracoes histopatolégicas da crianca infectada sdao um
pouco diversas daquelas do adulto. O infiltrado inflamatério
é geralmente mais leve e consiste, principalmente, de linf6-
citos e células plasmaéticas, com neutréfilos podendo estar
ausente nas criancas de paises desenvolvidos. Nas criancas
de paises em desenvolvimento, o infiltrado de polimorfonu-
cleares neutroéfilos € maior, mais de menor intensidade do
que o dos adultos. Presenca de atrofia glandular e metapla-
sia intestinal é rara em pediatria (TONELLI; FREIRE, 2000).
Néao hd, necessariamente, um aspecto macroscopico da in-
feccdo gastrica pelo H. pylori, e € comum uma dissociacao
entre macro e microscopia, quando o estbmago é endoscopi-
camente normal. Entretanto a crianca infectada apresenta
freqlientemente um aspecto macroscépico micronodular no
antro gastrico, que é patognomonico da infec¢ao pelo mi-
crorganismo. Nao se sabe ainda o seu significado e o porqué
da sua presenca principalmente na crianca, e mais freqtien-
temente nas com ulcera duodenal. Alguns autores a associ-
am a um maior nimero de foliculos linf6ides na lamina pro-
pria, a semelhanca da hiperplasia nodular linféide benigna
do intestino. N6s, entretanto, observamos uma associacao
entre a presenca de foliculos linféides na mucosa gastrica e
a infeccao pelo H. pylori, independentemente da presenca
ou nao de antrite nodular (TONELLI; FREIRE, 2000).
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DIAGNOSTICO

Vérios testes diagnosticos encontram-se disponiveis para o
diagnéstico da infeccao por H. pylori. Estes testes podem
ser através de métodos invasivos ou nao-invasivos. Os in-
vasivos sao aqueles que dependem da realizacdao de en-
doscopia para coleta de biépsias: cadeia de polimerase
(PCR), teste da urease, histologia e cultura. Os nao-invasi-
vos incluem sorologia e teste respiratério com uréia marca-
da com isé6topos de carbono (“C e "C) (CUTLER et al,
1998). A escolha do teste depende da situacao clinica do
paciente (TONELLI & FREIRE, 2000).

Reacao de Cadeia em Polimerase

O PCR (Polymerase Chain Reaction) é outro método usado
para a deteccao do H. pylori. Este apresenta altissima sen-
sibilidade e especificidade, podendo ser feito diretamente
das biépsias gastrica ou duodenal, do suco gastrico, da pla-
ca dentaria, da saliva, da cultura e até mesmo das fezes. Os
genes rRNA 16s rRNA, ureA e o glmM tém sido utilizados
na identificacdo da bactéria. Além disso, por sua alta sen-
sibilidade, o PCR é muito utilizado em estudos epidemiol6-
gicos ligados a identificacao de reservatérios ambientais, e
também em trabalhos de determinacao do modo de trans-
missdo desta bactéria (LEHOURS et al., 2003).

Teste da Uréase

O teste da urease em fragmento de tecido é baseado na po-
tente atividade uredsica da bactéria. Ele é altamente espe-
cifico e sensivel e é o teste mais usado para o diagnoéstico
endoscépico. Um fragmento de bidépsia do antro ou um
fragmento do antro e outro do corpo géastrico sao introduzi-
dos imediatamente apds a coleta em um substrato conten-
do uréia e um indicador de pH (vermelho fenol). A urease
hidrolisa a uréia em amonia e diéxido de carbono, com
consequente aumento do pH e mudanca da cor, do meio,
de amarelo para rosa. Quando a mudanga de cor ocorre
dentro das primeiras 24 horas, o teste é considerado positi-
vo (ORNELLAS et al., 2000).

Apesar das véarias preparacoes disponiveis no mercado, o
teste de urease nao tamponado tem mostrado acurdcia
comparavel e custo cumulativo menor (CHU et al., 1997),
sendo largamente utilizados na pratica clinica, entretanto
nao fornece informacoes sobre a intensidade da infla-
macao. Devido a possibilidade de contaminacao por bacté-
rias produtoras de urease como Proteus sp e Pseudomonas
sp, levando a alteracoes na cor do teste durante a estoca-
gem, preconiza-se que a preparacao contendo uréia e o
marcador sensivel de pH seja feita diariamente (NG, 1997).

Histologia

Pereira et al. (2001) afirma que embora a técnica histologi-
ca nao esteja livre de falhas, a especificidade e a sensibili-
dade desta sao altas. Além da identificacao da bactéria, a
andlise histopatolégica permite avaliar o tipo e a intensida-
de da inflamacao da mucosa géstrica.

Este exame é feito ap6s a endoscopia, com a retirada de
fragmento, no qual utiliza-se uma variedade de coloracoes
para detectar a bactéria, sendo necessarias varias horas ou
mesmo até 2 dias para se obter o resultado. O microrganis-
mo pode ser identificado por diversas coloracoes histologi-
cas, como Giemsa, hematoxicilina e eosina Warthin-Starry,
Steiner, carbolfucsina.

Este método pode apresentar falhas e inconveniéncias,
tanto pela falta de visualizacdo e identificacao da drea mais
afetada, como por coletas feitas em locais inadequados, de-

11



vido a distribuicao desigual do organismo na mucosa gas-
trica (ROCHA, 1996).

Cultura

Helicobacter pylori € uma bactéria muito adaptada ao seu
habitat e de crescimento lento, sendo assim € muito dificil
cultivd-la in vitro. O crescimento pode ser afetado por vari-
os fatores como o nimero de biépsias, o meio, a duracao e
a temperatura do transporte e o préprio método de cultivo.
Sua deteccao pode ser influenciada também pelo uso pré-
vio de alguns medicamentos, usados por pacientes em tra-
tamentos de dispepsia, como o omeprazol, alguns antimi-
crobianos, bismuto ou benzocainas. E possivel que residuos
de glutaraldeido, presentes na pinca de coleta de bidpsia,
possa afetar a viabilidade do microrganismo.

A cultura é o método mais especifico para identificacao da
bactéria e o tnico que determina a suscetibilidade aos an-
timicrobianos (MALFERTHEINER et al., 2002). Podem ser
usados varios meios de cultura, e é necessaria uma atmos-
fera microaerofilica (5-6 % de Oz, 8-10% CO-, 80-85% No).
Sao poucos os centros no Brasil que trabalham com essa
técnica diagnéstica, que é cara, requer um laboratério espe-
cializado e é importante para o estudo de fatores de virulén-
cia e tipagem genética. Ela, na verdade, tem sido usada
apenas no ambito de pesquisa (TONELLI; FREIRE, 2000).

Sorologia

Este exame se baseia na deteccao de anticorpos especificos
[imunoglobulina G (IgG)] contra esta bactéria, encontradas
em amostra de soro das pessoas infectadas. Geralmente
sao realizados através da técnica de ELISA (Enzyme-Lin-
ked Immunosorbent Assay) ou latex-aglutinacao. Resulta-
dos falso-negativos podem ocorrer em criancas, idosos e
em individuos imunodeprimidos, que nao desenvolvem
reacao imunolégica contra a infeccao (PORTORREAL;
KAWAKAMI, 2002).

Varios métodos sorologicos tém sido descritos na literatura
(KHANNA et al., 1998), no entanto, o método ELISA pare-
ce ser o mais sensivel e especifico em pacientes adultos de
paises desenvolvidos (PORTORREAL; KAWAKAMI, 2002).
A recomendacao é de que o teste sorolégico deve ser vali-
dado e padronizado localmente antes de seu uso (FELD-
MAN; EVANS, 1995). Por ser um exame nao-invasivo, o
teste sorolégico tem sido utilizado em estudos epidemiol6-
gicos (BLEECKER et al., 1994), mas por ser infeccao restri-
ta a mucosa, em alguns casos, a estimulacao antigénica
pode ser lenta e resultados falso-negativos podem ocorrer
em poucas semanas ou meses apds nova infeccao
(MEGRAUD, 1996).

Teste Respiratério com Uréia Marcada

O principio do teste respiratério com uréia marcada € o
mesmo do teste da urease: producao pelo H. pylori de
grandes somas de urease. O paciente ingere uma solucao
de uréia marcada "C e *C. Sob acao da urease de H. pylo-
ri, a uréia é convertida em amonia e bicarbonato, o qual é
absorvido e convertido em CO: nos pulmoées (TONELLI;
FREIRE, 2000).

O paciente entdao expira em um baldo ou outro recipiente
préprio onde a presenca do carbono marcado pode ser de-
tectada por cintilagao ou espectrografia. O “C nao pode ser
usado em menores de 18 anos nem em mulheres gravidas,
por ser radioativo. O *C, ndo-radioativo é o teste ideal pa-
ra o diagnéstico da infeccdo em pediatria. E um teste com
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mais de 90% de sensibilidade e altamente especifico. Pode
ser usado em estudos epidemiolégicos e é o teste de prefe-
réncia para o controle da erradicacdo da infeccao, por nao
ser invasivo (GODOY; RIBEIRO, 2004).

TRATAMENTO

Ainda néo existe um esquema terapéutico ideal. Sao vari-
os os antimicrobianos ja usados na infeccao pelo H. pylori,
em varias associacoes e com tempos diversos de tratamen-
to. Parece necessdrio, para o sucesso terapéutico, a in-
clusao de uma droga com secrecao salivar e/ou gastrica
(metronidazol e claritromicina) associada a drogas de acao
luminal (bismuto, amoxicilina, tetraciclina, furazolidona).
O percentual de cepas resistentes ao metronidazol e/ou
claritromicina determinarda a eficdcia do tratamento
(GONZAGA et al., 2000).

Como a sensibilidade microbiana varia com a localidade,
raca e uso prévio desses medicamentos, a eficacia de um
esquema de tratamento em uma comunidade nao permite a
generalizacao dos resultados (GRAHAM, 1998). O ideal se-
ria basear o tratamento em estudos de sensibilidade ou, pe-
lo menos, no conhecimento prévio do indice de resisténcia
microbiana na comunidade, o que no momento é impossi-
vel, na maioria dos centros brasileiros (HAN et al., 1999).
Terapia com uma Unica droga antimicrobiana € habitual-
mente um insucesso, os esquemas antimicrobianos duplos
inicialmente testados em pediatria tinham a duracao mini-
ma de quatro semanas e incluiam a associacao de bismuto
com amoxicilina (ou ampicilina) ou amoxicilina com tinida-
zol (KIM et al., 2003). No meio hospitalar, onde ha conside-
ravel percentual de cepas resistentes a imidazélicos, é pro-
vavel que um esquema duplo que incluisse essas drogas,
nao proporcionasse boa eficacia. Desde 1989, tem-se utili-
zado uma associacao de amoxicilina (560 mg/kg/dia), me-
tronidazol (20 a 30 mg/kg/dia) e furazolidona (6 a 8
mg/kg/dia), em trés doses didrias, por sete dias, com erra-
dicacao de 84% (LIND, 1999). Entretanto, o percentual de
efeitos colaterais é significativo, mas na maioria dos paci-
entes ndo impede a continuidade da terapia (HARRIS; MI-
SIEWICZ, 2001). Atualmente, vem sendo utilizado a asso-
ciagdo de um inibidor da bomba proténica (omeprazol 20
mg, lansoprazol 30 mg, pantobrazol 40 mg, rabeprazol 20
mg) + amoxicilina 1000 mg + claritromicina 500 mg (SILVA
et al., 2004). Nesse sentido, a adi¢ao do esquema triplice de
agentes anti-atividade secretora com um esquema quadru-
plo é mais eficaz quando um inibidor da bomba protoénica
é usado como um agente anti-atividade secretora, inclusi-
ve, tendo melhor resposta que um antagonista do receptor
H: (KATE; ANANTHAKRISHNAN, 2001). Contudo, como
a sensibilidade microbiana varia com a localidade, raca e
uso prévio desses medicamentos, a eficdcia de um esque-
ma de tratamento em uma comunidade nao permite a ge-
neralizacao dos resultados (GRAHAM, 1998).

E importante frisar que o sucesso da erradicacido de H.
pylori nao depende apenas da susceptibilidade da linha-
gem ao antimicrobiano utilizado na terapia, mas este € um
dos principais fatores, tendo assim maiores taxas de cura
em pacientes infectados com linhagens sensiveis ao trata-
mento (LANG, 2002). Alguns estudos tém sugerido que a
taxa de erradicacao deste microrganismo é menor em pa-
cientes com gastrite, comparando-se a pacientes com ulce-
ra. Desse modo, os fatores de viruléncia poderiam influen-
ciar na faléncia terapéutica (KIM et al., 2003).
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COMENTARIOS FINAIS

Desde a introducao da Helicobacter pylori a comunidade
cientifica por Marshall e Warren, a mais de duas décadas
atrds, esse patégeno tem sido um importante foco em pes-
quisas bdsicas na 4rea bioquimica e da clinica. Apesar das
inimeras descobertas na ultima década acerca das in-
fecgoes causadas pelo H. pylori muitos paradigmas sobre o
diagnostico e o ideal protocolo de tratamento continuam
obscuros.

Os critérios histopatolégicos sdo extremamente importan-
tes para definir e dar suporte ao diagnéstico e prognéstico.
Nesse sentido, os avancos na area molecular abrem a pos-
sibilidade de utilizacdo de marcadores genéticos que, so-
mados aos dados histopatolégicos e imunohistoquimicos
podem levar a diagnésticos e prognésticos mais seguros.
Trabalhos recentes tém se preocupado em tracar um mapa
do genoma dessa bactéria visando a producao de vacinas
seletivas e de grande espectro em sua eficacia. Por outro
lado, algumas cepas do H. pylori tém se mostrado resisten-
tes aos tratamentos tradicionais tanto nos esquemas tripli-
ces quanto quadruplos, o que é de relevante importancia
em pacientes imunossuprimidos, pacientes HIV positivo e
cancer gastrico em estdgio patolégico avancado.

Na verdade, uma melhor compreensao dos aspectos gerais
das infecg¢oes por H. pylori continua sendo o melhor alicer-
ce na construcao de um diagnéstico preciso e de tratamen-
tos clinicos eficientes.
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KTitqu de Especialista em Analises Clinicas

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

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

Condicdes para inscricao no Concurso do TEAC:

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

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

3. Preencher ficha de inscrig&o, colocando quais as matérias de peso
03e02.

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

4. Pagar taxa de inscrig&o do concurso.

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

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

As Disciplinas:

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

- Bioquimica Clinica;

- Hematologia Clinica;

- Imunologia Clinica;

- Microbiologia Clinica;

- Parasitologia Clinica.

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

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

4 - Tendo sido aprovado no Concurso para obtengéo do TECC, e no
Concurso para obtencdo do TEAC, o Certificado do Titulo de Especialista
em Andlises Clinicas, tera o apostilamento em Citologia Esfoliativa no
verso do Certificado.

5 — Néo tendo sido aprovado no Concurso para obtencéo do TECC, e
sendo aprovado no Concurso do TEAC, o candidato tera o Certificado do
Titulo de Especialista em Andlises Clinicas, sem 0 apostilamento em

\\\Citologia Esfoliativa.

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

As Provas:

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

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

Avaliacdo da Prova de Titulos a Outorga do TEAC.:

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

Validade do TEAC:

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

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

Préximo Concurso do TEAC:

Informamos, que 0 67° Concurso para Outorga do TEAC — Titulo de
Especialista em Andlises Clinicas, sera realizado em 09/06/2007 de 08
as 12h (Prova Escrita/Slide) e 13:30 as 18h (Prova Oral), durante o 34°
Congresso Brasileiro de Andlises Clinicas e 7° Congresso Brasileiro de
Citologia Clinica, em BELO HORIZONTE — MG.

A taxa de inscricdo para o Concurso do TEAC e TECC é no valor R$
198,00 (cada). Para os inscritos no 34° CBAC e 7° CBCC, havera descon-
to de 50% nas inscriges.

0 prazo de recebimento das fichas de inscrigéo para o Concurso do
TEAC sera até o dia 26/05/2007, (data de postagem).

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

No caso de duvida e esclarecimentos,
entre em contato conosco:
SBAC, através dos tel./fax (21) 2187-0800 e 2187-0805 ou
através do e-mail: teac@sbac.org.br
SBCC, através dos tel./fax (62) 3229-0468 e 3223-5661 ou
através do e-mail: shacgo@terra.com.br /
J
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Infeccoes parasitarias: diagnostico imunolégico de
enteroparasitoses*

Parasital Infetion: immunologic diagnostic of enteroparasitosis

Marilei Uecker', Caroline E. Copetti’, Luciana Poleze’ & Vanessa Flores’

/RESUMO - As enteroparasitoses sao causas relevantes de agravos a satide em paises onde as condi¢des sécio-econdmicas-culturais
permitem a manutencao e disseminacao de varios parasitas. O desenvolvimento de métodos de diagnéstico para a parasitologia é de
fundamental importancia no estabelecimento da etiologia das infeccoes para correta intervencao terapéutica. O diagnéstico imunolé-
gico tem sido muito empregado no laboratério clinico pela simplicidade, rapidez de execucao e baixo custo operacional. No entanto,
existem dificuldades para a padronizacao dos testes imunol6gicos em relacdo a memoria imunoldgica e a semelhanca entre os anti-
genos constituintes dos parasitos, restringindo seu uso no diagnéstico de algumas patologias. Atualmente, o que se observa, no que
diz respeito ao diagnoéstico imunolégico de parasitoses intestinais, é a dificuldade de padronizacao destes testes por apresentarem bai-
xa sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade e custos elevados para o isolamento de antigenos e anticorpos. Apds a realizagao
desta revisao bibliogréfica constatou-se, que dentre todas as técnicas utilizadas na rotina para imunodiagnostico de parasitoses intes-
tinais, o ELISA destaca-se como método de escolha por apresentar melhor especificidade e sensibilidade.
PALAVRAS-CHAVE - Imunodiagnéstico, enteroparasitoses.

/
/SUMMARY - The enteroparasitosis are considerable causes of damage to the health in countries where the socio—economical—cultu-\
ral conditions allow the maintenance and dissemination of several parasites. The development of diagnostic methods to the parasito-
logy is important to establish the infection,s etiology to the correct therapeutic intervention. The immunnological diagnostic has been
very engaged by simplicity, quickness of execution and cheap operational cost. However, there are difficulties to the standardization
of the immunologic tests in relation to the immunologic memory and the resemblance among the parasites constituent antigens. No-
wadays, what is observed in respect to the immunologic diagnostic of intestinal parasitosis is the diffficulty of standardization of tho-
se tests for presenting slow sensibility, specificity, reproductivity and high cost to the isolation os antigens and antibodies. Before the
realization this bilbiographic revision, it verified from among all the technics used in the rotine to immunodiagnostic of intestinal pa-

\KEYWORDS - Inmunodiagnostic, enteroparasitosis.

rasitosis ELISA, distinguishes as method of choice by presenting better specificity and sensibility.

/

INTRODUGAO

As parasitoses sdo causas relevantes de agravo a saude
em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento,
onde condi¢des soécio-econdmicas-culturais permitem a
manutencao e disseminacao de ciclos biolégicos de varios
parasitas. Os parasitas intestinais sao um dos principais fa-
tores debilitantes da populacao, associando-se frequente-
mente a quadros de diarréia cronica e desnutricao, com-
prometendo o desenvolvimento fisico e intelectual, parti-
cularmente das faixas etdrias mais jovens da populacao
(LUDWING, 2005; VAZ, 2001).

Em decorréncia dos efeitos deletérios a saude dos individu-
os e, sobretudo, das repercussoes econdémicas, varios pro-
gramas tém sido dirigidos para o controle das parasitoses
intestinais em diferentes paises, mas, infelizmente, consta-
ta-se um descompasso entre o éxito alcancado nos paises
mais desenvolvidos e aquele verificado nas economias
mais pobres. Além do custo financeiro das medidas técni-
cas, a falta de projetos educativos com a participacao da
comunidade dificultam a implementacao das acoes de con-
trole (LUDWING, 2005).

A parasitologia é uma importante drea de estudo, desta-
cando-se no desenvolvimento de métodos diagnosticos
que possam contribuir para estabelecer adequadamente a
etiologia da infeccdo para a correta intervencao terapéuti-
ca; avaliar a freqiiéncia de determinadas parasitoses em
diferentes areas, auxiliando no direcionamento de medidas
de intervencdo local e avaliar a eficiéncia de medidas pro-
fildticas e terapéuticas ao longo do tempo (DE CARLI et al,
1997; VAZ, 2001).

O diagnéstico de certeza de um processo parasitolégico é
dado pela demonstracao da presenca do parasito ou de
seus produtos no organismo do hospedeiro. Entretanto,
nem sempre € possivel ou facil de comprovar a existéncia
do parasitismo (REY, 2001).

Segundo Rey, 2001, os métodos imunolégicos diretos e in-
diretos tém sido muito empregados, para detectar antige-
nos, anticorpos ou imunocomplexos relacionados com a
existéncia da infeccao parasitaria. Esses métodos se carac-
terizam pela simplicidade e rapidez de execucao, possibi-
lidade de automacao e baixo custo operacional. Podem ser
aplicados em pacientes para o diagnéstico diferencial en-
tre as doencas com quadros clinicos semelhantes que pos-
sam estar sendo causa do processo patolégico, bem como
nos inquéritos epidemiol6gicos.

A pesquisa de anticorpos em uma populacao, ou em amos-
tras representativas, tem sido utilizada com frequiéncia pa-
ra determinar a prevaléncia de uma parasitose. No entan-
to, os testes imunolégicos devem ser devidamente inter-
pretados para se evitarem falhas e falsos resultados que
podem decorrer da variacao antigénica do patégeno ou da
resposta imune do hospedeiro (REY, 2001).

Na etapa de padronizacao dos testes imunolégicos sao uti-
lizadas amostras de referéncia, positivas e negativas, para
a doenca em questao. Portanto, a adequada escolha dessas
amostras é importante para a definicdo da referéncia
padrao ouro (gold standard) (VAZ, 2001).

Existem duas caracteristicas que parecem dificultar a pa-
dronizacao dos testes imunoldgicos. A primeira é a memo-
ria imunolégica, pois sdo detectados anticorpos em pacien-
tes com a doenca, naqueles que ja estao curados da in-
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feccao, bem como naqueles que tiveram contato com o pa-
rasito mas nao foram infectados e nos vacinados. A segun-
da caracteristica adversa na padronizacao dos testes imu-
nolégicos diz respeito a freqliente semelhanca entre os an-
tigenos constituintes dos parasitos. Ainda, permanece co-
mo area de interesse o desenvolvimento de testes rapidos
e a utilizacdo de amostras bioldgicas de facil obtencéo, co-
mo saliva ou sangue total de puncao de polpa digital em
papel filtro ou outras formas com facil obtencao do materi-
al biolégico (VAZ, 2001).

O presente trabalho tem como objetivo fazer uma revisao
bibliografica em material impresso e em sites de busca da
internet como scielo e birene sobre o diagnéstico imunol6-
gico das parasitoses intestinais, a fim de se verificar a pos-
sibilidade de aplicacao desses métodos na clinica. A seguir
sao descritas as principais parasitoses intestinais e suas
particularidades encontradas quanto ao diagnéstico utili-
zando testes imunolégicos.

DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO

Criptosporidiose

A criptosporidiose é causada por protozodrios de género
Cryptosporidium e a doenca se caracteriza por diarréia
aguda no homem e em outros animais. A transmissao do
parasito ocorre por via fecal-oral, com ingestao de alimen-
tos e dgua contaminada com fezes de humanos ou animais
infectados (REY, 2001; GOMES, 2004; DE CARLI, 1997).
O diagnéstico imunolégico pode ser feito utilizando técni-
cas como ELISA que detecta coproantigenos nas fezes e
pela reacao de imunofluorescéncia direta (IFD) que empre-
ga anticorpos monoclonais anti-cryptosporidium marcados
com isotiocianato de floresceina. Estes testes, quando ava-
liados, demonstram alta sensibilidade, possivel de uso pa-
ra processamento de grande quantidade de amostra, além
de servir para estudos epidemiolégicos (GOMES, 2004;
LIMA, 2001).

Braz et al (1996), utilizando a técnica de imunoflorescéncia
indireta, encontrou imunoglobulinas G e M, no soro huma-
no, contra o Cryptosporidium. Demonstrando, assim, a uti-
lidade deste teste, associado a outras técnicas parasitolégi-
cas, em estudos populacionais retrospectivos ou diagnosti-
cos na infeccao aguda.

A PCR (Reacao da Polimerase em Cadeia) é uma técnica
de biologia molecular para detectar Cryptosporidium em
amostras ambientais e fecais. Esta técnica tem a vantagem
de permitir a caracterizacdo genotipica das espécies de
Cryptosporidium responsaveis por surtos e agravos, forne-
cendo subsidios para investigacdo de provaveis fontes e
via de transmissao, por outro lado, o custo é elevado
(GOMES, 2004).

Ancilostomiase

Ancilostomiase é o nome da doenca causada por algumas
espécies de nematodide da familia Ancylostoma ou, mais es-
pecificamente, por Necator americanus, por Ancylostoma
duodenales e por Ancylostoma ceylanecium. A via de trans-
missdo é oral e cutdanea, sendo que o parasitismo costuma
muitas vezes ser assintomdtico. Pode causar prurido intenso,
crises alérgicas e anemia em pacientes sujeitos a infeccoes
intensas, especialmente quando hé certo grau de deficiéncia
alimentar (CIMERMAN, 2002; LEITE, REY, 2001).

Viérios testes imunoldgicos e sorolégicos (precipitacéao, he-
maglutinacao, fixacao do complemento, difusao em gel,
floculacdao de latex, imunofluorescéncia, ELISA) evidenci-
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am reacoes mediadas por antigenos dos vermes, mas nao
tém sido utilizados na pratica. A intradermorreacdao pode
ser Util em campanhas profilaticas, mas possui o grande in-
conveniente de dar resultados falso-positivos em individu-
os tratados (LEITE, 2001).

Estrongiloidiase

O nematédeo do género Strongyloides apresenta 52 espéci-
es, mas somente duas foram descritas como infectantes do
homem: S. stercoralis e S. fuelleborni. Os casos de infeccao
leve sado assintomaticos, os demais produzem quadro de en-
terite ou de enterocolite cronica, que pode chegar a ser gra-
ve ou fatal em individuos imunocomprometidos. A via de
penetracao é a cutanea, podendo ocorrer infecgao também
pela via digestiva (COSTA-CRUZ, 2002; REY, 2001).

Os métodos imunolégicos proporcionam boas indicacdes
para o diagnoéstico desta parasitose, pois o parasita dificil-
mente é detectado nas fezes de individuos que apresentam
baixa intensidade de infeccao. Destaca-se, também, o em-
prego em inquéritos soroepidemiolégicos por apresentar
elevada sensibilidade com relagcao aos métodos parasitol6-
gicos. Os testes imunolégicos sao usados para a deteccao
de antigenos e, na maioria das vezes, anticorpos presentes
no soro ou fluidos biolégicos (CIMERMAN, 2002; COSTA-
CRUZ, 2002; REY, 2001).

Madalena et al (2003) constatou em estudos realizados que
extrato heter6logo de S. ratti € uma ferramenta ttil para a
deteccao de IgE género-especifica por ELISA, contribuin-
do para uma melhor caracterizacao do perfil da resposta
imune na estrongiloidiase humana.

Segundo Costa-Cruz (2002), a maior limitacao encontrada
na padronizacao dos testes é a dificuldade de se obter
quantidades suficientes de larvas filari6ides de S. stercora-
lis, situacao vencida pelo emprego de S. ratti, S. venezue-
lensis ou S. cebus como fonte alternativas de antigenos he-
ter6logos. Outra limitacdao é a reacao cruzada com outros
parasitos, principalmente a esquistossomose, filariose, as-
caridiase e ancilostomideos.

A intradermorreacao foi a reacao pioneira, mas nao é utili-
zada na rotina diagnéstica. Vdrias técnicas tém sido descri-
tas, incluindo a aglutinacdo indireta em particulas de gela-
tina, hemaglutinacao indireta, radioimunoensaio, radioi-
munoabsorc¢ao, reacao de imunofluorescéncia direta, imu-
no-histoquimica; mas, sem duvida, os testes imunoenzima-
ticos ELISA, o teste de Western blotting e a imunofluore-
céncia indireta tém provado serem testes eficazes como
complementares para o diagnodstico e monitoramento da
resposta imune do paciente (REY, 2001; CIMERMAN,
2005; COSTA-CRUZ; 2002).

Esquistossomose

A esquistossomose é doenca causada por vermes do género
Schistossoma, sendo o S. mansoni, o S. haematobium e o S.
japonicum as espécies de interesse médico. O S. mansoni
causa a esquistossomose mansonica ou intestinal e pode ser
encontrado na América do Sul e Antilhas. O S. japonicum
também é causador de doenca intestinal, podendo ser en-
contrado em paises como a Indonésia, China e Filipinas. Es-
ses parasitos podem provocar inflamacao no trato intestinal,
bem como hemorragias (REY, 1992; CIMERMEN, 2002).

O diagnoéstico da esquistossomose € realizado comumente
através do exame parasitolégico de fezes, por ser sensivel
e de facil execucdo. O diagnéstico imunolégico pode ser
realizado utilizando o soro do paciente para pesquisa de
anticorpos contra o S. mansoni. Para isto, podem ser reali-
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zadas as técnicas de fixacao de complemento, hemagluti-
nacao indireta e aglutinacao do latex, entre outras. Porém,
nos ultimos anos, as técnicas mais utilizadas sao ELISA,
reacao periovular e imunofluorescéncia. A busca de anti-
genos tem sido realizada com sucesso, mas a metodologia
ainda é bastante complicada e nem sempre apresenta re-
sultados repetitivos (CIMERMAN, 2002).

Estudos realizados por Kamura et al (1998) confirmam a su-
perioridade da imunofluorescéncia para deteccdo de anti-
corpos IgM em relacdo ao exame parasitolégico de Kato-
Katz, principalmente em areas de baixa endemicidade.
Diferentes alternativas de diagnoéstico para esquistossomo-
se também foram propostas por Aratjo et al (1997), utili-
zando preparacoes antigénicas soltveis de Schistosoma
mansoni adulto fixadas covalentemente em discos de poli-
vinil dlcool-glutaraldeido, em teste de ELISA. Estabelecen-
do uma comparacao entre este procedimento e o de ELISA
convencional, demonstrou-se ser o primeiro um método se-
guro de imobilizacdo do antigeno, com reagentes de baixos
precos, o que compensa o emprego desta técnica.

Giardiase

A giardiase é uma infecgdo causada por um parasito deno-
minado Giardia lamblia, sendo mais comum em criancas. A
patologia geralmente apresenta quadro assintomaético e,
quando sintomatica, caracteriza-se por diarréias com célicas
intestinais e mé-absorcao (REY, 1992; CIMERMAN, 2002).
A forma cléssica de diagnéstico da giardiase é o exame pa-
rasitolégico de fezes, com pesquisa de trofozoitos em fezes
liquidas e cistos em fezes pastosas (CIMERMAM, 2002;
MACHADO et al, 2001). Como a eliminacao de cistos nas
fezes nao é continua, o diagnéstico imunolégico represen-
ta grande importancia na deteccao da giardiase. Testes co-
mo ELISA e imunofluorescéncia indireta mostram alta sen-
sibilidade e especificidade, porém, devido ao alto custo,
nao tem sido muito utilizados no Brasil.

Vérios estudos demonstram a eficiéncia das provas sorol6-
gicas para pesquisa de Giardia lamblia. Em 2003, Souza et
al pesquisaram o desempenho da técnica de imunosepa-
racdo magnética acoplada a imunofluorescéncia, em re-
lacdo ao método de Faust e de Lutz, comprovando maior
sensibilidade da primeira em relacao as outras. A imunose-
paracdo magnética acoplada a imunofluorescéncia apre-
senta como vantagem proporcionar o processamento de
varias amostras simultaneamente, além de aumentar a re-
cuperacao de cistos de G. lamblia e reduzir o tempo de es-
tocagem das amostras.

Rocha et al (1999) realizou pela primeira vez no Brasil uma
avaliacao do ensaio em microplaca ProSpecT Giardia (Ale-
xon, Inc., BIOBRAS), mostrando ser esta técnica uma boa
alternativa para o diagnostico da giardiase, especialmente
em casos onde o EPF foi repetidamente negativo e o paci-
ente apresenta sintomas compativeis com a doenca.
Guimaraes e Sogayar (2002) realizaram analises compara-
tivas entre as técnicas de imunofluorescencia indireta e a
reacao imunoenzimatica (ELISA) para pesquisa de IgG an-
ti-giardia, comprovando ter a imunofluorescéncia indireta
maior concordancia com o resultado do EPE.

Em 2002, Machado et al relataram a comparacao de quatro
métodos laboratoriais para diagnéstico da giardiase em cri-
ancas. Os métodos pesquisados foram: o método direto
com coloracgao por lugol, a técnica de hematoxilina férrica,
o método de concentracdao de Faust e colaboradores e a
pesquisa de coproantigeno (em microplaca ProSpect Giar-
dia®). Como resultado, a hematotoxilina e o método direto
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apresentaram menor positividade, enquanto que o método
de Faust e colaboradores continua uma boa escolha para
diagnéstico. J4, o ensaio imunoenzimatico demonstrou me-
lhora na qualidade da deteccao deste parasito.

Amebiase

A amebiase, doenca causada pelo protozodrio Entamoeba
histolytica, é considerada importante causa de morbi-mor-
talidade no homem. A transmissao se dda por meio da in-
gestdo de alimentos e 4gua contaminada, podendo ocorrer
ainda transmissao de pessoa a pessoa em hospitais, asilos
e presidios. Cerca de 90% dos individuos sdo assintomati-
cos e, quando sintomaticos, aparecem manifestacoes de-
correntes da invasao da mucosa intestinal pelo parasito
(AQUINO, 2001; SILVA et al, 2005).

O emprego do imunodiagnéstico e da biologia molecular
tém mostrado boa sensibilidade e especificidade para a de-
teccao da amebiase, sendo possivel distinguir E. histolytica
de E. dispar. Devido ao alto custo, ainda néao estdo disponi-
veis para uso regular no diagnéstico, porém tem auxiliado
em estudos epidemiolégicos que resultam no conhecimen-
to da prevaléncia da amebiase no mundo (GOMES, 2002;
SILVA et al, 2005).

A imunofluorescéncia indireta (IFI) € um método com boa
sensibilidade e especificidade, porém os titulos sao baixos
em todas as fases da amebiase ulcerada (AQUINO, 2001).
Em estudos realizados por Pévoa et al (2000), a IFI apresen-
tou baixa soropositividade, se comparado com o teste de
ELISA, fato que pode ser decorrente do parasito permane-
cer no limen intestinal e, assim, ndo dar estimulo a respos-
ta humoral. Portanto, este método apresenta limitacoes no
diagnéstico da amebiase intestinal.

Silva et al (2005) realizaram estudos em pacientes residen-
tes na cidade de Belém, Par4, Brasil para a pesquisa de an-
tigenos de E. histolytica em amostras fecais, utilizando en-
zimaimunoensaio disponivel comercialmente e métodos
parasitolégicos (direto, Hoffman e Faust et al.). Detectou-se
discordancia nos resultados dos métodos de ELISA e co-
proscopico, com maior nuimero de positivos no teste
imunoenzimatico.

Desta forma, o teste ELISA tem se mostrado eficaz no diag-
noéstico da amebiase, sendo os resultados de deteccdo de
coproantigenos comparados aos das técnicas imunoenzi-
maticas e de biologia molecular, considerados padrao ouro
para o diagnéstico da infeccao. Além disso, é de facil exe-
cucdo, possui sensibilidade de 86% e especificidade de
98% quando comparados a cultura. Recomenda-se, assim,
a sua inclusdo como método de diagndstico nos casos sus-
peitos de amebiase intestinal, embora o seu custo ainda
possa constituir fator limitante para o uso em larga escala
(SILVA et al, 2005; POVOA et al, 2001).

Teniase/Neurocisticercose

A neurocisticercose é causada pela presenca da larva T. so-
lium ou C. cellulosae no Sistema Nervoso Central. Geral-
mente, o diagnéstico desta doenca tem sido feito através
de técnicas de imagem, podendo fornecer resultados fal-
sos-negativos, pois a estrutura que aparece é somente su-
gestiva a do parasita. O diagnéstico da neurocisticercose
definitivo deve ser feito pela associacdo de técnicas de
imagem com métodos imunolégicos (MACEDO et al, 2002;
PIALARISSI et al, 1994)

Os testes imunolégicos para detecgao de neurocisticercose
devem apresentar alta sensibilidade e especificidade, des-
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tacando também a importancia de avaliar a quebra da bar-
reira hematoencefalica e a produgao intratecal de imuno-
globulinas (MACEDO et al, 2002).

Atualmente, o método mais utilizado para deteccao de anti-
corpos para a C. cellulosae é o imunoenzimatico (ELISA),
tanto no soro como no LCR. Além desse método, utiliza-se
também para diagnostico da neurocisticercose humana e su-
ina o Western Blot. Entre os diferentes antigenos testados, os
ricos em proteinas, obtidos a partir de C. cellulose, é que tem
demonstrado maior sensibilidade (PIALARISSI et al, 1994).
Segundo estudo realizado por Pialarassi et al (1994), utili-
zando extrato salino bruto de cisticercos, fixados em hema-
cias sensibilizadas (teste EIAC) demonstrou ser eficiente e
de baixo custo para a rotina, principalmente em laboratéri-
os de saude publica.

O Dot-Elisa, também é um teste simples e rdpido para de-
tectar anticorpos de cisticercos no soro. Conforme Biwas et
al (2004), em estudo realizado recentemente, utilizando
antigeno homogeneizado completo de cistos de Cysticer-
cus cellulosae, obtidos de porcos infectados e marcados so-
bre a membrana de nitrocelulose, constatou que o Dot —
Elisa detectou anticorpos em 14 de 25 (566%) casos suspei-
tos de neurocisticercose, em 13 de 23 (56,5%) em casos
provavel de neurocisticercose e em 2 de 25 (8%) cada, em
controles de infec¢oes do sistema nervoso nao devidas a
cisticercose e controles saudaveis. O teste demonstrou sen-
sibilidade de 56,25% e especificidade de 92%.

Em outro estudo, realizado por Macedo et al (2002), de-
monstrou-se que os métodos imunolégicos no LCR sdo im-
portantes para a definicao da neurocisticercose. Entretan-
to, o método de ELISA no soro ainda nao é adequado pela
sua baixa sensibilidade, mas o Western Blot apresentou al-
ta especificidade e boa sensibilidade, podendo auxiliar no
diagnéstico da neurocisticercose, possibilitando sugerir a
existéncia de forma transacional da doenca, ndo demons-
trada pela tomografia computadorizada.

Outro teste a ser realizado na rotina clinica é a aglutinacao
em lamina, utilizando particulas de latex, para a detecgao
de anticorpos anti-cisticercos, em amostras de LCR. Segun-
do estudo realizado por Rocha et al (2002), que pesquisou
anticorpos contra Taenia solium no LCR, utilizando parti-
culas de latex revestidas com extrato bruto do parasito, de-
monstrou que este teste apresenta uma sensibilidade e es-
pecificidade de 89,5% e 75%, respectivamente. Sendo as-
sim, o teste de aglutinacao para cisticercose demonstra ser
rdpido e barato, tornando-se um meio promissor para o
imunodiagnoéstico da neurocisticercose.

DISCUSSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, o que se observa, no que diz respeito ao diag-
néstico imunolégico de parasitoses intestinais, € a dificul-
dade de padronizacao desses testes, por apresentarem bai-
xas sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade, bem
como, custos elevados para o isolamento de antigenos e
anticorpos a serem utilizados nestas técnicas.

Um dos motivos que é apresentado como justificativa para
a falta de incentivo em novas pesquisas e estudos em imu-
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TABELA |
Principais parasitoses e técnicas para o seu
diagnéstico imunolégico

Parasitoses Técnicas para o diagndstico imunoldgico

Criptosporidiose PCR, imunofluorescéncia direta e indireta, ELISA

Ancilostomiase Imunofluorescéncia, ELISA, precipitacdo, hemaglutinagéo,

fixagdo do complemento, difusdo em gel, floculagéo do latex

Estrongiloidiase Intradermorreagao, ELISA, aglutinagdo indireta em particulas
de gelatina, hemaglutinagéo indireta, radioimunoensaio,
radioimunoabsogao, imunofluorescéncia direta e indireta,

imuno-histoquimica e Western Blot

Esquistossomose Fixagc&o do complemento, hemaglutinagéo indireta,
aglutinagdo do latex, ELISA, reagéo periovular e

imunofluorescéncia

Giardiase Imunofluorescéncia indireta, ELISA, imunoseparagéo
magnética acoplada a imunoflorescéncia, ensaio em
microplaca,

Amebiase Imunofluorescéncia indireta, ELISA

Neurocisticercose ELISA, Western Blot, aglutinagdo do latex, Dot-ELISA

nodiagnéstico de enteroparasitoses € a sintomatologia es-
pecifica que estas patologias apresentam. Sendo assim, ob-
serva-se que, geralmente, os médicos utilizam o empirismo
no estabelecimento do tratamento para estas doencas.

De acordo com o objetivo deste estudo, a tabela 1 apresen-
ta uma sintese das principais parasitoses e seus respectivos
diagnésticos imunolégicos ja padronizados ou em estudo.

Ap6s a realizacao desta revisao bibliografica, verificou-se a
necessidade do desenvolvimento de novas metodologias
para o diagnéstico imunolégico de parasitoses intestinais
que oferecam bons parametros de sensibilidade, especifici-
dade, baixo custo, rapidez e reprodutibilidade. Verifica-se,
também, que dentre todas as técnicas utilizadas na rotina
para imunodiagnostico de parasitoses intestinais, o ELISA
destaca-se como método de escolha, por apresentar melhor
especificidade e sensibilidade, quando comparado a outras
metodologias.

Espera-se a realizacao de estudos futuros que possibilitem
a padronizacao de novas técnicas, com custos reduzidos,
facilitando sua execucao, principalmente em relacao ao di-
agnostico da neurocisticercose, por apresentar limitacoes,
ter uma alta prevaléncia na regiao sul, devida a coloni-
zagao européia e ser uma patologia que pode acarretar sé-
rios agravos a saude do paciente acometido.
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Avaliacao baciloscopica de pacientes com Hanseniase
multibalicar em uma unidade de referéncia do
Municipio de Fortaleza — Ceara*

Baciloscopic valuation of patients with multibacillar Hansen’s disease at a reference unity of the
Fortaleza city of Ceara

Cynthia Duarte Santos’, Everardo Albuquerque Menezes®, Francisco Afrdnio Cunha’®, Creuza Lima
Campelo', Irismar Silva® & Delaide Sampaio®

/RESUMO - A hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa causada pelo Mycobacterium leprae, bacilo que atinge a pele e nervos e\
causa sérias incapacidades fisicas e sociais, quanto mais tardio for o diagnéstico e tratamento. No Ceara a hanseniase tem uma ten-
déncia de expansao. Essa afirmacao baseia-se em uma acentuada tendéncia ascendente nas taxas de deteccao da doenca. Devido a
esta ascensao este trabalho teve como objetivo estudar a hanseniase em uma unidade de referéncia no Estado do Ceard, no periodo
de 2000 a 2002. Foi realizado nos anos 2000, 2001 e 2002 um estudo retrospectivo, onde foi estudada as baciloscopias coradas pela
técnica de Zielh Neelsen realizadas em pacientes com hanseniase, no Centro de Dermatologia Dona Libania, no Municipio de Forta-
leza. A frequiéncia de positividade de 12,46% no ano de 2000, 11,17% no ano de 2001 e 16,15% no ano de 2002. Os casos novos de
hanseniase foram 789 em 2000. 923 em 2001 e 890 em 2002. Os indices baciloscépicos mais freqiientes foram oI e IV e o VI o menos
freqiente. A faixa etdria com mais de 14 anos foi a mais predominante e ndo houve diferencas significativas em relacao ao sexo dos
pacientes com hanseniase. De acordo com o nosso trabalho conclui-se que existe uma necessidade de a¢oes prioritarias urgentes dos
municipios e estados para um monitoramento da hanseniase, para alcancar a grande meta que é a eliminacao da doenca.

PALAVRAS-CHAVE - Mycobacterium leprae, hanseniase multibacilar, baciloscopia Y,

SUMMARY - Hansen's disease is a infect-contagious illness caused by Mycobacterium leprae, bacillus that reaches the serious skin\
and nerves and cause disabilities and social, the more delayed it will be the diagnosis and treatment. In the Ceard hansen's disaese
has an expansion trend. This affirmation is based on one accented ascending trend in the taxes of detention of the illness. Had to this
ascension this work had as objective to study hansen’s disease in a unit of reference in the State of the Ceard, the period of 2000 the
2002. It was carried through in years 2000, a 2001 and 2002 study retrospective, where were studied the baciloscopias stain for the
technique of Zielh Neelsen carried through in patients with hansen's disease, in the Center of Dermatology Dona Libdnia, in the City
of Fortaleza. The frequency of positive of 12.46% in the year of 2000, 11.17% in the year of 2001 and 16.15% in the year of 2002. The
new cases of hansen's disease had been 789 in 2000, 923 in 2001 and 890 in 2002. The indices more frequent baciloscopic had been

I and IV and VI the less most frequent one. The years with more than 14 years was most predominant and it did not have differences
significant in relation to the sex of the patients with hansen'’s. In accordance with our work concludes that a necessity of with priority
actions exists urgent of the cities and states for a monitorament of hansen'’s disease it stops to reach the great goal that is the elimina-
tion of the illness.

KEYWORDS - Mycobaterium leprae, hansen'’s disease, mutibacillar, baciloscopic Y.

incapacidades fisicas e forma clinica tuberculéide no mo-
mento do diagnoéstico®.

Em um pais endémico como o Brasil, se uma pessoa apresen-
ta lesao de pele, com perda de sensibilidade, deve ser consi-
derada suspeita de Hanseniase (sintoma dermatol6gico)®.
Hoje, a hanseniase, é uma doenca de facil diagnéstico e

INTRODUCAO

hanseniase é um sério problema de Satde Publica nos
paises em desenvolvimento. Durante séculos, a inexis-
téncia de terapéutica eficaz contribui para a permanéncia
dessa doenca. Essa enfermidade é uma das importantes

causas de invalidez nos paises em desenvolvimento. O es-
tigma ou preconceito social que a ela se associa, assim co-
mo, a elevada transcedéncia contribui para o agravamento
do problema®.

A hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa causada
pelo Mycobacterium leprae, bacilo que atinge a pele e ner-
vos e causa sérias incapacidades fisicas e sociais, quanto
mais tardio for o diagnéstico e tratamento®. O contagio se
dé através do contato entre individuos sadios e casos con-
tagiantes da doenca (multibacilares) sem tratamento. Estu-
dos mostram que grande parte da populacao é resistente a
doenca, entretanto, pode-se garantir que a doenca encon-
tra-se em expansao, quando muitas pessoas sao atingidas,
em especial as criancas, e quando aparecem doentes com

tratamento. Os esquemas de Poliquimioterapia/PQT/OMS,
recomendados para o tratamento dos doentes, levam a cu-
ra em periodos curtos a nivel Ambulatorial, nos Centro e
Postos de Satide da rede basica, nao havendo necessidade
de especialistas ou equipamentos sofisticados para o de-
senvolvimento das atividades de controle da doenca*.

O Brasil ocupa o segundo lugar no mundo em nimero ab-
soluto de casos de hanseniase, sendo o primeiro lugar das
Américas. A doenca é endémica em todo o territério naci-
onal, embora com distribuicao irregular. As regides Norte,
Nordeste e Centro-Oeste sao as que apresentam as maio-
res taxas de deteccao (incidéncia) e prevaléncia da doenca.
Em 1991, a Organizacao Mundial de Saude, animada com
os resultados da queda do numero de Casos registrados

Recebido em 20/12/2005
Aprovado em 24/11/2006
*Trabalho realizado no Centro de Dermatologia Dona Libania, da Secretaria de Saude do Estado do Ceara.
"Laboratério Central de Saude Publica da Secretaria de Saude do Estado do Ceara
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3Centro de Dermatologia Dona Libania/Secretaria de Satde do Estado do Ceara.

RBAGC, vol. 39(1): 21-24, 2007

21



gracas a implantacao da poliquimioterapia PQT/OMS, pro-
pos a eliminacao da doenca como Problema de Satude Pu-
blica no mundo, ou seja, que até o ano de 2000 todos os
paises endémicos alcangarem a taxa de prevaléncia de me-
nos de 1 doente a cada 10.000 habitantes. No Brasil, a ta-
xa, porém, varia de 0,53/10.000 habitantes no Rio Grande
do Sul até 17,39/10.000 habitantes no Amazonas®.

Ao analisar a evolucdo da endemia hansénica no Cear4,
percebe-se uma tendéncia da expansao. Essa afirmacao
baseia-se em uma acentuada tendéncia ascendente nas ta-
xas de deteccdo. Essas taxas situam o Estado do Ceara co-
mo um dos maiores endémicos da regiao nordeste, s6 su-
perado pelos estados do Maranhéao, Piaui e Sergipe. Em se
tratando em numero de casos, o Estado Cearense, se colo-
ca na posicao de terceiro lugar na regiao®.

De acordo com o que foi dito acima e a importdncia da
Hanseniase em todo o mundo foi realizado este trabalho e
principalmente devido a grande preocupacao em Saude
Piblica deste tema, por causa do crescimento de casos no-
vos de hanseniase no Cear4, no Brasil e em todo mundo.

MATERIAIS E METODOS

Foi realizado nos anos 2000, 2001 e 2002 um estudo retros-
pectivo’, onde foram estudadas as baciloscopias coradas
pela técnica de Zielh Neelsen, realizadas em pacientes
com hanseniase, no Centro de Dermatologia Dona Libania,
no Municipio de Fortaleza.

Utilizou-se amostra de materiais linfaticos que foi conduzi-
da a baciloscopia e corados pelo Método de Ziehl-Neelsen,
segundo as normas do Ministério da Satude, sendo a quan-
tificacdo dos bacilos efetuada pela escala logaritimica de
Ridley?®, classificacao indicada para fins de pesquisa, base-
ada no espectro imunoldgico dos individuos afetados.

Foi feito um estudo estatistico a partir dos dados fornecidos
pelo Centro de Dermatologia Dona Libania, no Municipio
de Fortaleza, que sao observados neste trabalho.

De posse dos dados estatisticos, foi realizada uma ava-
liacao das baciloscopias realizadas em pacientes com han-
seniase multibacilar em uma unidade de referéncia do mu-
nicipio de Fortaleza no estado do Ceara. Os indices baci-
loscopicos foram dados pelos ntimeros I, II, III, IV, V e VI,
de acordo com o numero de globias que aparecem nas co-
loracodes dos varios locais de coleta’.

RESULTADOS

No periodo estudado, os anos de 2000, 2001 e 2002, a fre-
quiéncia de positividade das amostras de materiais linfati-
cos a coloracao de Zielh Neelsen, no Centro de dermatolo-
gia Dona Libania, foi de 12,46% no ano de 2000, 11,17% no
ano de 2001 e 16,15% no ano de 2002 (figura 1).

A figura 2 mostra os casos novos de hanseniase nos anos
estudados. Foi observado que no ano de 2000 houve 789
casos novos, em 2001, 923 e no ano de 2002, 890 casos no-
vos de hanseniase no estado do Ceara.

A tabela 1 mostra os indices baciloscépicos de pacientes
com hanseniase no ano de 2000, més a més, no estado do
Ceara. Foi observado que predominaram os indices I, IV e
V com respectivamente 235, 145 e 127 casos positivos e o
menor foi o indice VI com seis casos.

A tabela 2 mostra os indices baciloscépicos de pacientes
com hanseniase no ano de 2001, més a més, no estado do
Ceara. Foi observado que predominaram os indices I e IV
com respectivamente 277 e 166 casos positivos e o menor
foi o indice VI com quatro casos.
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A tabela 3 mostra os indices baciloscépicos de pacientes
com hanseniase no ano de 2002, més a més, no estado do
Cearé. Foi observado que predominaram os indices I e IV
com respectivamente 260 e 181 casos positivos e o menor
foi o indice VI com oito casos.

De acordo com a faixa etéria dos pacientes com hansenia-
se no estado do Cear4, foi observado, de acordo com a fi-
gura 3, que no ano de 2000, a faixa mais freqliente é com
mais de 14 anos de idade, com 747 casos. Nos anos de 2001
e 2002 foi observada, também, mais freqiiente esta faixa
etaria, com respectivamente 864 e 829 de pacientes com
hanseniase.

Em relacdo ao sexo dos pacientes com hanseniase, foi ob-
servado que no ano de 2000 houve 387 do sexo feminino e
399 do sexo masculino; no ano de 2001, 457 do sexo femini-
no e 463 do sexo masculino; e no ano de 2002, 455 do sexo
feminino e 434 do sexo masculino (figura 4). Como pode ser
observado nao existem diferencas entre as freqiiéncias dos
sexos dos pacientes com hanseniase no estado do Ceara.

16,15

12,46 11,17

FREQUENCIA

2000 2001 2002  ANO

FIGURA 1: Freqiiéncia de Hanseniase em uma unidade de refe-
réncia no Estado do Ceara nos anos de 2000, 2001 e 2002.
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FIGURA 2: Nimero de casos novos de hanseniase em uma unidade
de referéncia no Estado do Ceara nos anos de 2000, 2001 e 2002.

i TABELA |
Indices baciloscépicos de pacientes com hanseniase no
ano de 2000 no estado do Ceara

MES INDICE BACILOSCOPICO
| I n v v VI TOTAL
JANEIRO 21 10 08 1 06 00 56

FEVEREIRO 20 10 09 18 15 02 64
WARGO 16 03 07 07 09 02 44
ABRIL 17 01 07 13 09 00 47
malo 15 03 10 12 10 02 52
JuNHO - 23 05 06 13 16 00 63
JULHO 20 06 07 14 05 00 52
AGosTo 30 03 04 1 11 00 59
SETEMBRO 22 06 03 14 14 00 69
OUTUBRO 20 04 09 13 13 00 54

NOVEWBRO {5 09 1 07 07 00 49
DEZEMBRO 16 09 05 12 12 00 54
ToTAL 235 69 86 145 127 6 663
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) TABELA I
Indices baciloscépicos de pacientes com hanseniase no
ano de 2001 no estado do Ceara

MES INDICE BACILOSCOPICO
[ I n Y VI TOTAL
MNERO 43 15 06 14 6 01 84

FEVEREIRO 14 02 04 17 10 00 55
MARCO 28 03 06 15 12 00 64
ABRIL 22 09 05 12 05 00 53
a0 26 10 06 05 06 00 53
JuNHo 19 03 13 09 05 01 50
JuLHo 12 06 08 14 06 00 46
AGosTo - 27 15 15 19 08 00 84
SETEMBRO - 20 05 05 12 07 00 49
OuTUBRO 30 07 10 18 06 00 71
NOVEMBRO 24 14 09 19 04 00 70
DEZEMBRO 13 05 08 12 05 02 45

ToTaL 277 94 95 166 80 04 716

i TABELA llI
Indices baciloscdpicos de pacientes com hanseniase no
ano de 2002 no estado do Ceara

MES INDICE BACILOSCOPICO

1 ] n 1\ V' Vi TOTAL
JANEIRO 24 08 10 05 07 03 56
FEVEREIRO 14 06 09 13 02 01 64
MARCO 18 08 02 14 04 00 44
ABRIL 25 10 08 13 07 01 47
A0 23 10 09 22 02 00 52
JUNHO 17 05 05 12 09 01 63
JuLHo 18 09 09 18 07 01 52
AGosto - 27 12 13 19 04 00 59

SETEMERO 49 01 07 14 06 00 69
osRO g1 09 09 22 03 00 54
NOVEMERO 54 41 04 13 03 01 49
GEEMERO 23 10 06 16 12 00 54
T 260 99 ot 181 66 08 663

< [ 00-14 ANOS |
E O MAIS DE 14 ANOS|
\< |
o
< 747 864 829
x
<
L 42ﬂ 59 61
2000 2001 2002 ,\ o

FIGURA 3: Faixa etaria de pacientes com hanseniase em uma unida-
de de referéncia no estado do Ceara nos anos de 2000, 2001 e 2002.
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FIGURA 4: Sexo dos pacientes com hanseniase em uma unidade
de referéncia no Estado do Ceara nos anos 2000, 2001 e 2002.
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DISCUSSAO

Neste trabalho verificou-se uma freqiiéncia da incidéncia
de 12,46% no ano de 2000, 11,17% no ano de 2001 e
16,15% no ano de 2002 (figura 1). Observou-se, com este
resultado, um aumento da incidéncia de casos de hanseni-
ase no periodo estudado. O Ceard vem registrando, nos ul-
timos anos, um aumento nas taxas de deteccgao (incidéncia)
da hanseniase. Os dados do periodo de 1986 a 2000 reve-
lam uma tendéncia crescente. Em 1986 a taxa de deteccao
era de 1,17/10.000 habitantes, passando no ano de 2000
para 2,91%. As possiveis causas para esse aumento deve-se
ao aumento da transmissao da doenca e também aos fato-
res operacionais, através do aumento de cobertura..

De acordo com trabalho realizado por GALLO et al., 2003,
relacionando a classificacao da hanseniase baseada no nu-
mero de lesoes cutdneas com os exames baciloscépicos, ve-
rificaram que 77,9% dos exames baciloscépicos foram po-
sitivos, dos quais, 11,4% apresentavam menos de cinco
lesbes e dos negativos 16% apresentavam mais de cinco
lesdes cutaneas, concluindo que o método baseado no ni-
mero de lesdes cutdneas para classificacdo dos pacientes
hansenianos apresenta limitacdoes que nao invalidam sua
operacionalidade’.

Observou-se neste trabalho que o nimero de casos novos
de hanseniase no estado do Ceara foi 789, no ano de 2000;
923 em 2001; e, 890 de casos novos no ano de 2002 (figura
2). Estes dados sao compativeis com a tese de doutorado de
MATOS, 20007, onde o autor relata que a campanha de eli-
minacao da hanseniase, patrocinada pela OMS e centrada
na deteccao e tratamento de casos novos alcancou relativo
sucesso na reducdao da taxa de prevaléncia global da do-
enca; entretanto, em algumas areas, o coeficiente de de-
teccao de casos novos continua crescendo, inclusive no
Brasil.

Verificou-se de acordo com as tabelas 1, 2 e 3, os indices
baciloscépicos dos anos 2000, 2001 e 2002. A tabela 1 mos-
tra os indices baciloscépicos de pacientes com hanseniase
no ano de 2000, més a més, no estado do Ceara. Foi obser-
vado que predominaram os indices I, IV e V com respecti-
vamente 235, 145 e 127 casos positivos e o menor foi o in-
dice VI com seis casos. Os indices foram sugeridos por RI-
DLEY, 1964. Estes indices foram classificados de acordo
com a quantidade de globias visualizadas nas laminas co-
radas pela técnica de Zielh Neelsen. Observamos que o in-
dice seis é a forma mais grave e obtivemos apenas seis. Na
tabela 2 verificamos os indices baciloscépicos de pacientes
com hanseniase no ano de 2001, més a més, no estado do
Ceara. Foi observado que predominaram os indices I e IV
com respectivamente 277 e 166 casos positivos e o menor
foi o indice VI com quatro casos®.

E, por ultimo, em relacao aos indices baciloscépicos de pa-
cientes com hanseniase no ano de 2002, observou-se que
predominaram os indices I e IV com respectivamente 260 e
181 casos positivos e o menor foi o indice VI com oito casos
(tabela 3).

Em relacdo a faixa etdria dos pacientes com hanseniase no
estado do Ceard observou-se que no ano de 2000, a faixa
mais freqiiente é com mais de 14 anos de idade com 747
casos. Nos anos de 2001 e 2002 foi observada, também co-
mo mais freqiiente, esta faixa etaria com respectivamente
864 e 829 pacientes com hanseniase (figura 3). As faixas
etdrias deste trabalho foram fornecidas pelo Centro de
Dermatologia Dona Libania, que sao classificados de zero
a quatorze e mais de quatorze. AQUINO et al., 1997, estu-
dando o perfil de hanseniase em areas hiper endémicas no
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Maranhao, verificaram que a maior freqiiéncia seria em
pacientes com mais de 14 anos, dado este confirmado atra-
vés deste estudo'.

Observou-se, também, que existiu a ocorréncia muito pe-
quena de pacientes hansénicos do sexo masculino, nos
anos estudados neste trabalho. No ano de 2000, 387 eram
do sexo feminino e 399 do sexo masculino, nao apresentan-
do diferencas significativas entre os sexos. A mesma acon-
teceu com os sexos dos pacientes hansénicos dos anos 2001
(457 do sexo feminino e 463 do masculino) e 2002 (455 do
sexo feminino e 434 do masculino) (figura 4). De acordo
com o trabalho realizado por AQUINO et al 1997, em 1993
a 1996 a hanseniase foi mais freqiiente nos homens do que
nas mulheres de Sao Luis — MA. A partir de 1997, pode-se
afirmar que houve crescimento significativo da taxa de de-
teccdo da hanseniase em mulheres. Dessa forma, o aumen-
to da deteccao geral em 1997 deve-se ao seu componente
feminino.

A implantacdo de acoes de controle da hanseniase em to-
das as unidades de satude da rede bésica, hoje, se apresen-
ta como uma das solucoes para o alcance da meta de elimi-
nacao. Esta implantacao tem custo muito reduzido, pois
nao necessita de alta complexidade e os medicamentos e
imunobiolégicos sdo fornecidos pelo governo, sendo de
responsabilidade dos municipios assessorados pelos Esta-
dos, a capacitacao de recursos humanos, o planejamento,
execucao e avaliacao das acoes de controle, visando con-
duzir a uma nova realidade, na qual, os municipios assu-
mem efetivamente a geréncia do controle da hanseniase.

CONCLUSAO

e A freqiiéncia de Hanseniase foram as seguintes:
- no ano de 2000 - 12,46%

- no ano de 2001 - 11,17%

- no ano de 2002 - 16,15%

¢ De acordo com indices baciloscépicos:

- no ano de 2000 foi freqiiente os indices I, IV e V
- no ano de 2001 foi freqtiente os indices I, Il e IV

- no ano de 2002 foi freqiiente os indices I, IV e II.

¢ A faixa etdria mais freqliente de pacientes hansénicos foi
com mais de 14 anos

e Nao houve diferencas significativas em relagao ao sexo
dos pacientes hansénicos.
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Avaliacao dos indices hematimétricos emitidos pelos
contadores hematolégicos Pentra 120 Range e
Sysmex XT-2000i.

Evaluation of the hematimetric index emitted by hematological accountants Pentra 120 Screeches
and Sysmex XT-2000i.

Hoffmann, Leticia Pinto’; Polletti, Clarissa’; Roehrig, Katyane Sganzerla'; Aziz, Marina Meneses';
Kuntz, Ana Karina', Dall Cortivo, Giselle'; Souza, Nicéia Mara Almeida.? & Santos-Silva, Maria
Claudia’®

/RESUMO - O avanco tecnolégico permitiu o desenvolvimento de modernos contadores automatizados de células sangtiineas, os quais
combinam diferentes métodos de avaliacao de indices hematolégicos. Considerando a importancia destes indices no diagnéstico di-
ferencial de anemias e a variabilidade dos resultados emitidos pelos diferentes contadores de células disponiveis no mercado, o obje-
tivo desse trabalho foi analisar os resultados emitidos pelos contadores Sysmex XT-2000i e Pentra 120 Range através da comparacao
dos valores dos parametros hematimétricos obtidos pelos contadores e a analise morfolégica da distensao do sangue periférico.
Foram analisados aleatoriamente 444 hemogramas de pacientes atendidos no Laboratério de Analises Clinicas do HU-UFSC, proces-
sados pelos contadores Pentra 120 Range e Sysmex XT-2000i e comparados com a andlise morfolégica da distensdo sangtiinea. Os re-
sultados mostram que nao ha diferencas estatisticas entre os valores de VCM e RDW nos dois contadores e a andalise morfolégica das
células. Além disso, a comparacao dos valores de HCM e CHCM com a avaliacao morfolégica mostrou que os critérios utilizados pe-
los contadores Sysmex XT-2000i e Pentra 120 Range na analise do HCM sao os mais compativeis com a microscopia. Entretanto, em
relacdo ao CHCM, apenas os resultados do Pentra 120 Range foram compativeis estatisticamente. Assim, concluimos que o uso dos
parametros hematimétricos devem ser criteriosos, e, que dependem do contador de células usado pelo laboratério. Por isso, o contro-
le de qualidade é imprescindivel, e, além disso, amostras com valores fora daqueles de referéncia requerem avaliacdo morfolégica por
microscopia 6ptica.

PALAVRAS-CHAVE - Indices hematimétricos, controle de qualidade, automacdo, Pentra 120, Sysmex xt-2000i. Y,

/e SUMMARY - The technological progress allowed the development of modern automated accountants of blood cells, which combine\
different methods of evaluation of hematological parameters. Considering the importance of these parameters in the differential di-
agnosis of anemias and the variability of the results emitted by the different accountants of available cells in the market, the objecti-
ve of this work was to analyze the results emitted by accountants Sysmex XT-2000i and Pentra 120 Range through the comparison of
the values of the hematological parameters obtained by the accountants and the morphologic analysis of the distention of the blood
cells.

444 hemograms of patients were randomly analyzed by Laboratory of Clinical Analyses of HU-UFSC, processed by the accountants
Pentra 120 Screeches and Sysmex XT-2000i and compared with the morphologic analysis of blood cells. The results show that there
are no statistical differences between the values of VCM and RDW in both accountants and the morphologic analysis of the cells. Be-
sides, the comparison of the values of HCM and CHCM with the morphologic evaluation showed that the criteria used by accountants
Sysmex XT-2000i and Pentra 120 Range in the analysis of HCM are the most compatible with the morphologic analysis. However, in
relation to CHCM, just the results of Pentra 120 Range were statisticaly compatible. So, we concluded that the use of the hematologi-
cal parameters should be discerning and that it depend on the accountant of cells used by the laboratory. Therefore, the quality con-
trol is indispensable and besides, samples with values out of those of reference request microscopical morphologic evaluation.

KEYWORDS - hematimetric index, quality control, automation, Pentra 120 Range, Sysmex xt-2000i. Y,
INTRODUQAO zados de células sangiiineas. Essa nova tecnologia oferece

recursos indispensaveis para a realizacao do hemograma,

o Laboratério do Hospital Universitério da Universida- tanto em~re1\agéo a velocidade de processamento, quanto

de Federal de Santa Catarina (HU/UFSC) aproxima- em relacao a qualidade das andlises. Esses equipamentos
damente 40% das requisicdes médicas de exames atendi- combinam diferentes métodos de avaliacao de alta tecno-
dos contém a solicitacdo de hemograma. Esse percentual | l0gia e precisao para analisar quantitativamente milhares
mostra a importancia do hemograma no diagnéstico e no de c~elulas, o que permlte resultados mais precisos. A'utlll-
controle evolutivo das doencas infecciosas, das doencas Za@fﬁo ‘desses equlp/ar_nentos fo;‘necg ta{nbem a avaliacao
cronicas e no acompanhamento de quimio e radioterapia; de 1nd¥ces hematologmos. ea v1.su~ahza<;a(.) de histogramas,
pois através desse exame pode-se analisar as variacoes os quais demonstram a distribuicao dos diferentes elemen-
quantitativas e morfolégicas das células sangiiineas®. tos analisados'”. Entre os recursos disponibilizados, pode-
O avanco tecnoldgico da segunda metade do século 20 se citar: volume f:orpuscular médio (VC~M): hemoglobi‘na
permitiu a ampliacao no mundo da informacéo, e, com is- corpuscular med}a (HCM), copcentra(;ao hemogloblmca
so, o desenvolvimento de modernos contadores automati- | Ccorpuscular media (CHCM), histogramas, amplitude da
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distribuicao dos eritrécitos (red cell distribution width —
RDW), e volume plaquetario médio (VPM), além da conta-
gem total de leucécitos, hemdcias, dosagem de hemoglobi-
na e hematdcrito, utilizando pequenas amostras de sangue.
Com a automatizacao nos laboratérios clinicos, cresceu a
importancia dos indices hematimétricos no diagndstico di-
ferencial das anemias. Por exemplo, valores de VCM abai-
xo de 82 fL. parecem ser um indicador confidvel de anemia
microcitica®. Entretanto, esse indicador, por considerar o
tamanho médio das células vermelhas, ndo fornece uma
idéia da variabilidade do tamanho das células no sangue
periférico. Sendo assim, deve ser utilizado em conjunto
com o RDW%. Valores de RDW acima de 16% indicam a
presenca de populacdes celulares heterogéneas direta-
mente relacionadas com o grau de anisocitose”. O RDW é
um indice que auxilia na diferenciacdao das anemias micro-
citicas, principalmente entre anemia ferropénica e p talas-
semia minor™. Pacientes com f§ talassemia minor apresen-
tam um VCM baixo com RDW usualmente normal ou dis-
cretamente elevado, enquanto aqueles com anemia ferro-
pénica mostram um VCM baixo com RDW muito eleva-
do®'. Essa diferenca de valores de RDW retrata as carac-
teristicas morfologicas distintas das duas anemias, pois o
tamanho das hemdcias na anemia ferropénica é mais hete-
rogéneo do que na {3 talassemia minor, devido a coexistén-
cia de hemdcias produzidas em diversas fases da pro-
gressao da anemia. Na maioria dos casos de anemia ferro-
pénica o valor do RDW altera-se antes do que qualquer ou-
tro parametro hematimétrico, mesmo antes da queda do
VCM™, De acordo com os resultados obtidos por Villas Bo-
as et al ", o RDW mostrou ser pouco sensivel, mas alta-
mente especifico para a presenca de anisocitose. Isso asse-
gura que valores anormais de RDW sao altamente sugesti-
vos de alteracoes na homogeneidade da populacao eritro-
citdria, necessitando uma andlise morfolégica acurada dos
eritrocitos. Por outro lado, valores de RDW normais nao de-
vem afastar a possibilidade da presenca de anisocitose. En-
tretanto, em relacdo ao parametro para definicdo de hipo e
hipercromia, existem divergéncias entre qual é o mais fiel.
Segundo Failace®, hipocromia e hipercromia devem ser
definidas como baixa ou como aumento da concentracao
de hemoglobina (CHCM), e nao da quantidade de hemo-
globina dos eritrécitos (HCM). Por outro lado, Nascimen-
to" ,demonstrou que o CHCM sé aparece diminuido nos
casos de anemia microcitica hipocrémica em estagio mais
avancado, sendo assim, o valor abaixo do normal do HCM
reflete melhor a hipocromia.

Considerando a importancia dos indices hematimétricos no
diagnéstico diferencial de anemias e a variabilidade dos
resultados emitidos pelos diferentes contadores de células
disponiveis no mercado, o objetivo desse trabalho foi ana-
lisar a confiabilidade dos resultados emitidos pelos conta-
dores Sysmex XT 2000i e Pentra 120 Range através da
comparacao dos valores dos parametros hematimétricos
obtidos pelos contadores e a analise morfolégica da dis-
tensdo do sangue periférico.

CASUISTICA E METODOS

Foram analisadas 444 hemogramas de pacientes atendidos
no Laboratério de Anédlises Clinicas do HU-UFSC. As
amostras de sangue periférico coletadas com EDTA foram
selecionadas aleatoriamente e processadas pelos contado-
res Pentra 120 Range e Sysmex XT-2000i, seguindo-se o
procedimento do fabricante. Simultaneamente, controles
internos, fornecidos pelos fabricantes dos contadores de
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células, e externos, da Sociedade Brasileira de Anadalises
Clinicas (SBAC) e da Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica (SBPC), foram realizados. A metodologia dos apa-
relhos Pentra 120 Range e Sysmex XT-2000i baseia-se no
principio de impedancia”. As distensdes sanguineas fo-
ram coradas pelo método MayGrunvald-Giemsa® e a mor-
fologia celular avaliada no microscépio o6ptico marca
Olympus BX 41.

Para a andlise dos dados foi utilizado o teste exato de Fisher.

RESULTADOS

Os resultados de 444 amostras processadas pelos contado-
res hematolégicos Pentra 120 Range e Sysmex XT-2000i fo-
ram separados em quatro grupos VCM, RDW, HCM e
CHCM, e, comparados com a andlise morfolégica da dis-
tensao sangtiiinea de acordo com os valores de referéncia
adotados pelo Laboratério de Anélises Clinicas HU-UFSC
para VCM, RDW, HCM e CHCM, de 80-100 fl, 15,5%, 26-
34 pg e 32-36 g/dl, respectivamente, em ambos contadores.
Como pode ser observado na Figura 1, o percentual de
compatibilidade das andlises morfolégicas dos eritrocitos
foi de 79%, 90%, 66% para valores de VCM abaixo de 80
fl, entre 80 e 100 fl e acima de 100 fl emitidos pelo conta-
dor de células Pentra 120 Range. Resultados semelhantes,
sem diferencas estatisticas segundo teste exato de Fisher
(p>0,005), foram observados quando as amostras foram
processadas no contador Sysmex XT-2000i, 81%, 82,2% e
65% de compatibilidade com a analise morfolégica para
valores VCM abaixo, normal e acima do valor de referén-
cia adotado. Como citado anteriormente, o VCM deve ser
utilizado em conjunto com o RDW no diagnéstico diferen-
cial de anemias”. Assim, com a finalidade de analisar a im-
portancia dos resultados dos valores de RDW emitidos pe-
los contadores, dois grupos de amostras com RDW abaixo
e acima de 15,5% foram comparados com a presenca de
microcitose e macrocitose na andlise morfolégica dos eri-
trécitos, pois valores diminuidos de RDW ndo apresenta-
tam significado diagnéstico. A Figura 2 mostra que em am-
bos contadores utilizados os valores de RDW sao compati-
veis com a andlise morfolégica, segundo teste exato de
Fisher (p>0,005).

Os parametros hematimétricos utilizados para indicacao de
quantidade e concentracdao de hemoglobina nos eritrécitos
sao HCM e CHCM, respectivamente, os quais definem a
presenca de hipo e hipercromia eritrocitaria. Na Figura 3
pode-se observar que os valores das amostras analisadas
no contador Pentra 120 Range apresentaram compatibili-
dade com a microscopia de 50%, 98,6% e 0% para valores
de HCM abaixo, normal e acima dos referenciais, enquan-
to que o contador Sysmex XT-2000i apresentou 52,8%,
97,8% e 0% de compatibilidade nas amostras com HCM
abaixo, normal e acima do valor de referéncia. De acordo
com o teste exato de Fisher, ndao houve diferenca significa-
tiva entre os dois aparelhos (p>0,005), no entanto, em re-
lacdo a andlise morfolégica por microscopia 6ptica e os va-
lores de HCM abaixo de 26 pg, calculados pelos aparelhos,
foi estatisticamente significante (p< 0,0001).

A comparacao dos valores de CHCM, obtidos nos dois con-
tadores, com a morfologia mostrou que o contador Pentra
120 Range apresentou compatibilidade com a microscopia
de 45%, 98,2% e 0% nas amostras com valores referenciais
para CHCM baixos, normais e aumentados, respectiva-
mente (Figura 4). Comparativamente o contador Sysmex
XT-2000i apresentou maior incompatibilidade com a andli-
se morfologica do que o Pentra 120 Range em amostras
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com CHCM baixo, ou seja, apresentou apenas 18,2% de
compatibilidade. Esta diferenca foi estatisticamente signi-
ficativa pelo teste exato de Fisher (p<0,005). No entanto,
em relacdo ao CHCM com valores de referéncia para
CHCM normais e aumentados, nao houve diferencas esta-
tisticas entre os dois contadores. O CHCM das amostras
com valores referenciais para CHCM normais e aumenta-
dos processadas no Sysmex XT-2000i apresentaram com-
patibilidade de 99,3% e 0% com a morfologia, respectiva-
mente (Figura 4). A andlise comparativa dos valores de
CHCM liberados pelos aparelhos e a observagao morfol6-
gica dos eritrécitos mostraram que a incompatibilidade dos
resultados é estatisticamente significativa, segundo teste
exato de Fisher (p>0,0001).

A comparacdo entre os indices hematimétricos HCM e
CHCM nos dois contadores, como indicador de hipocro-
mia, mostrou que nao houve diferenca estatistica entre os
dois parametros analisados no contador Pentra 120 Range,
no entanto, no contador Sysmex XT-2000i, o HCM de-
monstrou maior eficiéncia na indicacdo de hipocromia do
que o CHCM (p<0,0002).

VCM
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~ * N Sysmex XT2000i
-g — _— I Pentra 120 Range
2 757
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§ 504
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» 254
o
&
0= — T
<80 fl 80-100 fl >100 fl
Hoffmann et al, Figura 1

Figura 1: Porcentagem de valores de VCM das amostras proces-
sadas nos aparelhos Sysmex XT-2000 e Pentra 120 Range com-
pativeis com a microscopia optica. * Estatisticamente significan-
te em relacao a avaliacao morfolégica por microscopia 6ptica e
# estatisticamente diferente em relacao ao contador Sysmex XT-
2000i , no teste exato de Fisher (p< 0,0001).

RDW

g 1009 B Sysmex XT-2000i
1 [—JPentra 120 Range
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Hoffmann et al, Figura 2
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Figura 2: Porcentagem de valores de RDW das amostras proces-
sadas nos aparelhos Sysmex XT-2000 e Pentra 120 Range com-
pativeis com a microscopia optica. * Estatisticamente significan-
te em relacao a avaliacao morfolégica por microscopia 6ptica e
# estatisticamente diferente em relacdo ao contador Sysmex XT-
2000i , no teste exato de Fisher (p< 0,0001).
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Figura 3: Porcentagem de valores de HCM das amostras proces-
sadas nos aparelhos Sysmex XT-2000 e Pentra 120 Range com-
pativeis com a microscopia dptica. * Estatisticamente significan-
te (p< 0,0001) no teste exato de Fisher em relacao a avaliacao
morfolégica por microscopia optica.
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Figura 4: Porcentagem de valores de CHCM das amostras pro-
cessadas nos aparelhos Sysmex XT-2000 e Pentra 120 Range
compativeis com a microscopia 6ptica. * Estatisticamente signi-
ficante em relacao a avaliacao morfolégica por microscopia 6p-
tica e # estatisticamente diferente em relacao ao contador
Sysmex XT-2000i , no teste exato de Fisher (p< 0,0001).

DISCUSSAO

Indubitavelmente, a automacao tém proporcionado um au-
mento na eficiéncia e confiabilidade dos resultados emiti-
dos pelos laboratérios de hematologia”'®.Contudo, ha va-
riagoes na sensibilidade dos contadores de células, por is-
so, a manutencao e o monitoramento dos aparelhos, como
calibracoes e analises de amostras controle, é de extrema
importdncia na rotina laboratorial. Além disso, muitas alte-
racoes nao sao detectadas pelos aparelhos, os quais emi-
tem apenas alarmes ou nao as detectam, como a policro-
matofilia, pecilocitose, eliptdcitos, esferdcitos, acantocitos,
inclusdes (Howell-Jolly, pontilhado baséfilo), eritoblastos,
Rouleaux, drepanécitos, granulacoes téxicas, desvio a es-
querda sem neutrofilia, corpos de Dohle, anomalias de Pel-
ger-Huét, plasmocitos, linfécitos atipicos sem linfocitose,
blastos e Hairy cells, as quais podem sugerir patologias es-
pecificas, orientando, conseqliientemente, a investigacao
etiolégica®. Sendo assim, nesses casos, ha necessidade da
avaliacdo morfolégica da distensao sangiiinea®!*'”. Por is-
so, a importancia de avaliar e comparar os resultados dos
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indices hematimétricos emitidos pelos contadores de célu-
las utilizados no Laboratério de Andlises Clinicas HU-
UFSC com a andlise morfolégica dos eritrécitos, e averi-
guar qual é o melhor indicador para hipocromia.

O uso progressivo dos indices hematimétricos como para-
metro de diagnéstico diferencial de anemias***** aumen-
ta o comprometimento do Laboratério de Hematologia na
emissao desses resultados. Assim, inicialmente avaliamos
se havia compatibilidade entre os valores de VCM emiti-
dos pelos aparelhos Sysmex XT-2000i e Pentra 120 Range
e a andlise morfoldégica de eritrécitos normais, de microci-
tose ou de macrocitose nas amostras analisadas. Como po-
de ser observado na Figura 1, os valores de VCM emitidos
pelos aparelhos ndo apresentaram diferencas estatisticas
em relacao a analise microscépica. Entretanto, como esse
pardmetro néao avalia a variabilidade de tamanho, avalia-
mos em conjunto com o RDW. Os resultados de RDW emi-
tidos pelos dois aparelhos mostraram concordancia quando
os valores estao dentro da faixa de valores normais, no en-
tanto, o aparelho Pentra 120 Range parece ser mais sensi-
vel na andlise das amostras com RDW aumentado do que o
aparelho Sysmex XT-2000i. Embora esses resultados nao
sejam estatisticamente significantes, sugerem que hé dimi-
nuicao da sensibilidade dos aparelhos quando eles anali-
sam amostras sanguineas com macrocitose e/ou microcito-
se. Dessa forma, ha necessidade da analise morfologica por
microscopia 6ptica antes da emissao do laudo laboratorial.
Outro aspecto importante no diagnéstico diferencial de
anemias a ser considerado é a presenca ou nao de hipocro-
mia, o qual é identificado na analise morfoldgica dos eritro-
citos e a partir do HCM e CHCM. A comparacao dos valo-
res de HCM e CHCM com a avaliagdo morfolégica das 444
amostras da rotina laboratorial do setor de hematologia do
LAC-HU mostrou que os critérios utilizados pelos contado-
res Sysmex XT-2000i e Pentra 120 Range na anadlise do
HCM sao os mais compativeis com a microscopia, no entan-
to, em relacao ao CHCM, apenas os resultados do Pentra
120 Range foram compativeis estatisticamente. Os nossos
resultados, ao contrario daqueles obtidos por outros auto-
res®, mostram que o HCM é o melhor indicador da concen-
tracao de hemoglobina para o aparelho Sysmex XT-2000i.
Os resultados apresentados indicam que o uso dos parame-
tros hematimétricos devem ser criteriosos, e, que depen-
dem do contador de células usado pelo laboratério. Por is-
so, o controle de qualidade é inevitavel, e, além disso,
amostras com valores fora daqueles de referéncia reque-
rem avaliacdao morfolégica por microscopia 6ptica. Por isso,
laboratérios que utilizam aparelhos com andlise de multi-
plos parametros, devem estabelecer critérios para libe-
racao direta dos resultados por interfaceamento, baseados
nos valores de referéncia avaliados no aparelho utilizado.

REFERENCIAS

1. ARTAZA, J.R.; CARBIA, C.D.; CEBALLO, M.F. indice de distribucién de gl6-
bulos rojos (RDW): Su aplicacion en la caracterizacion de anemias microciti-
cas e hipocrémicas. Medicina, 59(1), p 17-22, 1999.

2. ASLAN, D. et al. Importance of RDW Value in Differential Diagnosis of
Hypochrome Anemias. American Journal of Hematology, 69, p 31-33, 2002.

3. BESSMANN, J. D.; GILMER, P. R.; GARDNER, F.H. Improved classification
of anemias by MCV and RDW. Am J Clin Pathol, v. 80 p. 322-6, 1983

4. COOK, J.D.; BAYNES, R.D.; SKIKNE, B.S. Iron deficiency and the measure-
ment of iron status. Nutr. Res. Rev, 5, p 189-202, 1992.

5. DACIE, S.J.V.; LEWIS, S.M. Practical Haematology. 8 ed. New York: Churchill
Livingstone, 1995

6. FAILACE, R. Eritrograma. In: Hemograma: Manual de Interpretagdo. 4 ed.
Porto Alegre: Artmed, 2003. 39-54p.

7. FAILACE. R.; PRANKE, P. Avaliagdo dos critérios de liberagdo direta dos re-
sultados de hemogramas através de contadores eletrénicos. Rev. Bras He-
matol e Hemoter, v. 26, n. 3, p. 159-166, 2004.

8. HADLER, M.C.C.M.; JULIANO, Y.; SIGULEM,D.M. Anemia do lactante: etio-
logia e prevaléncia. Jornal de Pediatria,78(4), 2002.

9. KOENN, M.E. et al. Comparison of four automated haematology analysers.
Clin Lab Sci, v. 14, p. 238-42, 2001.

10. MATSUNO, K.; ISHIZUKA, S. New technology of automated blood cell dif-

ferential counting. Rinsho Byori, v. 46, p. 361-6, 1998.

11. MCCLURE, S. et al. RDW is the earliest predictor of iron deficiency. Blood,
v. 62, n. 1, p. 51, 1983.

12. MEER, W.; DINNISSEN, J.M.B.; KEUZER, M.H. Evaluation of the Sysmex
XT-2000i, a New Automated Haematology Analyser. Sysmex Journal Inter-
national, 12 (2), p 71-75, 2002.

13. MELO, M.R., et al. Uso de indices Hematimétricos no Diagnéstico Diferen-
cial de Anemias Microciticas: Uma Abordagem a Ser Adotada? Rev. Assoc.
Med. Bras.,48(3), p 222-4, 2002.

14. MIGUEL, A. et al. Red cell distribution width analysis in differentiation betwe-
en iron deficiency and thalassemia minor. Acta Haematol, v. 80, p. 59, 1988.

15.  NASCIMENTO, M. Concentragdo de Hemoglobina Globular Média
(Mchc%) ndo é o Melhor Indicador da Hipocromia. LAES&HAES, v.147: p.
130 - 141, 2004.

16. PENG, L. et al. Laboratory evaluation of the Sysmex SE-9500 automated
haematology analyzer. Clin Lab Haematol, v. 23, p. 237-42, 2001.

17. RYAN, D.H. Automated analysis of blood cells. In: HOFFMANN, R.; BENZ,
E.J.; SHATTIL, S.J. Hematology — Basic Principles and Practice. 2. ed. New
York: Chuchill Livingstone, 1995. p. 2223-35.

18. VILLAS BOAS, M.V.C, et al. Utilidade do RDW-SD como auxiliar na interpre-
tacéo das alteragdes morfolégicas dos eritrécitos. NewsLab, 41, p 8-9, 2000.

ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:
Maria Claudia Santos da Silva

Laboratério de Analises Clinicas/Hospital Universitario-UFSC
Campus Universitario - Florianépolis

CEP. 88040-900, SC, Brasil

FAX: 48 3319542

Email: maclau@ccs.ufsc.br

-~

IFCC WORLDLAB

Fortaleza - Brasil
20° Congresso Internacional de Bioquimica e Medicina Laboratorial
35° Congresso Brasileiro de Analises Clinicas
8° Congresso Brasileiro de Citologia Clinica

28 de setembro - 2 outubro/2008

Centro de Convencgoes do Ceara
g J

28

RBAC, vol. 39(1): 25-28, 2007



Extrato Aquoso de Baccharis trimera (Asteraceae)
Diminui a Inflamacao e o Dano Celular em Pleurisia
Induzida por Veneno de Dirphia sp. (Saturniidae)*

Aqueous Extract of Baccharis trimera (Asteraceae) Decreases Inflammation and Cellular Damage
in Pleurisy Induced by Dirphia sp. (Saturniidae) Venom*

Carlos Eduardo Leite’, Adroaldo Lunardelli’, Telmo Abelin Castaman®, Elisiane Losa Paul’ & Jarbas
Rodrigues de Oliveira’

/RESUMO - Acidentes com animais peconhentos sao muito freqiientes no Brasil. A correta identificacao destes animais e o pronto
atendimento dos pacientes diminuem a morbidade e a mortalidade dos eventos subsequentes. O contato com as toxinas do veneno
das lagartas do género Dirphia (Saturniidae) desencadeia eventos clinicos importantes. Experimentos recentes em nosso laboratério
comprovaram que tais toxinas possuem propriedades inflamatoérias. A Baccharis trimera (Asteraceae), conhecida como carqueja, €
uma planta cujos estudos tém demonstrado efeito antiinflamatério e agao sobre componentes de algumas toxinas componentes do ve-
neno de espécies de Bothrops. Com o objetivo de avaliar a acao do extrato aquoso da Baccharis trimera sobre os efeitos induzidos pe-
la inoculacao do veneno de Dirphia sp. utilizou-se como modelo de inflamacao aguda a pleurisia. Nossos experimentos avaliaram pa-
rametros inflamatoérios e de dano celular como: volume de exsudacao plasmatica, concentracao protéica no exsudato, contagem de
leucocitos totais, contagem diferencial de leucécitos e a atividade da lactato desidrogenase (LDH). A administracao do extrato aquo-
so da carqueja € capaz de reverter, ao menos em parte, os efeitos danosos induzidos pelas toxinas de Dirphia sp., sendo competente

na redugao da contagem de leucdcitos totais, leucécitos polimorfonucleares (PMNs) e da atividade da lactato desidrogenase.
PALAVRAS-CHAVE - Dirphia sp., Baccharis trimera, pleurisia, inflamacao, efeito antiinflamatoério. Y,

/SUMMARY - Accidents with venomous animals are very frequent in Brazil. The correct identification of these animals and quickness
of help to patients reduces morbidity and mortality of the subsequent events. Contact with the toxins of caterpillars’ venom of Dir-
phia genus (Saturniidae) breaks out important clinical occurrences. Earlier experiments in our laboratory showed that those toxins ha-
ve inflammatory properties. Baccharis trimera, known as carqueja, is a plant that shows anti-inflammatory effects and action over so-
me venom toxins of Bothrops species. With the objective of evaluating the action of Baccharis trimera’s aqueous extract in relation to
the effects induced by inoculation of Dirphia’s venom we utilized the pleurisy as a model of acute inflammation. Our experiments, eva-
luated inflammatory and cellular damage parameters such as: volume of plasmatic exudation, protein concentration in the exsudate,
total leucocytes count, leucocytes differential cell count and the activity of the lactate dehidrogenase (LDH). The administration of Car-
queja aqueous extract can revert, in part, the harmful effects induced by the toxins of Dirphia’s venom, it is a competent in the reduc-
tion of the total leucocytes count, the polymorphonuclear leucocytes (PMNs) and the activity of the lactate dehidrogenase (LDH).
KEYWORDS - Dirphia sp., Baccharis trimera, pleurisy, inflammation, antiinflammatory effect. Y.

INTRODUCAO

cidentes com animais peconhentos sao muito freqiien-

tes no Brasil, um pais tropical. A medida em que ha
desmatamento, aliado ao favorecimento climatico, a dimi-
nuicdo dos predadores e a maior oferta alimentar, ha a pos-
sibilidade de ocorrer aumento da proliferacao desses ani-
mais, pondo em risco a seguranca até mesmo dos habitan-
tes das zonas urbanas [8].
As taturanas do género Dirphia sp. (familia Saturniidae),
bem como outros lepidépteros sdo encontradas em varias
regides da América Latina e sdo conhecidas como pragas
de plantacao [19,26]. A importancia dos lepdépteros em
saude publica se deve aos efeitos danosos causados ao ho-
mem, que ocorre através do contato das cerdas de algumas
espécies de lagartas que contém glandulas secretoras de
toxinas [3]. Os acidentes ocorrem, na maioria dos casos, ao
manusear galhos, troncos e folhagens [19]. O contato da
pele humana com as cerdas da Dirphia sp. desencadeia
sintomas que vao desde simples irritacoes na pele e
reacgoes alérgicas locais até queimaduras graves [4]. Estu-
dos demonstram que o veneno dessa lagarta pode causar
eritema [6], danos renal e hepético, alteracdes hematologi-

cas e exsudacao no local da inoculacao [4].

Os produtos naturais vém sendo utilizados na busca de no-
vas opgOes para o combate a diferentes patologias. As
plantas do género Baccharis, familia Asteraceae, sdo utili-
zadas, na medicina popular, sob a forma de ch4d, no trata-
mento de diversos disturbios [22]. O extrato das partes aé-
reas da Baccharis trimera, uma planta amplamente distri-
buida pela América do Sul [22], conhecida como carqueja,
tem sido popularmente utilizada no tratamento de disturbi-
os digestivos, doencas hepéticas e renais, reumatismo, dia-
betes e processos inflamatoérios [5,14]. Entre os efeitos bio-
légicos desta planta, estdao descritos a acdo antiinflamaté-
ria, analgésica [10,11], hepatoprotetora [21], relaxante da
musculatura lisa [22] e recentemente demonstrou-se um
importante potencial antiofidico [14]. Estudos fitoquimicos
demonstram, entre os componentes da Baccharis trimera, a
presenca de flavondides e diterpenos, que estao relaciona-
dos alguns dos efeitos citados acima [5,10,17,22].

Modelos de pleurisia tém sido amplamente utilizados no estu-
do da fisiopatologia da inflamacao aguda e na avaliacao da efi-
cdcia de substancias com potencial efeito antiinflamatério [1].
Em 2001, Castaman [4] demonstrou que a inoculacao do
veneno de Dirphia sp. no peritéonio de ratos induz exsu-

Recebido em 21/02/2006
Aprovado em 29/09/2006
*Laboratério de Pesquisa em Biofisica, Departamento de Ciéncias Fisiolégicas, Faculdade de Biociéncias, Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul.
'Aluno do Curso de Graduagdo em Farmacia-Bioquimica, PUCRS. 2Farmacéutico Bioquimico, Mestre em Biociéncias - Biologia Celular e Molecular, PUCRS.
°Bidlogo, Mestre em Biociéncias - Zoologia, PUCRS. ‘Farmacéutica Bioguimica, Mestre em Clinica Médica, UFRGS. *Farmacéutico Bioguimico, Doutor em
Bioquimica, Universidad de Barcelona, Espafia, Professor da PUCRS.

RBAGC, vol. 39(1): 29-32, 2007

29



dacao local, sugerindo um potencial inflamatério. Desta
forma, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o
efeito do extrato aquoso da Baccharis trimera na pleurisia
induzida pelo veneno de Dirphia sp..

MATERIAIS E METODOS

Para a confeccao do extrato das cerdas de Dirphia sp.
(ECD), as taturanas (entre o quinto e sexto instar) foram
coletadas na cidade de Viamao, Rio Grande do Sul. Foi
feita a retirada das cerdas (na sua totalidade) e homoge-
neizacao em tampao fosfato salina (PBS). Este material foi
centrifugado e o sobrenadante congelado e mantido a
—70°C até a sua utilizacao [18]. Foi dosada a concentracao
de proteinas totais no ECD pela técnica do vermelho de
pirogalol. O pH e osmolalidade do ECD foram de 7,4 e 284
mOsm/kg-, respectivamente.

As amostras da Baccharis trimera foram colhidas, durante
o outono, nas dependéncias da Casa de Vegetacao da
Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul
(PUCRS), Porto Alegre. O extrato aquoso foi preparado se-
gundo Simées et al [20]. A Baccharis trimera foi adiciona-
da agua destilada a uma temperatura de 80°C na pro-
porcao de uma parte de planta para cinco de agua (1g de
planta + 5 ml de dgua destilada), seguido de maceracao e
filtracao. O extrato aquoso corresponde a concentracao de
200mg/ml.

Foram utilizados Rattus novergicus (Wistar), fémeas adul-
tas, com peso entre 180g e 220g, todas de mesma linha-
gem e socializacdao, com livre acesso a comida e dgua. Os
grupos sdo compostos por seis exemplares cada.

Os animais foram anestesiados, e foi injetado 0,2 ml do
ECD na dose de 0,04 miligramas de proteina por kilogra-
mas (0,04mg/kg) de rato, através de uma incisao ao nivel
do sexto espaco intercostal esquerdo. A dose foi ajustada
de acordo com a concentragao protéica do veneno e o pe-
so do animal. Ap6s quatro horas, os animais foram sacrifi-
cados em atmosfera de CO:. Procedeu-se com a perfu-
racao do diafragma e lavagem com 2,0 ml de solucao sali-
na estéril (NaCl 0,9%) contendo 1% de EDTA [1] para as-
piracao do exsudato. Exsudatos contaminados com eritro-
citos foram descartados [9].

A Baccharis trimera foi administrada nas doses de
200mg/kg, 400mg/kg, 800mg/kg e 1600mg/kg por via in-
traperitoneal 30 minutos antes da inoculacao do veneno
no espaco pleural dos animais. No grupo ECD, o qual nao
recebeu o extrato da planta, foi administrado solugao sali-
na. No grupo controle foi administrado 1,0 ml de solugao
salina, por via intraperitoneal e 30 minutos depois foi ino-
culado no espacgo pleural 0,2 ml de PBS.

Para a analise do perfil inflamatério e da lesao tecidual fo-
ram analisados os seguintes parametros: volume de exsu-
dacao, concentracao protéica, contagem de leucdcitos to-
tais, diferencial citolégico e dosagem da lactato desidro-
genase (LDH). O volume de exsudato foi mensurado atra-
vés da diferenca entre o volume total coletado e o volume
injetado na cavidade pleural (2,0 ml de solucao salina). A
contagem de leucécitos totais foi estimada através da di-
luicao da amostra em liquido de Thoma (1:20) e posterior
contagem em camara de Neubauer. Foram confecciona-
das laminas citolégicas, coradas com May-Grin-
wald/Giemsa, onde se fez a andlise diferencial. O liquido
pleural coletado foi centrifugado e, no sobrenadante, foi
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dosada a concentracao de proteinas pelo método do Biu-
reto e a atividade da LDH foi quantificada espectrofoto-
metricamente através da medida colorimétrica do NADH
formado pela acao enzimatica.

Os resultados foram submetidos a analise estatistica de
variancia através do método ANOVA com post hoc de Tu-
key usando o software SPSS (Statiscal Package for the So-
cial Sciences) 12.0 e sao expressos por média + erro
padrao da média (EP). O nivel de significancia é definido
com P<0,05.

RESULTADOS

A inoculacao do ECD induziu a exsudacdao na cavidade
pleural de 2,43 + 0,08 ml, demonstrando aumento signifi-
cativo em relacao ao controle, onde foi inoculado PBS, que
resultou em 0,1 + 0,04 ml. Os grupos tratados com
200mg/kg, 400mg/kg, 800mg/kg e 1600mg/kg apresenta-
ram 2,43 = 0,11 ml, 2,48 + 0,12 ml, 2,55 + 0,14 ml e 2,28 +
0,17 ml de exsudacao, respectivamente. Nenhuma das do-
ses testadas foi capaz de reduzir significativamente a ex-
sudacao plasmaética causada pelo ECD. Estes resultados
sao mostrados na figura 1.

A exsudacao plasmatica, analisada através da concen-
tracao protéica, corrobora os dados do volume de exsu-
dacao (figura 2), onde o grupo ECD, 2,70 + 0,10g/dl, apre-
senta um aumento significativo da concentracao protéica
em relacao ao grupo controle, 0,23 + 0,10g/dl. Os grupos
tratados com 200mg/kg, 400mg/kg, 800mg/kg e
1600mg/kg apresentaram as concentracoes protéicas no
exsudato de 2,65 + 0,06g/dl, 2,45 + 0,07g/dl, 2,38 =+
0,07g/dl e 2,38 + 0,09g/dl, respectivamente, nao tendo di-
ferenca significativa em relacdao ao grupo ECD.

No grupo ECD houve uma significativa migracao de leu-
cécitos totais para a cavidade pleural, onde encontrou-se
38,38 + 2,72 x 10°/cavidade (figura 3). Sendo esse aumen-
to significativo em relacdo ao grupo controle, que apre-
sentou 11,25 + 1,52 x 10°/ cavidade. O grupo que recebeu
a dose de 1600mg/kg do extrato aquoso da Baccharis tri-
mera, apresentou diminuicao significativa da migracao de
leucdcitos totais, em relagcao ao grupo ECD. J& as doses de
200mg/kg (32,70 + 2,32 x 10°/cavidade), 400mg/kg (31,40
+ 2,15 x 10°/cavidade) e 800mg/kg (30,56 + 2,55 x 10°ca-
vidade) mostraram diminuicdo da migracao de leucécitos
totais, porém, essa diferenca nao foi significativa.

A figura 4 apresenta os valores de leucécitos PMNs dimi-
nuidos significativamente em relagao ao grupo ECD na
administracao das doses de 800mg/kg (26,00 + 2,14 x
10%cavidade) e 1600mg/kg (20,59 + 0,87 x 10°/cavidade).
Os grupos controle, ECD, tratamento com 200mg/kg e
400mg/kg, apresentaram 3,2 + 0,28 x 10°/ cavidade, 34,55
+ 2,52 x 10%/cavidade, 28,99 + 2,05 x 10%cavidade e 27,40
+ 1,81 x 10°/cavidade, respectivamente.

Para avaliar o dano celular gerado pelo veneno e pelo pro-
cesso inflamatério, bem como, a melhora do quadro infla-
matorio, dosamos a enzima LDH. O grupo ECD apresenta
alta concentracao dessa enzima no exsudato (807 + 54,0
U/l). As doses de 200mg/kg, 400mg/kg, 800mg/kg e
1600mg/kg apresentaram uma atividade significantemen-
te menor que o do grupo ECD, sendo os valores 450 + 69,6
U/1, 128 + 16,7 U/1, 111 + 15,7 U/l e 59 + 4,9 U/l respecti-
vamente. O grupo controle, o qual foi inoculado PBS na
cavidade pleural, apresentou atividade de 28 + 5 U/I.

RBAC, vol. 39(1): 29-32, 2007



& i .

204

Volume (mL/cavidade)
&

05+

Contrdle ECD004mgKg Carqueia Carqueja Carqueja Carqueja
200mgKg 400mgKg 800mgig 1600mgkg

1000

LDH (U/L)

Conftrole ECD Baccharis Baccharis Baccharis Baccharis
200mgkg

400mgKg 800mgKg 1600mgKg

Figura 1 - Volume de exsudato presente na cavidade pleural. Resultados
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Figura 2 - Concentracao de proteinas totais presentes na cavidade pleu-
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Figura 4 - Contagem de leucécitos polimorfonucleares (PMNs) presentes na
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Figura 5 - Concentracgao de lactato desidrogenase (LDH) presente na cavi-
dade pleural. Resultados expressos em média + EP. * P < 0,05 em relacao
ao grupo Controle. & P < 0,05 em relacao ao grupo ECD.

DISCUSSAO

Uma resposta inflamatoéria aguda envolve células como ma-
crofagos e neutroéfilos, que secretam mediadores responsa-
veis pela iniciacao, progressao e persisténcia da inflamacao
[15]. Entre estes mediadores estdao a prostaglandina E2
(PGEZ2), o 6xido nitrico [12,15] e a histamina [1]. A PGE2, sin-
tetizada pela ciclooxigenase 2 (COX-2), estd envolvida na
producéo de substancias quimiotéxicas e citocinas pré-infla-
matdrias. O 6xido nitrico, sintetizado pelas 6xido nitrico sin-
tases (NOS), é responséavel por vasodilatacdo, aumento de
permeabilidade vascular e formacao de edema no local da
inflamacao [15]. A histamina causa dilatacao dos vasos san-
guineos da microcirculacgao, resultando em ruborizacao, bai-
xa resisténcia periférica, e queda da pressao sanguinea sis-
témica. Em associacao a estes eventos a histamina também
é responsavel pelo aumento da permeabilidade capilar
[2,13]. Este evento classico resulta da passagem de proteinas
plasmadticas e fluidos pelos espagos extracelulares, culmi-
nando no acimulo de liquido e formacao de edema [13].

A inflamacao é um processo protetor e essencial para a pre-
servacao da integridade do organismo, mas é freqiiente que
a resposta inflamatéria provoque lesées severas ocasionan-
do erroneamente danos em tecidos normais [12]. Um exem-
plo importante deste mecanismo de lesao é a producao de
espécies reativas do oxigénio (ERO), como anions superéxi-
do, peréxido de hidrogénio e peréxinitrito [7]. Esses que sao
importantes mediadores de dano celular [7,15].

A inoculacao intrapleural do ECD induziu uma reacao infla-
matoéria aguda, caracterizada por acimulo de exsudato pleu-
ral, aumento de proteinas plasmaéticas, liberacao de LDH e
intensa migracdo de leucdcitos, principalmente leucécitos
polimorfonucleares (PMNs), para a cavidade pleural.

O tratamento dos ratos com o extrato aquoso da Baccharis
trimera, nas doses de 800mg/kg e 1600mg/kg, diminuiu a
migracao de leucdcitos PMNs e a dose de 1600mg/kg dimi-
nuiu também a migracao de leucécitos totais. No entanto, as
doses testadas nao tiveram efeito significativo sobre a exsu-
dacao pleural avaliada pelo volume de exsudacgao e concen-
tracao proteica do exsudato. A atividade da LDH diminuiu
significativamente nos ratos tratados. Este efeito foi consta-
tado em todas as doses testadas do extrato da planta.

O ECD aumentou a migragao de leucécitos para a pleura dos
ratos e a administracao intraperitoneal da Baccharis trimera
foi capaz de atenuar esse efeito. Provavelmente esta acao
ocorreu, pelo menos em parte, pela inibicao da PGE:, via
bloqueio da ciclooxigenase. Mecanismo esse sugerido por
Gene et al [10], em inflamacao induzida por carragenina.
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Um dos mediadores liberados pela inoculacao do veneno
de Dirphia sp. € a histamina [23], mas os efeitos da Baccha-
ris trimera sobre os eventos da inflamacao nao parecem ser
pela acao sobre este mediador, visto que nao houve alte-
racao sobre a exsudacao plasmaética e a concentracao pro-
téica do exsudato.

Estudos demonstram que a Baccharis trimera possui um
potencial efeito antiofidico, inibindo o efeito hemorrdgico,
a atividade proteolitica, o edema e a miotoxicidade induzi-
da pelo veneno de algumas espécies do género Bothrops.
Este efeito parece ser pela inativacao primaria de metalo-
proteases e miotoxinas presentes nestes venenos [14]. Nos-
so estudo, quantificou a atividade da LDH, uma enzima ci-
tosélica liberada quando ocorre lise celular [16,17,24,25].
Os ratos tratados com o extrato de Baccharis trimera apre-
sentaram uma quantidade menor de LDH na cavidade
pleural, o que reflete a diminuicao do dano celular e do
processo inflamatério [24]. Devido ao fato dos componen-
tes do ECD ainda serem desconhecidos, nao se pode afir-
mar que o efeito da planta seja devido a alguma acao dire-
ta sobre os componentes do veneno. No entanto, muitos
animais peconhentos contém constituintes em comum [14].
Sendo assim, a diminuicao do dano celular pode ser devi-
da a acdo da Baccharis trimera, semelhante ao seu efeito
sobre fracoes do veneno de serpentes, agindo sobre os
constituintes do veneno de Dirphia sp., estes que sao res-
ponsaveis pela lesao celular e ativacao do processo infla-
matorio. Este efeito protetor pode ser sinérgico a acao dos
flavonoéides, presentes nesta planta, que podem estar atu-
ando suprimindo a producgao de ERO (que também sao res-
ponsaveis pela lesao celular).

Em conclusao, o tratamento da inflamacao induzida pelo
veneno de Dirphia sp., com o extrato aquoso da Baccharis
trimera é eficiente na diminuicdo dos leucécitos (principal-
mente dos leucécitos PMN, que sdo as células aumentadas
caracteristicamente na inflamacao aguda) e na atividade
da LDH (que é liberada em conseqiiéncia da lesao ou mor-
te celular). Esses dados comprovam que o extrato aquoso da
Baccharis Trimera possui acao antiinflamatéria e citoprote-
tora. No entanto, sdo necessdrios estudos visando a identi-
ficacdo dos constituintes do veneno, o que ajudard a eluci-
dar o mecanismo de acao do extrato aquoso da carqueja.
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Prevaléncia de Vaginites infecciosas através da
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de infeccdo do trato genital feminino, na populacao estudada.

(F RESUMO - Introducéo: A flora vaginal normal é constituida por uma grande variedade de microorganismos em mulheres, que se mo-
dificam durante o processo fisiolégico normal de amadurecimento da mulher. Quando ha um desequilibrio da microbiota vaginal, po-
de ocorrer o predominio de determinada flora em detrimento de outra, fazendo com que essas mulheres passem a apresentar um qua-
dro de vaginite infecciosa. Objetivo: Avaliar a prevaléncia desta patologia em mulheres na faixa etaria de até 14 anos, 15 a 34 anos,
35 a 49 anos e de 50 a maior de 64 anos, em 47.358 laudos realizados no Lacen-Pi de . jan de 2003 a set de 2004. Método: Estudo de
laudos citolégicos retrospectivo, com posterior andlise dos dados obtidos. Resultados: Observou-se uma variacao de casos positivos pa-
ra o fungo Candida sp com (10,27 %), a bactéria G. vaginalis (5,09%), o protozoario Trichomonas sp (3,66%). e de Lactobacilos (1,42%).
Concluséao: A ocorréncia de Candida sp é elevada em todas as faixas etdrias, destacando esta vaginite como a mais habitual queixa

\PALAVRAS-CHAVE - 1 - Saude Publica, 2- Citologia Clinica, 3- Vaginite. J

~

atment, studied population.

(¢ SUMMARY - The normal vaginal flora is constituted by a great variety of microorganisms in women, who if modify during the matu-
reness and the hormonais alterations. When it has a disequilibrium of microbiota vaginal, can even though occur the flora predomi-
nance definitive in detriment of another, making with that these women start to present a bacterial picture of infection vaginiti. Ob-
jective: To evaluate the prevalence of this pathology in women in the etaria zone of up to 14 years, the 15 at 34 years, the 35 at 49 ye-
ars and of 50 the greater of 64 years, in 47.358 findings carried through in the Lacen-Pi of. jan of 2003 set of 2004. Method: Study of
citological findings with a later analysis of the data obtained. Results: A variation of positive cases for fungus Candida sp was obser-
ved with (10,27%), bacterial G. vaginalis (5,09%), the protozoario Trichomonas sp (3,66%) of Lactobacilos (1,42%). Conclusion: The
occurrence of Candida sp is raised in all the etarias zone, detaching vaginiti as the most habitual infection of the feminine genital tre-

KEYWORDS - 1 - Public Health, 2 - Clinical Cytology, 3 - Vaginiti.
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INTRODUGAO

Séo trés os principais tipos de vaginites infecciosas: vagi-
nose bacteriana, candidiase e tricomoniase, sendo estes
processos inflamatérios os que mais acometem os 6rgaos
genitais femininos e atingem entre 15% e 20% as mulhe-
res americanas(EUA), de acordo com (Sobel1998). A vagi-
nose bacteriana é considerada, atualmente, a infeccao va-
ginal de maior prevaléncia em mulheres em idade repro-
dutiva e sexualmente ativas. Juntamente com a Candidia-
se e a Trichomoniase correspondem a 90% dos casos de in-
fecgoes vaginais, sendo que a Vaginose Bacteriana ocorre
em 35-50% dos casos, enquanto a Candidiase ocorre em
20-40% e a Trichomoniase em 10-30%. Foi originalmente
descrita por (Gardner e Dukes, 1955), como uma vaginite
ndo especifica caracterizada por secrecao vaginal acinzen-
tada, de odor fétido, com pH mais elevado que o normal, e
com minima inflamacao local, tendo como agente causal a
Gardnerella vaginalis.

O mecanismo fisiolégico de defesa do trato genital femini-
no mais importante contra a vaginites é a microbiota lacti-
ca, caracterizada pela presenca de lactobacilos (bacilos de
Déderlein), que constituem um grupo heterogéneo de bac-
térias encontradas nas secrecoes cérvico-vaginais e, na sua
maioria, correspondem a Lactobacillus acidophilus. Os lac-
tobacilos sao responséaveis pela hidrélise do glicogénio pre-
sente nas células epiteliais pavimentosas descamadas, pro-

duzindo &cido lactico, que diminui o pH vaginal para 4,0.
Acidificando o pH vaginal, os lactobacilos inibem o cresci-
mento de outros microorganismos.

Spinillo (1997), descreve fatores de risco potenciais para
candidiase vulvovaginal, embora nao haja consenso na li-
teratura; entretanto, o uso de antibidticos, contraceptivos
orais, a presenca de diabetes mellitos, gravidez, obesidade,
uso de roupas justas (jeans), absorventes e deficiéncias
imunolégicas especificas e regiées com clima quente, pro-
piciam a infeccao.

MATERIAL E METODOS

A avaliacao foi realizada por meio de um estudo descritivo
retrospectivo em 47.358 laudos citolégicos, coletados na
Coordenacao de Citopatologia na cidade de Teresina e em
outros municipios do estado do Piaui, no periodo de janei-
ro de 2003 a setembro de 2004. As amostras foram coleta-
das por ginecologistas e enfermeiras, com Kits de coleta
contendo espéculo, escova para coleta do material endo-
cervical, espatula de Ayres e lamina, bem como o preen-
chimento da requisicdao de encaminhamento para o Labo-
ratério, com os dados pessoais e clinicos.

Como critérios de exclusao, foram adotados os seguintes:
nao estar fazendo uso de antibiéticos, nao estar no periodo
menstrual, estar em abstinéncia sexual de 48 horas, nao fa-
zer uso de substancias de qualquer tipo na regido vaginal
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em, ao menos, 2 dias antes do exame, como critérios de
participacao do estudo.

No processo de revisao dos laudos, foram identificadas as
seguintes varidveis: idade das pacientes, avaliacdo da
amostra (adequabilidade) e diagnéstico citolégico. Estes
dados foram agrupados nas faixas etarias de até 14 anos,
15 a 34 anos, 35 a 49 anos e de 50 a maior de 64 anos , on-
de, os quais, foram computados em conformidade com a
descricao do formulario de resultado do exame citolégico
fornecido pelo Ministério da Satide. A andlise estatistica foi
feita através do teste do qui-quadrado (Mantel-Haentzel)
com nivel de significancia de 5%/( p= 0,05).

RESULTADOS

Exames realizados no Estado e no Lacen

47358; 9%

477413;91%

| I Total no Estado W Lacen I

Graico 1 - Distribuicdo dos exames no Estado e no Lacen de
jan 2003 a set 2004

6000 Vaginites por faixa etaria

5000 4864
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Trichomonas sp

| B até 14 anos B 15 234 anos 0 35 a 49 anos O50a> 64 anos B Total |

Grafico 2 - Distribuicao dos exames, com diagnéstico de Lacto-
bacilos, Candida sp, Trichomonas sp e Gardinerella vaginallis por
faixa etaria no Lacen nas de jan 2003 a set 2004.

Vaginites por percentual
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Grafico 3 - Distribuicao das vaginites por percentual nos
exames do periodo
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Dos 477.413 laudos realizados em todo o Estado do Piaui,
de janeiro de 2003 a setembro de 2004, parte significativa,
47.358 laudos ou 9,91% foram realizados no Lacen-PI,
(gréafico 1). No gréafico 3, observou-se a presenca de: Lacto-
bacillos (1,42%), Candida sp (10,27%), Trichomonas sp
(3,66%) e Gardnerella vaginallis (5,09%).
Nas mulheres sexualmente ativas, nas faixas etdrias onde
a ocorréncia de lactobacilos estd reduzida, surge a flora de
Candida sp, G. vaginalis e Trichomonas sp, provocando o
surgimento da vaginite. Em trabalho realizado por (Silva et
al, 2004), no municipio de Presidente Dutra, estado do Ma-
ranhao, foram encontrados os seguintes percentuais: para
G. vaginalis (13,75%), Candida sp (7#,74%) e Trichomonas
sp (56,31%); rastreando o cancer de colo uterino em indias
do Parque Indigena do Xingu/Brasil, (Taborda, 2000), en-
controu os seguintes dados: G. vaginalis (14%), Trichomo-
nas sp (13%) e Candida sp (1%). No gréfico 3, foi observa-
da uma maior frequéncia de Candida sp (10,27%) em de-
trimento da Gardinerella vaginallis (5,09%), embora o
achado de maior freqiiéncia, também encontrado por vari-
os autores, seja a Gardnerella sp; o maior achado de Can-
dida sp, no presente trabalho, corrobora com (Cavalcante,
2005), quando diz que dependendo da faixa etaria, locali-
zacado geogréafica e nivel sécio-econdémico, mais de 40%
das mulheres podem apresentar uma ou mais espécies de
candida, como constituinte da flora normal, sem apresentar
sintomas; em relato anterior, (Motta, 2001) diz ser a Candi-
da sp e o Trichomonas sp tradicionalmente agentes associ-
ados as vaginites.
O microbiologista (Hurley, 1981) propoe que a Candida sp
possa ser encontrada na vagina, sem causar sintomas, fa-
zendo parte da sua flora normal. No entanto, estudo clini-
co feito em 1973, no Reino Unido, demonstrou que a pre-
senca de Candida albicans na vagina coincidiu com 84 %
de casos de vaginites, (Carroll, 1973).
A respeito do diagnoéstico, Sobel, (1998) afirma que o au-
todiagnoéstico e o diagnoéstico por médicos sem confirmacao
laboratorial sao inseguros, e a automedicacao adotada pe-
los consumidores sem preocupac¢ao com os potenciais efei-
tos do uso abusivo, ser muito arriscado.
Assim, conclui-se que o principal mecanismo fisiolégico de
defesa do trato genital feminino contra as vaginites infec-
ciosas é a flora lactica, caracterizada pela presenca de lac-
tobacilos, como também, este trabalho evidencia a neces-
sidade de otimizacado do diagnéstico laboratorial destas pa-
tologias, como meio de evitar lesdes e agressoes ao colo
uterino, bem como, o risco do emprego indiscriminado de
antibiéticos e anti-micéticos por clinicos e consumidores.
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Diagnostico laboratorial da infeccao por toxoplasma
Gondii na gestacao

Diagnosis laboratorial of the infection for toxoplasma Gondii in the gestation

Mario Ferreira’, Melissa Cristina Mortean Bicheri’, Michele Bertanha Nunes® & Cilene Carmen
Munhoz Ferreira*

\PALAVRAS-CHAVE - Toxoplasma Gondii, sorologia, gestacao.

/RESUMO - A toxoplasmose, zoonose de distribuicao universal, tem especial importancia quando acomete gestantes, uma vez que a
transmissao placentaria pode provocar lesoes de localizacao e gravidade variadas no feto.
Foram pesquisados anticorpos IgM e IgG em 305 gestantes de Bernardino de Campos, SP. A prevaléncia de infecgao pregressa na po-
pulacao estudada foi de 65,58%, toxoplasmose aguda foi diagnosticada em 5,84% dos pacientes estudados e 28,57% das gestantes
apresentaram sorologia negativa, sendo, portanto, suscetiveis de contrair toxoplasmose na gestacao.
O estudo reforca a necessidade do acompanhamento sorolégico para toxoplasmose no pré-natal.

/

toxoplasmosis during the prenatal treatment.
\KEYWORDS - Toxoplasma gondii, serology, pregnancy.

/e SUMMARY - Toxoplasmosis, a universally distributed zoonosis, has special importance when attacks pregnant women, since the pla-\
cental transmission, can cause injuries with varied localization and gravity in the fetus. Antibodies IgM and IgG in 305 pregnant wo-
men of Bernardino de Campos, SP, were studied. The predominance of former infection in the studied population was of 65,58%, acu-
te toxoplasmosis was diagnosed in 5,84% of the studied patients and 28.57% of the pregnant women presented negative serology,
being susceptibles, therefore, to contract toxoplasmosis in the pregnancy. The study reinforces the necessity of serum attendance for

/

INTRODUCAO

toxoplasmose é uma zoonose de felideos causada pelo

Toxoplasma gondii (Nicolle e Maneaux, 1908), que,
universalmente disseminada, infecta aves e mamiferos.
O contdgio se d&, predominantemente, pela ingestao de oo-
cistos eliminados pelas fezes de felideos, gatos principal-
mente, que podem permanecer viaveis no solo por longos
periodos, resistindo a dessecacdo e variacoes de temperatu-
ra, o que torna possivel a contaminacao pela inalacdao de
poeira contaminada. Ocorre, ainda, pelo consumo de ali-
mentos de origem animal, especialmente de carnes mal co-
zidas, contendo cistos (bradizoitos) do parasito. Quando di-
geridos, os cistos liberam esporozoitos e taquizoitos, que
penetram ativamente nas células dos hospedeiros, reprodu-
zindo-se e disseminando-se rapidamente por via hematogé-
nica para os mais variados tecidos e 6rgaos. A transmissao
pode ocorrer, também, através do transplante de 6rgaos. A
maior importancia clinica, entretanto, estd na transmissao
placentaria, com infeccgao fetal ( Camargo ME, 1996).
No homem, o T. gondii é, sobretudo, um parasita oportu-
nista. O estado imunitdrio tem papel decisivo na manifes-
tacao clinica da infeccao toxopldsmica. No entanto, estu-
dos em parasitas isolados de infeccao humana, por analise
isoenzimatica por PCR, mostram que o genétipo do tipo II
(grupos Z2, Z4,e Z8) é o mais frequente na toxoplasmose
congénita (Dodé, LM, 1997).
A transmissao placentdria do parasito pode ocorrer quando
a gestante adquire a primoinfecgao. O risco de infeccao fe-
tal é dependente da idade gestacional, variando de 17% no
primeiro trimestre, 25% no segundo trimestre, para 65% no
terceiro trimestre da gestacao. Felizmente, a gravidade das
lesoes fetais é inversamente proporcional a idade gestacio-
nal. No primeiro trimestre, as lesdes graves sao estimadas
em 13% dos casos, caindo para 10% no segundo trimestre, e
sao raras no terceiro trimestre (Desmonts e Couvreur, 1974).

A instituicdo precoce de terapéutica antiparasitdria ade-
quada promove sensivel decréscimo na percentagem de
fetos com lesdes, bem como na gravidade das lesoes (Ca-
margo ME, 1996).

O diagnoéstico laboratorial da toxoplasmose tem se basea-
do, principalmente, na pesquisa de anticorpos contra o pa-
rasito. Conforme as caracteristicas imunoquimicas desses
anticorpos, diferentes marcadores sorolégicos tém sido
descritos para distinguir entre infeccao latente, comum na
populacéao, e infeccao recente. Embora, mais recentemen-
te, a demonstracao de componentes como antigenos e seg-
mentos de DNA, em vdrios materiais biol6gicos, com alto
valor diagnéstico, tenha se tornado possivel, o monitora-
mento das gestantes soro negativas, durante toda ges-
tacdo, ndo perdeu sua importancia.

A reacao de Sabin-Feldman, baseada na neutralizacao de
parasitos vivos,em presenca de anticorpos e complemento,
foi praticamente abandonada, devido a necessidade de se
manipular o parasito em sua forma infectante. Os testes de
hemaglutinacao indireta, embora ainda utilizados, apre-
sentam limitacoes, podendo levar a resultados falso-positi-
vos inespecificos ou de reacgao cruzada (Tundisi, RN, 1995).
A reacao de imunofluorescéncia indireta, teste mais repro-
dutivo e seguro, que permite as separacoes das fracoes
IgM, IgA e IgG dos anticorpos anti-toxoplasma e sua titu-
lacdo, através de diluicdes crescentes, é atualmente bas-
tante empregada. Entretanto, a pesquisa de anticorpos
IgM, por esse método, tem se mostrado pouco sensivel,
possivelmente devido a competicdo com as IgG, levando a
resultados falso-negativos (Costa, AMM, 1998).

Mais recentemente, os testes imunoenzimaticos, ELISA
(Enzime Linked ImunSorbent Assay) e ELFA (Enzime Lin-
ked Fluorescent Assay), tém contribuido para melhorar o
diagnéstico da toxoplasmose, uma vez que apresentam
maior sensibilidade e especificidade. Mais recentemente
ainda, os testes por ELFA-Imunocaptura para IgM e a de-
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teccao da avidez de IgG para toxoplasmose tém melhora-
do ainda mais os recursos, para diferenciar toxoplasmose
aguda dos casos de contdgio recente com alguns meses de
evolucao, como recomendado nos Algoritimos I e II (Perry,
LC, Tessaro, MM; Guedes CR e Reis, MM, 2000).

Igoritil para Di

pelo Gondii na

oy o
Untiti io ( ELFA), incluindo Anti IgM, IgG e isa de Avidez de 1gG

(Algoritimo 1)
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o =
e [L -Nlc Reagente
l—E - |
IgM gt IgM ‘ “IgM
Nio Reagente Reagente Reagente | Ndo Reagente

Auséncia de | [ Aplicar
Risco | | Algoritimo Il

(Algoritimo 1)

IgM Reagente

Gestante de risco.
Repetir a sorologia
‘mensaimente.

IgG Reagente
Reagente |
Repetir exames em 2 semanas Avaliar indice de IgM
- |
| 196 Néo Reagente 1gG Reagente | superiora 35 inferiora 3,5 |
e
IgN Ric-Reagente 5 Avidez de 1gG
ou I -1 l aguda 9
niveis na - I

2 dotorminagio | 1

Baixa ou Inconclusivﬂ Alta
Toxoplasmose aguda I p—

Repetir Toxoplasmose recente|
exames em com mais de 4 meses.
2 semanas de evolugio

" Resultado
Falso-Positivo

I
Niveis de Avidez inalterados|  [Aumento dos nivels de Avidez]

Toxoplasmose
aguda

Outros marcadores tém sido recomendados para os perfis
duvidosos, como as dosagens de anticorpos IgA e IgE con-
tra toxoplasmose (Camargo, ME, 1996).

Toxoplasmose recente|

com alguns meses
de evolugao

MATERIAL E METODOS

CASUISTICA:

Foram analisadas 308 amostras de soro, obtidas de gestan-
tes atendidas na rede bésica (Servi¢o de Pré-natal) do mu-
nicipio de Bernardino de Campos, SP, no periodo de janei-
ro de 2001 a dezembro de 2002.

METODOLOGIA

As amostras foram submetidas a pesquisa de anticorpos
IgM e IgG para toxoplasmose, pela metodologia ELFA (En-
zime Linked Fluorescent Assay) BIOMERIEUX SA, utili-
zando-se o sistema VIDAS, automatizado, no Laboratoério
Santa Paula LTDA, em Ourinhos, SP.

Na metodologia aplicada, as imunoglubulinas M sao cap-
turadas por anticorpos policlonais presentes na fase sélida
do teste. Anticorpos anti-toxoplasma (anti P30), conjuga-
dos a fosfatase alcalina, ligam-se ao complexo antes forma-
do. A acao da enzima no substrato 4-metil-umbeliferil fos-
fato gera produto fluorescente, cuja fluorescéncia é medi-
da em 450 nm. O aparelho faz os calculos automaticamen-
te e libera um indice. Indices inferiores a 0,25 sdo conside-
rados nao reagentes, indices entre 0,55 e 0,65 sao conside-
rados indeterminados, e indices iguais ou superiores a 0,65
sao considerados reagentes.

Para as pesquisas de anticorpos IgG, empregamos a mes-
ma metodologia, sendo os resultados interpretados da se-
guinte forma: resultados inferiores a 8,0 Ul/mL sao consi-
derados nao reagentes, entre 8,0 e 9,9 Ul/mL sao conside-
rados indeterminados, e superiores a 9,9 Ul/mL sao consi-
derados reagentes.

38

RESULTADOS

Das 308 amostras analisadas, 202 apresentaram IgM nao
reagente e IgG reagente (infeccao pregressa), 88 apresen-
taram IgM nao reagente e IgG nao reagente (nao infecta-
das), e 18 apresentaram IgM e IgG reagentes, sugerindo
toxoplasmose aguda, adotados os critérios contidos nos al-
goritimos I e II.

O gréfico I mostra os resultados em percentuais:

ndo infectadas
28,57%

toxoplasmose
aguda
5,84% infecgdo pregressa
65,59%
DISCUSSAO

A toxoplasmose aguda na gestacao pode resultar em in-
feccao congénita, podendo provocar no feto lesoes de loca-
lizacao e gravidade variadas. O tratamento precoce da ges-
tante infectada reduz substancialmente a transmissao pla-
centdria. O maior desafio na toxoplasmose €, portanto, di-
agnosticar e tratar rapidamente as infec¢goes em gestantes
e recém-nascidos.

Em nosso estudo, a prevaléncia da toxoplasmose (71,42%)
estd de acordo com outros autores (Camargo, ME, 1996),
50,0 a 80,0%, e (Carmo, ACZ, 2005), 64%.

Nossos dados indicam que 28,57% das gestantes estuda-
das apresentavam risco de adquirir toxoplasmose durante
a gestacao. Assim, podemos afirmar que a determinacao
do perfil sorolégico para toxoplasmose nas mulheres em
idade fértil e, principalmente, o acompanhamento das ges-
tantes soro negativas possibilita significativa melhora no
diagnéstico dos casos agudos, garantindo tratamento em
tempo habil e evitando tratamentos desnecessarios.
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Prevaléncia de enteroparasitoses em reeducandos da
Penitenciaria “Mauricio Henrique Guimaraes Pereira”
de Presidente Venceslau - SP

Enteroparasitic prevalence in prisioner of the Penitentiary “Mauricio Henrique Guimaraes Pereira”
of Presidente Venceslau - SP

Ricardo de Souza Abraham'*, Nair Toshiko Tashima’® & Maria Aparecida da Silva®

~

(F RESUMO - As infeccoes parasitarias representam importante problema de satde publica em nosso meio por serem de elevada pre-
valéncia e pelos custos s6cio- econémicos que acarretam. Nas ultimas décadas, tém sido observadas ligeiras redugées nas taxas glo-
bais de diferentes infecgoes parasitdrias mas, em contrapartida, observa-se um sensivel aumento do nimero absoluto de casos. As en-
teroparasitoses podem afetar o equilibrio nutricional interferindo na absor¢ao de nutrientes, induzindo sangramento intestinal, redu-
zindo a ingesta alimentar e também causar complicac¢oes significativas tais como obstrucao intestinal, prolapso retal e formacao de ab-
cessos. A prevaléncia das enteroparasitoses, de uma forma geral, figura em regides menos desenvolvidas, principalmente, em locais
onde existe aglomerados de pessoas, tais como: creches, orfanatos, presidios, etc. Este trabalho, ainda nao concluido, tem como obje-
tivo avaliar os indices de prevaléncia das enteroparasitoses dos reeducandos da Penitencidria Mauricio Henrique Guimaraes Pereira
de Presidente Venceslau - SP. Das amostras analisadas, observou-se que 66,7% dos reeducandos nao apresentaram nenhum parasito
e 33,3 % apresentaram parasitos. O parasito mais freqiiente foi Endolimax nana (9,7 %), seguido de Ancilostomideo (5,4%). Giardia
lamblia e Strongyloides stercoralis apresentaram uma prevaléncia de 3,2%. A associacdao Entamoeba coli / Endolimax nana também
apresentou uma prevaléncia de 3,2%. Concluimos que o enteropasito com alta patogenicidade mais prevalente foi o Ancilostomideo.
PALAVRAS-CHAVE - reeducandos, enteroparasitoses, prevaléncia. Y,

SUMMARY - The parasitic infections represent important problem of public health in our middle for being of elevated prevalence
and by the partner costs- economic that carry. In the last decades, they have been being observed slight reductions in the global ra-
tes of different parasitic infections, but as opposed a sensitive increase of the absolute number of cases is observed. Enteroparasitic
can affect the balance nutritional interfering in the nutrients absorption, inducing intestine’s bloodly, reducing for to swallow feed and
also cause significant complications such as intestinal obstruction, rectal prolapse and abcessos formation. The prevalence of entero-
parasitic, in a way general, illustration in less developed regions, mostly in locations where there is people's agglomerates such as nur-
series, orphanages, prisons, etc. This work, revealed , has as goal evaluate the prevalence indices of enteroparasitic of prisioner of the
Penitentiary Mauricio Henrique Guimardes Pereira of Presidente Venceslau - SP. Of the analyzed samples, observed- if that 66,7 % of
prisioner did not introduce any parasite and 33,3 % introduced parasites. the most frequent parasite was Endolimax nana (9,7 %), fol-
lowed by Ancilostomideo (5,4%). Giardia lamblia and Strongyloides stercoralis introduced a prevalence of 3,2%. The association En-
tamoeba coli / Endolimax nana detected a prevalence of 3,2%. We conclude that enteroparasitic with high pathogenicity more preva-

lente was Ancilostomideo.
KEYWORDS - prisioner, enteroparasitic, prevalence
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INTRODUGAO

As enteroparasitoses sdo problemas de satde publica
grave que ainda persistem nos paises em desenvolvi-
mento. O problema envolvendo as parasitoses intestinais
no Brasil é mais sério do que se apresenta, uma vez que la-
mentavelmente hé falta de uma politica de educacdo sani-
taria profunda e séria. A erradicagao desses parasitos re-
quer melhoria das condi¢cbes no saneamento bésico e na
educacao sanitdria, além de mudancas em certos hébitos
culturais (Dias e Grandini, 1999).

Em decorréncia dos efeitos deletérios a satide dos individu-
os e, sobretudo, das repercussoes econdémicas, varios pro-
gramas tém sido dirigidos para o controle das parasitoses
intestinais em diferentes paises mas, infelizmente consta-
ta-se um descompasso entre o éxito alcancado nos paises
mais desenvolvidos e aquele verificado nas economias
mais pobres. Além do aspecto financeiro das medidas téc-
nicas, a falta de projetos educativos com a participacao da

comunidade dificulta a implementacao das acoes de con-
trole. H& que se considerar, portanto, que além da melho-
ria das condicdes s6cio-econdmicas e de infra-estrutura ge-
ral, o engajamento comunitdrio € um dos aspectos funda-
mentais para implantacao, desenvolvimento e sucesso dos
programas de controle (Ludwing, et. al, 1999).

Estd bem estabelecido que as parasitoses intestinais sao
mais freqlientes em regides menos desenvolvidas, conside-
rado o sentido mais amplo da palavra. Nos paises subde-
senvolvidos as parasitoses intestinais atingem indices de
até 90%, ocorrendo um aumento significativo da freqién-
cia a medida que piora o nivel sécio-econdémico. Pesquisas
populacionais sobre parasitoses intestinais foram realiza-
das em diversas regides do Brasil e mostraram freqiiéncias
bastante diferentes, de acordo com as condicoes locais de
saneamento e caracteristica da amostra analisada (Lud-
wing, et. al, 1999).

Quanto a frequéncia de enteroparasitoses observada em
diferentes faixas etdrias, verifica-se que na faixa etdria de
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3 a 6 anos encontram-se as freqiiéncias mais elevadas. Na
faixa de 6 a 9 anos a incidéncia continua elevada, porém
com tendéncia ao decréscimo que se mantém com o au-
mento da faixa etdria, verificando-se freqiiéncias relativa-
mente baixas para maiores de 18 anos. Para todas as faixas
etarias as enteroparasitoses mais encontradas foram Giar-
dia intestinalis, Ascaris Iumbricodes e Trichuris trichiura
(Ludwing, et. al, 1999).

A oportunidade de infeccdo por um ou varios parasitas in-
testinais é universal, devido a disseminacao desses agentes
e a facilidade com que sao transmitidos (ingestao de dgua
e alimentos contaminados com cistos e ovos, penetracao de
larvas pela pele e mucosas). Em determinadas circunstan-
cias, contudo, as evidéncias epidemiolégicas permitem
presumir, com elevado grau de certeza o agente etiolégico
da infeccao. Isto ocorre, em geral, quando a oportunidade
de infecgéo é presumivel fora do contexto de exposicao ha-
bitual do individuo (Ludwing, et. al, 1999).

As enteroparasitoses podem afetar o equilibrio nutricional
interferindo na absorcao de nutrientes, induzindo o san-
gramento intestinal, reduzindo a ingestao alimentar e tam-
bém causando complica¢oes significativas como obstrugéao
intestinal, prolapso retal e formacao de abscessos (Rezen-
de, Costa-Cruz e Gennari-Cardoso. 1997).

A magnitude global e a importancia das infecgoes parasi-
tarias e das possiveis medidas para seu controle foi objeto
de consideracdo por um comité de peritos da OMS. No
continente americano, 200 milhoes de pessoas estao poli-
parasitadas, a maioria apenas infectadas. Em 5 a 15% da
populacao observou-se a presenca de sintomas devido a
helmintos intestinais; cerca de 20 milhoes adoecem e mais
de 10 mil morrem ao ano por esta causa (Rezende, Costa-
Cruz e Gennari-Cardoso. 1997).

Individuos assintomaticos que pela natureza de seu traba-
lho estao em contato direto e permanente com alimentos,
podem tornar-se fonte potencial de contaminacao e disse-
minacao de vérios patégenos, entre eles enteroparasitas.
Na América Latina, enteroparasitoses em manipuladores
de alimentos foram descritas no Brasil, no Chile e no Pana-
ma (Rezende, Costa-Cruz e Gennari-Cardoso. 1997).

Em Uberlandia, durante o ano de1988, realizou-se um in-
quérito coproparasitolégico em 1.800 escolares de 20 esta-
belecimentos de ensino de primeiro grau e em 104 mani-
puladores de alimentos que se ocupavam da merenda es-
colar naquelas escolas. O estudo demonstrou a semelhanca
do perfil de enteroparasitoses entre esses dois grupos, com
maior freqliéncia dos protozoarios Giardia lamblia e Enta-
moeba coli e maior porcentagem de infeccao helmintica
por Ancilostomideos, Ascaris Iumbricoides, Hymenolepis
nana e Strongyloides stercoralis. A coincidéncia observada
corrobora a antecipada relacao entre a transmissao de en-
teroparasitas e as condi¢oes de vida da populacao; neste
caso, tanto manipuladores de alimentos quanto alunos vi-
viam em condic¢oes semelhantes, com domicilio préximo a
escola (Rezende, Costa-Cruz e Gennari-Cardoso. 1997).
Segundo Ramos Jr. (apud ALVES et.al., 2003), no sudeste
piauiense, pouco se conhece sobre a prevaléncia das para-
sitoses intestinais. Em estudos coprolégicos preliminares,
realizados em pequenos povoados do interior do Parque
Nacional Serra da Capivara, nos anos de 1984 e 1986, no-
tou-se a auséncia de Ascaris lumbricoides e de Trichuris tri-
chiura em 485 pessoas examinadas (dados nao publica-
dos). Mais recentemente, em municipio limitrofe ao norte
do Parque, nao foram encontrados ovos de A. lumbricoi-
des, apesar da ocorréncia de protozodarios em 2 a 25% e de
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helmintos em 0 a 2% das amostras examinadas. Foi feito o
diagnéstico de tricuriase em apenas duas criancgas, ambas
recém chegadas de outros Estados.

A ascaridiase, a ancilostomiase e a tricuriase representam
as parasitoses intestinais mais freqiientes no pais (Rey,
2001). Na década de 70, o inquérito realizado pela Supe-
rintendéncia de Campanhas de Saude Publica/Ministério
da Saude (SUCAM) em 21 Estados, mostrou que Ascaris
Iumbricoides e Trichuris trichiura apresentaram as maiores
freqiiéncias relativas, 52,6% e 36,6%, respectivamente
(SUCAM, 1973). Em 1950, um estudo mostrou que o Piaui
apresentava, dentre os Estados estudados, o maior indice
de infeccdo por ancilostomideos (68,8%) e terceiro maior
por Ascaris lumbricoides (88,0%) (Pellon & Teixeira, 1950).
Em recente estudo no Municipio de Parnaiba, regiao lito-
réanea do Piaui, Ascaris lumbricoides (64,9%), ancilostomi-
deos (16,5%), Entamoeba coli (43,3%) e Entamoeba his-
tolytica/dispar (23,4%) foram os parasitos mais freqientes
(Oliveira et al., 2001 apud Alves, et al. , 2003)

Quando observada apenas a populacao infantil, as va-
riagoes quanto a distribuicdo entre as faixas etarias € um
fato bastante interessante, pois se sabe que criancas em
idade pré-escolar sdo as mais acometidas por parasitoses.
Além dos efeitos patoldgicos diretos destes parasitos sobre
a saude, as infeccoes helminticas exercem importante influ-
éncia sobre o estado nutricional, crescimento e func¢édo cog-
nitiva de escolares em paises subdesenvolvidos. Apesar das
baixas taxas de mortalidade, as enteroparasitoses ainda
continuam representando um sério problema de saude pu-
blica frente ao grande ntimero de pessoas parasitadas e aos
problemas organicos que podem provocar, inclusive sobre o
estado nutricional (Saturnino, Nunes e Silva. 2003).

A diarréia causada por parasitas intestinais constitui uma
das causas de disfuncao em criancas menores de seis anos
de idade e que contribui consideravelmente com as altas ta-
xas de ma nutricdo, constituindo um problema médico-sa-
nitério de grande importancia dentro da saude publica, es-
pecialmente na regiao Nordeste do Brasil, uma vez que
ocorrem com freqliéncia e toma dimensoes preponderantes,
que concorrem para o bloqueio do desenvolvimento fisico e
mental dessas criancas (Saturnino, Nunes e Silva. 2003).

A infeccao por Giardia lamblia assume um papel de signifi-
cante importancia em criancas de grupos etarios de baixa
idade e/ou subnutridas, reportados por diversos estudos ja
realizados, tanto pela sua acao espoliativa quanto por outros
aspectos de sua patogenia, com a possibilidade de até preju-
dicar a absorcgao intestinal (Saturnino, Nunes e Silva. 2003).
A freqliéncia de parasitoses intestinais em nosso pais é sa-
bidamente elevada, assim como nos demais paises em de-
senvolvimento, sofrendo variacées quanto a regiao de ca-
da pais e quanto as condi¢oes de saneamento bésico, ao ni-
vel sécio-econdmico, ao grau de escolaridade, a idade e
aos héabitos de higiene dos individuos que nela habitam,
entre outras varidveis. A influéncia de outros fatores na de-
terminacao de parasitos intestinais, como, por exemplo, o
sexo do individuo e o contato com animais domésticos, nao
estdo totalmente estabelecidos. A freqiiéncia de giardiase
sofre variacdes quanto a distribuicdo mundial. Nos paises
desenvolvidos, a taxa é relativamente baixa, e o aumento
destas taxas deve-se a surtos que nao configuram um pro-
blema cronico com freqiiéncias constantemente elevadas.
Ja, em paises em desenvolvimento, sabe-se que a freqtién-
cia é muito maior (Machado et. al. 1999).

Gioia relata freqiéncia de 4,5%de giardiase na populacao
de uma unidade bésica de satide em Campinas (SP), entre
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os anos de 1986 e 1990. Quando se considera apenas a po-
pulacao pedidtrica, as variacoes sao interessantes quanto a
distribuicdo entre as faixas etarias. Sabe-se que criancas
em idade pré-escolar sao mais acometidas por giardiase.
Cardoso et al encontraram taxas de giardiase de até 63,3%
em creches de Aracaju (SE); Guimaraes et al também de-
tectaram taxas de 63,3% em creches de Botucatu (SP). Ou-
tros autores demonstraram taxas menores em criancas de
idade escolar. A helmintiase difere da giardiase no que se
refere a sua freqiiéncia e distribuicdo na populacao (Ma-
chado et. al. 1999).

De acordo com a OMS, de cada quatro habitantes do pla-
neta, um estd parasitado por algum tipo de helminto. Den-
tre estes parasitos, chamam a atencao o Ascaris lumbricoi-
des e o Trichuris trichiura como vermes de elevada fre-
gliéncia na populacédo pedidtrica (Machado et. al. 1999).
Nas tultimas décadas, tém sido observadas ligeiras re-
ducodes nas taxas globais de prevaléncia de diferentes in-
fecgoes parasitarias, mas, em contrapartida, observa-se um
sensivel aumento do nuimero absoluto de casos. Estimati-
vas recentes indicam que somente Ascaris Iumbricoides
aflige cerca de 1/4 da populacao mundial, distribuindo-se
por mais de 150 paises e territérios. Neste contexto, as pa-
rasitoses intestinais ou enteroparasitoses sao responsaveis
por altos indices de morbidade, principalmente nos paises
em desenvolvimento, onde o crescimento populacional nao
é acompanhado da melhoria das condicdes de vida da po-
pulacao. No Brasil, as enteroparasitoses figuram entre os
principais problemas de satide publica; e, no entanto, a in-
vestigacao parasitologica tem sido amplamente negligen-
ciada no pais (Ferreira e Junior.1997).

As parasitoses intestinais sdo universalmente distribuidas
na Amazonia brasileira, como no pais como um todo. En-
tretanto, apresentam variacoes inter e intra-regionais, de-
pendendo dos seguintes fatores: constituicao do solo, indi-
ce de aglomeracao da populacao e de suas condigoes eco-
noémicas, sociais, sanitdrias e educacionais, presenca de
animais no peridomicilio, condi¢oes de uso e contaminacao
do solo, da agua e dos alimentos e da capacidade de evo-
lucao das larvas e ovos dos helmintos e de cistos de proto-
zoarios em cada um desses ambientes (Boia et. al. 1999).
As enfermidades parasitdrias sao apontadas como indicado-
res de desenvolvimento socioeconémico de um pais, e um
freqiiente problema de satde publica, afetando principal-
mente individuos jovens, desencadeando, além de proble-
mas gastrintestinais, baixo rendimento corporal e conse-
qliente atraso no desenvolvimento escolar. Embora nao se-
jam medidos esforcos por parte dos érgaos de satide mun-
dial para controlar estas enfermidades, nao tem ocorrido
uma reducdo nestes indices, considerando principalmente
as familias de baixa renda, cuja condicdo de vida precaria,
ma higiene e nutricao, contribuem ainda para a propagacao
das enfermidades parasitdrias (Quadros et. al. 2004).

OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo estudar a prevaléncia de en-
teroparasitoses em reeducandos da Penitenciaria “Mauricio
Henrique Guimaraes Pereira de Presidente Venceslau — SP"

MATERIAIS E METODOS
Local de Estudo

Os materiais foram coletados na Penitenciaria “Mauricio
Henrique Guimaraes Pereira”, de Presidente Venceslau —
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SP, localizada na Rodovia Raposo Tavares, km 623, com a
devida autorizacao do Diretor Geral.

Presidente Venceslau esta localizada no Pontal do Parana-
panema, a 620 km ao oeste da Capital Sao Paulo. A rede
rodovidria faz ligacdo importante servindo de corredor de
acesso entre Estado como Mato Grosso, Parand a grandes
centros como Sao Paulo.

A Penitenciaria possui uma populacao de 802 reeducandos
do sexo masculino.

Exames

Os exames coproparasitolégico de fezes foram realizados
no Laboratério de Parasitologia Clinica da UNOESTE. Fo-
ram colhidas amostras de fezes de 93 reeducandos da Pe-
nitencidria “Mauricio Henrique Guimaraes Pereira” que
aceitaram fazer os exames, autorizando assim, através do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Foram realizados os métodos de Faust, desenvolvido para
o diagnostico de cistos de protozodrios e de ovos leves de
helmintos (Carli, 1994) e Hoffmann, desenvolvido para
pesquisa de ovos pesados de helmintos (Moura, 1987) e
também Rugai, que foi desenvolvido para detectar larvas
de helmintos (Vallada, 1988). Os exames foram realizados
por dois profissionais treinados.

Os dados foram introduzidos no programa EPIINFO 6
(Versao 6.04b), sendo elaborado um banco de dados que
permitiu que os dados coletados fossem imediatamente di-
gitados, de forma a favorecer a sua analise. Na seqiiéncia,
foram obtidos os dados das varidveis em estudo.

RESULTADOS

A Penitencidria "Mauricio Henrique Guimaraes Pereira”
de Presidente Venceslau — SP tem uma populacao de 802
reeducandos do sexo masculino, sendo que, para colheita
de material, foram escolhidos 250 reeducandos que exer-
cem atividades internas, onde destes, somente 93 reedu-
candos assinaram o termo de consentimento livre e escla-
recido e colheram o material.

Na tabela 1, observa-se que das amostras coletadas 66,7 %
dos reeducandos nao apresentaram nenhum parasita e
33,3% apresentaram algum tipo de parasita.

O protozodrio mais prevalente foi Endolimax nana, como
mostra a tabela 2. O protozodrio patogénico mais encontra-
do foi a Giardia lamblia, presente em 5 reeducandos.

Os demais parasitas foram encontrados em 3 ou 2
reeducandos.

A associacdo mais frequiente foi constituida de protozoari-
os comensais (Entamoeba coli / Endolimax nana) presentes
em dois reeducandos. O poliparasitismo também foi obser-
vado nesta populacao sendo encontrado em dois ou um
reeducandos.

O helminto mais prevalente foi o Ancilostomideo, presente
em 5 reeducandos, seguido de Strongyloides stercoralis
presentes em 3 reeducandos.

TABELA |
Distribuicao de freqiiéncia quanto a presenca e auséncia
deparasitas dos reeducandos.
Presidente Venceslau - SP, 2005

Causa Atribuida Freqiiéncia %
Auséncia de parasitas 62 66,7
Presenca de parasitas 31 33,3
Total 93 100%
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TABELA I
Espécies de parasitas encontrados em portadores de
parasitismo em reeducandos.
Presidente Venceslau - SP. 2005

Parasitas encontrados Freqiiéncia %
EN 9 29,03
Anc 5 16,13
GL 3 9,68
SS 3 9,68
EC/EN 3 9,68
EN/HN/TT 2 6,45
GL/EC/EH/TT/AL 2 6,45
1B 1 3,23
EN/EC/TT/AL 1 3,23
GL/EN/EC/EH 1 3,23
EH/EN/EC/TT 1 3,23
Total 31 100%
Fonte: Unoeste - Presidente Prudente - SP - 2002
DISCUSSAO

Dos parasitos mais prevalentes, Endolimax nana foi o mais
citado. Sabe-se que esse protozodrio é comensal mas tem a
mesma fonte de infec¢des que outros protozodrios patogé-
nicos. Dos parasitos patogénicos, o mais prevalente foi o
Ancilostomideo, seguido de Strongyloides stercoralis que
tem contaminacao transcutanea. Observou-se que a maio-
ria dos reeducandos andam descal¢cos nos momentos de la-
zer e quando trabalham na horta. Esse fato, provavelmen-
te, pode explicar a prevaléncia alta destes helmintos que
penetram através da pele.

O protozoario patogénico mais freqiiente foi a Giardia lam-
blia, sendo, este, mais freqiiente onde existem aglomerados
de pessoas, sendo freqliente a transmissao oral (Neves, 1995).
Os casos de poliparasitismo sao muito raros de ocorrer e
neste trabalho verificamos a presenca de poliparasitismo
em varios reeducandos. Observou-se que necessitam de
orientacao profildticas, tanto do ambiente fisico como de
educacao sanitdria.

O uso de calgcados também é um fator a ser estudado e ori-
entado no sentido de diminuir a prevaléncia de parasitos
que sao transmitidos pela pele.

Chieffi et. al. (1988) descrevem uma queda de prevaléncia
de infeccao por Ancilostomideo, corroborando para a ten-
déncia de queda na freqiiéncia de infeccao por Ancilosto-
mideo no estado de Sao Paulo na ultimas décadas, prova-
velmente em conseqiiéncia de processos de urbanizacao e
das melhorias das condicoes gerais de vida da populacao.
O nosso trabalho vai de encontro com os trabalhos de ou-
tros autores, visto que a populacao carceraria é uma popu-
lacao diferente, vivendo em ambientes fechados e pouca
educacao sanitdria.

E inegdvel o papel que desempenha o solo na propagacao
das verminoses, especialmente, no caso do Strongyloides
stercoralis e dos Ancilostomideos, quando hé contato com
a terra, correlacionados ao uso de calcados e habitos da de-
fecacao peridomiciliar (Vallada e Carraro, 1985).
Observou-se que a populacao estudada anda descalcga pe-
los corredores das dependéncias, muitas vezes praticam
esportes descalgcos e trabalham na horta, embora sejam
oferecidos calcados a eles.

No trabalho de Ferreira e Marcal Jr. (1997) realizado em
um distrito de Uberlandia — MG registrou-se uma preva-
léncia baixa para infeccoes por Ascaris lumbricoides e Tri-
curis trichiura (1,0%) coincidindo com os dados obtidos
neste estudo.

A prevaléncia de enteroprotozoarios na populacao carcera-
ria da penitenciaria "Mauricio Henrique Guimaraes Perei-
ra" de Presidente Venceslau — SP foi de 33,3%.
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Giardia lamblia foi o protozodrio mais freqiiente.
Ancilostomideo foi o helminto mais freqiiente.

A associacao mais frequiente foi Giardia lamblia / Entamo-
eba coli / Entamoeba histolytica / Tricuris trichiura / Asca-
ris lumbricoides.
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Chlamydia trachomatis: Diagnostico Citolégico e por
Imunofluorescéncia direta em uma amostra de
mulheres do grande Recife*

Chlamydia trachomatis: Cytological and direct immunofluorescence diagnosis in a sample of
women from great Recife

Adrya Lucia Peres Bezerra de Medeiros’; Carlos Eduardo de Queiroz Lima’; Elizabeth Malaguerio
de Santana’; Diégenes Luis da Motta® & Tetsuo Tashiro®

RESUMO - A citologia oncética cérvico-vaginal, além de ser util na triagem de cancer cervical, também pode ser utilizada na de-
teccao de caracteristicas sugestivas de infeccao pela Chlamydia trachomatis (Ct).O objetivo deste estudo foi comparar a citologia com
a técnica de imunofluorescéncia direta (IFD) para Chlamydia trachomatis, utilizando 171 esfregacos cérvico-vaginais de mulheres
atendidas no setor de coleta preventiva de cancer de colo uterino, no Centro Integrado de Satide Amaury de Medeiros-CISAM, no Re-
cife-PE. Seis casos (3,5%) foram positivos para Ct pela IFD. A citologia mostrou inclusées eosinofilicas em células metaplasicas, sen-
do consideradas sugestivas de infeccao por Ct em apenas um caso (0,6%), confirmado pela IFD. A citologia pode contribuir na de-
teccao da infeccao Chlamidiana, desde que sejam levadas em consideracao coletas adequadas, com presenca de células glandulares
endocervicais e/ou metaplasicas, além de se considerar também o conhecimento dos critérios citolégicos caracteristicos da infeccao,
visto que, quando comparada a IFD, mostrou baixa sensibilidade. A IFD deve continuar sendo utilizada na deteccao de casos de in-
feccao chlamidiana, com critério e, se possivel, com maior abrangéncia em servicos publicos de satude.

\PALAVRAS-CHAVE - Chlamydia trachomatis; Citodiagnéstico para Chlamydia; Imunoflorescéncia para Chlamydia. Y,

~

blic health services.

/SUMMARY - The uterine cervix cytology, besides being useful in the screen of cervical cancer, it can also be used in the detection
of suggestive characteristics of infection by the Chlamydia trachomatis (Ct) .The objective of this study was to compare the cytology,
and, the technique of direct immunofluorescence (IFD) for Chlamydia trachomatis, using 171 uterine cervix smears of women assis-
ted in the section of uterine cancer prevention, in Amaury de Medeiros Integrated Center -CISAM, in Recife. Six cases (3,5%) were
positive for Ct by IFD. The cytology showed eosinofilic inclusions in metaplatics cells, being considered suggestive of infection for Ct
in just one case (0,6%), confirmed by IFD. The cytology can contribute in the detection of the Chlamydia infection, if appropriate col-
lecting procedure were applied, for the presence of glandular endocervical and/or metaplastic cells, besides being considered also the
knowledge of the characteristic cytological criteria of this infection, because, when compared to IFD, it showed low sensibility. IFD
should continue being used in the detection of cases of Chlamydia infection, with criterion and, if possible, with larger inclusion in pu-

KEYWORDS - Chlamydia trachomatis; Cytodiagnosis of Chlamydia; Immunofluorescence for Chlamydia. Y,

INTRODUGAO

Ainfecgéo pela Chlamydia trachomatis (Ct) tem sido
considerada uma das principais causas de DST (Do-
enca Sexualmente Transmissivel). Existe uma diversidade
de quadros clinicos causados pela Ct, entre eles podemos
observar nas mulheres desde cervicite até um quadro de
Doenca Inflamatéria Pélvica (DIP) com esterilidade e com-
plicacoes ectépicas. (DE PALO, 1996; PANUCO et al. 2000;
CATES; WASSERHEIT, 1994).

O diagnostico da infeccao pela Ct ainda é critico, devido a
freqliéncia de infeccoes assintomaticas. (SEADI et al., 2002).
Tradicionalmente, a cultura celular vem sendo bastante
considerada no diagnéstico da infeccao por Ct, porém re-
centemente outros métodos para a deteccao de antigenos
vém sendo utilizados, como: a Imunofluorescéncia, Imuno-
ensaio Enzimético, hibridizacdo de DNA e Polymerase
Chain Reaction (PCR) (GUERRA et al., 1995; MIRANDA;
GADELHA; PASSOS, 2003). Além da citologia cérvico-va-
ginal que ha muito tempo vem sendo proposta para o diag-
noéstico da infeccao por C. trachomatis.

A Imunofluorescéncia direta (IFD), utilizando anticorpos
monoclonais marcados com fluorescéncia, € um dos méto-

dos mais empregados nos laboratérios que nao podem uti-
lizar o cultivo celular ou outros métodos mais modernos e
sensiveis, devido ao alto custo para sua realizacdo. Foi
constatado que, através da imunofluorescéncia direta em
espécimes clinicos endocervicais, pode-se chegar a um di-
agnostico de infeccdo por C. trachomatis em aproximada-
mente 30 minutos, sendo entao, de extrema valia e, do
ponto de vista dos autores, suficientes para o diagnéstico e
controle epidemiolégico da infeccao urogenital por C. tra-
chomatis (ALENCAR et al., 1993).

A técnica de Papanicolaou (citologia oncética cérvico-vagi-
nal) pode ser utilizada no diagnéstico da C. trachomatis,
desde que sejam evidenciados critérios morfolégicos espe-
cificos da infeccao, como: a presenca de células metaplasi-
cas com citoplasma finalmente vacuolizado, com aparéncia
de moth-eaten (‘comido de traca'), sendo esses vacuolos
delimitados por membranas finas, bem definidos, contendo
no interior estruturas puntiformes eosinofilicas, compati-
veis com corpusculos elementares (GUPTA et al., 1988).
Na coleta da amostra é de extrema importdncia a presenca
de células glandulares endocervicais e/ou metapldsicas,
visto que a Chlamydia é um microorganismo intracelular
obrigatoério, com preferéncia por estas células.
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Realizou-se este estudo tendo como objetivos evidenciar
parametros diagnésticos indicativos de infecgao por Ct, uti-
lizando critérios morfolégicos em esfregacos cérvico-vagi-
nal através da técnica de Papanicolaou e correlacionar os
achados citomorfolégicos com a reatividade da imunofluo-
rescéncia direta.

MATERIAL E METODOS

Populacao de estudo — Caracteristicas:

Foram analisados materiais endocervicais e ectocervicais
de 171 mulheres que frequientavam diariamente o servico
do Centro Integrado de Satde Amaury de Medeiros da
Universidade de Pernambuco para realizacao de citologia
oncética preventiva. A faixa-etdria selecionada foi de 18-
35 anos, sendo distribuidas nas seguintes faixas-etarias: 18
a 22,23 a27 28 a32e33a37 anos.

A coleta de material endocervical e ectocervical foi colhida
para realizacao de citologia oncética e, ao mesmo tempo, o
material endocervical para imunofluorescéncia direta utili-
zando anticorpos monoclonais.

Um questionario contendo dados de anamnese ginecolégi-
ca e obstétrica, além de queixa ginecolégica, foi submeti-
do a cada caso selecionado para o estudo.

As pacientes selecionadas foram consultadas a participar
da pesquisa mediante consentimento de um termo livre e
esclarecido e este projeto foi autorizado pelo comité de éti-
ca em pesquisa da UNIVERSIDADE DE PERNAMBUCO.

Citologia Oncética cérvico-vaginal:

As amostras foram colhidas na drea da ectocérvice com a
espéatula de Ayre e, entdo, dispos-se todo o material sobre
uma lamina identificada. Em seguida foi introduzida a es-
cova no canal cervical e, entdao, a amostra foi distribuida
sobre a mesma lamina.

Imediatamente apés a coleta, as ldminas foram fixadas em
alcool etilico 99,5% e coradas através da técnica de Papa-
nicolaou, montadas com bdalsamo do Canada e analisadas
em microscopia 6ptica com aumento de 100X e 400X.
Foram consideradas sugestivas de infeccao por C. tracho-
matis apenas aquelas que apresentavam inclusoes eosino-
filicas que, segundo Gupta et al. (1988), seriam vacuolos
delimitados por membranas finas, mas bem definidos, con-
tendo em seu interior estruturas puntiformes eosinofilicas,
compativeis com corpuisculos elementares.

Imunofluorescéncia Direta:

Foram colhidas amostras endocervicais como descrita aci-
ma e posteriormente fixadas em acetona PA. As laminas
assim preparadas foram submetidas a técnica de Pathfin-
der Chlamydia trachomatis Direct Specimen da Bio-Rad®,
de acordo com as recomendacoes do fabricante, e exami-
nadas em microscoépio de fluorescéncia. Avaliou-se nos es-
fregacos a presenca de corpusculos elementares (CE) ver-
des fluorescentes. Sendo consideradas positivas as amos-
tras que apresentavam pelo menos 5 corpos de inclusao
por lamina, cut-off recomendado pelo fabricante.

Analise Estatistica:

Os resultados obtidos foram submetidos a analise, utilizan-
do-se o programa estatistico SPSS para Windows. Foi feita
analise descritiva de todas as variaveis do estudo, sendo as
varidveis apresentadas em valores absolutos e relativos.

a4

RESULTADOS

As mulheres incluidas no estudo eram sexualmente ativas,
apresentavam-se sintomaticas em 85/171 (49,7%) dos ca-
sos. Sendo esses sintomas clinicos corrimento vaginal e/ou
desconforto pélvico. A faixa etdria das mulheres variou de
18 a 35 anos.

Em 9 (5,3%) dos casos, as mulheres relataram histéria de
aborto, além de 1 (0,6%) que também apresentava dificul-
dade para engravidar, 2 casos apenas apresentavam difi-
culdade para engravidar. Cento e vinte dois deles relata-
ram histéria obstétrica normal e 37 (21,6%) nao relataram
histéria obstétrica.

Foi observado que em apenas 1 (0,6%) mulher a citologia
apresentou caracteristicas de C. trachomatis. (Figura 1).

Figura 1- Esfregaco cérvico-vaginal. Colo-
racao de Papanicolaou. 400X inclusao suges-
tiva de Chlamydia trachomatis.

Na populacédo analisada, em relacao a presenca de compo-
nente endocervical e/ou da zona de transformacao, 72
(42,1%) mulheres apresentavam células glandulares endo-
cervicais. Cinqiienta e oito (33,9%) células glandulares en-
docervicais e metapldsicas escamosas, 13 (7,6%) apenas
metaplésicas escamosas e 27 (15,8%) nao demostraram ne-
nhum destes componentes celulares. Uma lamina citolégi-
ca analisada foi insatisfatéria por esfregaco purulento.
Através da Imunofluorescéncia direta, mostrando acima de
5 corpusculos elementares nos esfregacos endocervicais,
6/171 (3,5%) casos foram positivos, enquanto que nas 165
restantes ndo se encontrou nenhum corpusculo elementar
fluorescente.

A mulher que apresentou caracteristicas sugestivas de
Chlamydia trachomatis na citologia, sendo confirmada
através da IFD, relatou sintomas de corrimento vaginal.
Enquanto que, das pacientes que apresentavam IFD posi-
tiva, 4/171 (2,3%) eram sintomaéticas e 2/171 (1,2%) mulhe-
res, assintomdticas. Apenas 1/6 pacientes positivas para
antigenos de Ct relatou histéria prévia de aborto, enquan-
to 4/6 relataram histéria obstétrica normal e 1/6 nao teria
filho. As mulheres positivas para Ct por IFD estavam entre
as duas faixas-etarias mais freqiientes no estudo 23-27 e
28-32 anos, sendo a positividade para Ct 4/6 (66,7%) e 2/3
(33,3%) respectivamente.

Correlacionando a IFD com a presenca de componente en-
docervical e/ou zona de transformacao, todas as pacientes
com positividade para Ct na IFD apresentavam células
glandulares endocervicais e/ou metaplasicas escamosas na
citologia (Tabela 1).
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TABELA |
Correlacao da reacao de IFD para Ct com a presenca
de componente endocervical e/ou da zona de

transformacao.
CELULAS
IFD TOTAL
AUSENCIA |ENDOCERVICAIS |END E MET | METAPLASICAS
NEGATIVO |27 69 56 12 165
POSITIVO 3 2 1 6
TOTAL 27 72 58 13 171

END- ENDOCERVICAIS; MET- METAPLASICAS; IFD- IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA.

Sensibilidade e especificidade da citologia oncética cérvi-
co-vaginal utilizando como padrao ouro a técnica de Imu-
nofluoresecéncia direta: A citologia mostrou uma sensibili-
dade de 16,6% enquanto que a especificidade observada
foi de 100%.

DISCUSSAO

Barberis et al. (1997) relatam que um dos fatores de risco
nas infeccgoes seria a idade; o grupo etario mais afetado es-
taria compreendido entre 21 e 30 anos, devido a uma mai-
or atividade sexual ou maior nimero de parceiros. No en-
tanto, Miranda et al. (2003) reportam que a baixa idade é
um dos fatores de risco mais importantes. A idade inferior
a 20 anos ou a 25 anos, dependendo da populacao estuda-
da, seria o principal fator de risco. Neste estudo, analisan-
do 171 mulheres selecionadas aleatoriamente entre as que
freqiientavam o servigo ambulatorial do CISAM para reali-
zacao de citologia oncética cérvico-vaginal, oriundas das
diversas regides do grande Recife, observou-se que a fai-
xa-etdria com maior positividade para Ct foi a compreendi-
da entre 23 e 27 anos (4/171), sendo as demais 28 e 32 anos
(2/171). Com isso, observou-se que a maior freqiiéncia da
infeccdo estaria préxima da faixa etaria citada por Barberis
et al. (1997), em Rio Cuarto, na Argentina, onde foram ana-
lisadas 369 mulheres sexualmente ativas. No entanto, nao
se achou casos positivos em idades inferiores a 21 anos.
Vale ressaltar que as faixas-etdrias mais freqiientes no nos-
so estudo foram as de 23 a 27 e 28 a 32 anos.

Seadi et al. (2002) relatam que um fator limitante no diag-
noéstico da infeccao chlamidiana sao as infecgoes assinto-
maticas, embora que a maioria dos estudos realizados
estdo orientados mais em detectar populacdes sintomaéti-
cas, deixando escapar as de baixo risco sem sintomas. Nes-
te estudo nao houve diferenca significativa em relacao as
pacientes sintomaticas (49,7%) e assintomaticas (50,3%).
Melles et al. (2000) isolaram Ct de material endocervical de
14 (8,4%) mulheres do grupo das assintomaticas. Ravel
(1997) cita que 60-80% das mulheres infectadas por Ct sao
assintomaticas; confirmando estes achados, Codes et al.
(2002) observaram que 60% das mulheres infectadas nao
apresentam sintomas. Barberis et al. (1997) constataram
que 71,4% das mulheres com infeccao por Ct foram sinto-
maticas e 28,6 %, assintomaticas. Neste estudo observou-se
que, do total de pacientes positivas para antigeno de Ct,
apenas 2/6 (33,3%) mostraram-se assintomaticas e 4/6
(66,7%) relataram algum sintoma. No entanto, estes sinto-
mas podem estar ou nao relacionados a presenca da in-
feccao, pois pode existir a presenca de outro microrganis-
mo que também poderia expressar sintomas semelhantes.
Assim, reafirmamos a conclusao de autores de que nao

RBAGC, vol. 39(1): 43-46, 2007

existe, de fato, sintomas que se possa dizer, especificos de
infeccao genital pela Ct. Nao devendo, portanto, este para-
metro ser utilizado como hipétese diagnéstica.

A maior parte das pacientes estudadas nao relatam quei-
xas na sua histéria obstétrica, compreendendo 122/171
(71,3%) com histéria obstétrica normal e 37/171 (21,6%)
sem histéria obstétrica. Porém, 10/171 (5,9%) ja tiveram
aborto e 2/171 (1,2%) teriam dificuldade para engravidar.
Das pacientes com positividade para Ct através da IFD,
apenas 1/6 (16,7%) apresentou problema obstétrico (abor-
to), enquanto as 5/6 pacientes nao relataram nenhum pro-
blema obstétrico. Angeles et al. (1999) evidenciaram uma
freqliéncia de 43,65% de infeccdo em uma populacdo com
problemas de reproducao.

A prevaléncia de Ct na populacao estudada foi de 3,5%.
Estudos mostram prevaléncia desse microrganismo varian-
do conforme origem das populagoes estudadas. Stinghen;
Nascimento e Leonart (2004), em Curitiba-PR, encontra-
ram 3,7%; Miranda et al. (2000), 13%, em Vitéria -Espirito
Santo; Codes et al. (2002),11,4%, na Bahia; Frias et al.
(2001), em Teresopolis-RJ, encontraram positividade para
Ct em 5% da amostra analisada.

A amostra citolégica pelo método de Papanicolaou mostrou
presenca de componente endocervical e/ou da zona de
transformacéo (células metaplasicas) em 83,6% das paci-
entes estudadas, estando incluidas neste percentual todas
as pacientes com positividade para Ct 6/171, pelos diferen-
tes métodos laboratoriais utilizados. Sendo, entao, observa-
do que nao necessariamente tendo uma amostra represen-
tativa, pode-se constatar caracteristicas citolégicas sugesti-
vas da infeccdo por Ct, mesmo sendo positiva em outro mé-
todo laboratorial.

No entanto, um dado importante que deve ser levado em
consideracao na andlise citolégica durante investigacdo de
infeccao chlamidiana, segundo Shirata et al. (1992) e Ca-
valiere et al. (1989), seria a presenca de células endocervi-
cais e/ou metaplasicas. J& Stinghen, Nascimento e Leonart
(2004) citam que um diagnéstico confidvel esta diretamen-
te associado a uma coleta representativa da regiao infecta-
da, no caso de cervicites, a regiao endocervical. Gupta et
al. (1979), assim como Borges e Vera (1986) evidenciaram
a Chlamydia trachomatis nos esfregacos cervicais através
da observacao de inclusoes no citoplasma das células me-
tapldsicas pavimentosas e colunares endocervicais.
Caudill, Humphrey e Goellner (1994) e Pandit et al. (1992)
nao aprovam a eficiéncia da citologia no diagnéstico da in-
feccao por Ct. No entanto, outros mostram uma boa acei-
tacdo de ambos os métodos.

No presente estudo, os efeitos citopaticos sugestivos de in-
feccao por Ct foram identificados em 1/171 (0,6%) das pa-
cientes pelo método de Papanicolaou, sendo utilizados cri-
térios propostos por Gupta et al. (1988). Em 6/171 (3,5%)
foi determinado Ct através da reatividade pela IFD, estan-
do incluido nestes o caso detectado pela citologia. Sting-
hen, Nascimento e Leonart (2004) detectaram 3,6% de po-
sitividade para Ct, utilizando a IFD e 1,4% com o método
de Papanicolaou. Cavaliere et al. (1989) obtiveram 6,8% de
amostras positivas no exame citolégico e 20,5% por IFD.
No entanto, os 5/6 (3,0%) diagnosticados positivos para Ct
apenas por IFD nao demonstraram nenhum critério suges-
tivo da infeccao na citologia. Todavia, Gupta et al. (1979)
evidenciaram que o estadio final da infec¢ao por Chlamy-
dia seria identificado pela presenca de inclusoes intracito-
plasmaticas com bordos definidos, moldagem, elevacao e
formacao de target central. Pode-se, entao, defender que
existe certa influéncia do estdgio da infeccdao na deteccao
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da Ct utilizando o método citolégico. Observou-se, com is-
so, que na IFD nao existe esta influéncia; portanto, existe a
vantagem de ser um diagnoéstico mais precoce, bastando
apenas que haja a presenca ativa da bactéria e seus anti-
genos.

Mejia et al. (1989) Raddi e Soares (1994) observaram a sen-
sibilidade e a especificidade para o Papanicolaou em torno
de 27% e 80%, respectivamente. Nas proximidades desses
percentuais, encontram-se neste trabalho, os quais eviden-
ciaram 16,6% e 100% de sensibilidade e especificidade,
respectivamente.

A citologia pode contribuir na deteccao da infeccao chla-
midiana, porém faltam fatores para aumentar sua sensibi-
lidade, embora, demonstre boa especificidade.

Apesar das diversas controvérsias observadas entre as téc-
nicas, foi possivel evidenciar que a técnica de Papanico-
laou, desde que seja realizada com amostra adequada, ou
seja, com representacao celular satisfatéria e criteriosa-
mente analisada, pode ser considerada como diagnoéstico
eficaz na deteccao da Ct.

Este estudo sugere que a citologia pode contribuir para o
diagnéstico da infecgcao chlamidiana, entretanto nao deve
ser considerado um método diagndstico tnico conclusivo.
Assim, como é utilizada na triagem para deteccao do can-
cer cervical, pode ser relevante na triagem, em servicos
publicos de satide, sugerindo um rastreio mais definido de
DSTs, considerando em especial a Chlamydia trachomatis.
Assim sendo, pode-se concluir que é possivel identificar
Chlamydia trachomatis em esfregacos cérvico-vaginais de
pacientes infectadas, desde que seja levada em conside-
racdo a presenca de células glandulares endocervicais
e/ou metapldsicas, além de exigir o conhecimento dos cri-
térios citolégicos indicativos da infeccdo chlamidiana.
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Efeito da leucocitospermia na analise do sémen*

Effect of polymorphonuclear leucocites on semen analisys

Francine Muraro'; Tanara Caroline Hennemann'; Karin Jaeger Anzolch’ &
Osmar Luiz Magalhées Oliveira®

/RESUMO - A infertilidade conjugal é um problema que afeta muitos casais e hd diversos procedimentos clinicos e laboratoriais pa-
ra investigar sua etiologia. O exame do sémen é um procedimento comumente adotado nesta investigacao, pois sua analise contribui
significativamente para avaliar o fator masculino. Este estudo visou verificar o efeito dos leucécitos em parametros rotineiramente ana-
lisados no espermograma, que incluem a concentracao, motilidade e morfologia dos espermatozéides. Os polimorfonucleares (PMN)
foram marcados pela técnica da peroxidase, e as 90 amostras de sémen de homens submetidos a triagem de infertilidade foram divi-
didas em dois grupos, de acordo com a concentracao de leucécitos: as de pacientes leucocitospérmicos (concentracdao superior a
1x10°ml de sémen) e as de pacientes ndo-leucocitospérmicos (concentracao inferior a 1x10°ml de sémen). Observou-se um aumento
da concentracao de espermatozoéides com a presenca de leucécitos e o percentual de espermatozéides moveis/imoveis e anormais nao
foi alterado. De maneira geral, a leucocitospermia nao altera a qualidade do sémen.

PALAVRAS-CHAVE - Leucocitospermia, concentracdo espermatica, motilidade espermaética, morfologia espermaética. Y,

~

SUMMARY - Infertility within marriage is a problem that affects many couples and for which several clinical and laboratorial proce-
dures are available to investigate its etiology. Semen testing is a commonly adopted procedure in such investigations, as its analysis
contributes significantly in assessing the male factor. This study aimed to verify the effect of leukocytes on parameters routinely analy-
zed in spermatograms, including the concentration, motility and morphology of the spermatozoids. Peroxidase assay was used to iden-
tify the polymorphonuclear leukocytes (PMN), and the 90 semen samples from men submitted to infertility testing were divided into
two groups according to the leukocyte concentration: leukocytospermic patients (concentration higher than 1x10°/ml of semen) and
non-leukocytospermic patients (concentration lower than 1x10°/ml of semen). An increase in the concentration spermatozoids in the
presence of leukocytes was observed, while the percentage of mobile/ immobile and abnormal spermatozoids was not altered. In ge-
neral, the leukocytospermia did not alter the quality of the semen.

\KEYWORDS - Leukocytospermia, sperm concentration, sperm motility, sperm morphology. Y,

INTRODUCAO

m dos exames laboratoriais mais usados para a inves-

tigacao de infertilidade masculina € o espermograma
(Andrade-Rocha, 1998). A rotina deste exame inclui andli-
ses das caracteristicas dos espermatozéides, da atividade
secretora das glandulas acessoérias, da competéncia funci-
onal dos espermatozéides e alguns exames complementa-
res, como a pesquisa de anticorpos anti-espermatozéides
(Andrade-Rocha et al., 1996).
O sémen é um liquido biolégico formado, principalmente,
por duas partes. A primeira é constituida pelo plasma se-
minal que contém produtos bioquimicos essenciais para os
espermatozéides. A segunda, contém elementos figurados
que compreendem os espermatozéides e, eventualmente,
pode-se observar uma populacao de células redondas com-
postas, principalmente, de células germinativas imaturas e
de leucécitos (Organizacao Mundial da Satde-OMS,1992;
Andrade-Rocha et al., 1996).
Os leucécitos estao presentes no trato reprodutor masculino
e sao encontrados em quase todos os ejaculados humanos.
Fisiologicamente, eles desenvolvem um papel importante
na imunovigilancia e na fagocitose de espermatozdides
anormais (Aziz et al., 2004). Os leucécitos predominantes
no sémen sao os granulécitos, que representam 50 a 60%
dos leucécitos totais, seguidos pelos macréfagos/mondcitos
e pelos linfécitos T, que representam, respectivamente, 20 a
30% e 2 a 5% (Thomas et al., 1997; Aziz et al., 2004).
Foi definido pela OMS que, quando a concentracao de leu-
cocitos for superior a 1x10°/ml de sémen, tem-se uma leu-
cocitospermia (OMS, 1992). A mesma pode ser causada
por infeccdo no trato genital, espermatogénese anormal e

inflamacao nao infecciosa (Kaleli et al., 2000; Trum et al.,
1998; Henkel et al., 2003; Krause et al., 2003).

A leucocitospermia pode ser diagnosticada usando méto-
dos imuno-histoquimicos, citoquimicos e técnicas morfol6-
gicas. Embora a marcacao com peroxidase detecte apenas
polimorfonucleares (PMN), ela foi recomendada pela OMS
para propoésitos clinicos, ja que a mesma apresenta vanta-
gens por ser uma técnica de facil execugao, rdpida e bara-
ta, quando comparada a outros métodos mais sofisticados
que empregam o uso de anticorpos monoclonais
(Thomas et al., 1997).

Vérios estudos correlacionam leucocitospermia e a quali-
dade do sémen. Porém, esta relagao permanece indefinida,
jd que hé contradi¢oes entre os trabalhos publicados. En-
quanto alguns autores encontraram correlacao positiva en-
tre o aumento da concentracao de leucécitos e a morfolo-
gia anormal (Tomlinson et al., 1992; Tomlinson et al., 1993;
Kiessling et al., 1995), assim como com a concentracao de
espermatozéides (Kaleli et al., 2000), outros encontraram
correlacao negativa na avaliacdo destes parametros (Leib
et al., 1994; Menkveld e Kruger, 1998; Arata de Bellabarba
et al., 2000; Ricci et al., 2002). J& em relacao a motilidade
foram descritos estudos em que houve diminuicao da mes-
ma com o aumento da concentracao de leucécitos (Aziz et
al., 2004). Além disso, ha vérios trabalhos em que néo fo-
ram observadas alteracdes nestes trés parametros (Kaleli et
al., 2000; Fedder et al., 1993; Van der Ven et al., 1987; Ro-
din et al., 2003; Aziz et al., 2004). O objetivo deste trabalho
é avaliar se a leucocitospermia altera parametros do esper-
mograma, como concentracao, morfologia e motilidade dos
espermatozoides, em pacientes submetidos a triagem de
infertilidade.

Recebido em 29/03/2006
Aprovado em 19/12/2006
*Trabalho realizado no Laboratério Mont'Serrat andlises clinicas, de Porto Alegre, RS.
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3Professor assistente do Departamento de Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
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MATERIAIS E METODOS

Amostra de Sémen

O material foi obtido de 90 pacientes com idade entre 20 e
50 anos, submetidos a triagem de infertilidade, em um la-
boratério de Porto Alegre. As amostras de sémen foram di-
vididas em dois grupos de acordo com a concentracao de
leucécitos: as de pacientes leucocitospérmicos (concen-
tracdo superior a 1x10°ml de sémen) e as de pacientes
nao-leucocitospérmicos (concentracao inferior a 1x10°/ml
de sémen). O método de coleta foi a masturbacao, apés um
periodo recomendado de abstinéncia sexual de 3 a 5 dias.
O sémen, coletado em frasco de vidro, foi armazenado em
estufa a 37°C, onde se controlou a liquefacao. As amostras
foram analisadas, em no méximo, duas horas apés a cole-
ta. Pacientes que alegaram perda de material durante o
procedimento nao participaram do estudo.

Concentracao e Motilidade dos Espermatozéides

A concentracdo foi determinada apds andlise do volume do
sémen e da contagem total dos espermatozéides. O volume
foi medido em frascos de vidro conico graduado e a conta-
gem dos espermatozoides foi feita em camara de Makler,
com objetiva de 20x, utilizando 20 pl de sémen. Foram con-
tados 10 compartimentos da cadmara e o nimero de esper-
matozb6ides contado foi multiplicado por um milhao, obten-
do-se, assim, o nimero total de espermatozéides no sémen.
Apés homogeneizar o sémen em vortex, 15 pl do mesmo
foram colocados sobre lamina e coberto por uma laminula
de 20 x 20mm. O preparado foi examinado com aumento
de 400x em microscépio 6ptico comum e, o exame foi feito
em temperatura entre 18 a 24°C. Os campos foram exami-
nados sistematicamente, o percentual de espermatozéides
moéveis e imoéveis foi determinado e a motilidade foi classi-
ficada, de acordo com a OMS (1992), em grau A (movimen-
to progressivo rapido e linear), B (movimento lento, linear
ou nao linear), C (espermatozéides méveis sem progressao)
ou grau D (im6vel). O percentual de espermatozéides mo-
veis também foi determinado.

Morfologia dos Espermatozéides

A andlise morfoldgica foi feita por esfregaco fixado com meta-
nol e corado pelo método da Hematoxilina de Harris a 33%. O
percentual de espermatozoides normais e anormais, bem co-
mo a classificacao das anormalidades, foram analisados com
objetiva de 100x, em 6leo de imersao (Kruger et al., 1988).

Teste da Peroxidase

Foi misturado 0,2ml de solucao de peréxido de hidrogénio a
3% com 2,0ml de solucao de cianosina-benzidina. Da so-
lucéo preparada, 0,2ml foi misturado com 0,2ml de sémen li-
quefeito, colocado na lamina e coberto com laminula para
posterior andlise ao microscépio 6ptico (Ludwing et al,
1990). A concentracao de leucécitos foi determinada através
do percentual de células peroxidase positivas (que se coram
de marrom) em relacdo a concentracao de células redondas.

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos por médias + desvio padrao
(DP). A comparacao entre os dois grupos foi realizada pelo
teste t Student para amostras pareadas, com p < 0,05.

RESULTADOS
As amostras de sémen obtidas de 90 pacientes foram divi-

didas em dois grupos de acordo com a concentracao de
leucocitos (superior ou inferior a 1x10%/ml de sémen). O

48

primeiro grupo, chamado de leucocitospérmico (concen-
tracdo de leucécitos igual a 1,8x10° + 1,02x10° /ml de sé-
men) continha 49 amostras de doadores com média de ida-
de de 35,7 + 5,9 anos e, o segundo grupo, chamado de nao-
leucocitospérmicos (concentracao de leucécitos igual a
9,87x10? + 20,69 x10? /ml de sémen) continha 41 doadores
com média de idade de 36,2 + 6,4 com p < 0,05.

TABELA |
Comparacao entre os diferentes parametros do esper-
mograma de pacientes com e sem leucocitospermia.

Concentragdo de Mdveis Anormais
espermatozdides (%) (%)
(x10°%)
LEUCOCITOSPERMICOS 37,00 = 11,46 78,29 = 10,83 70,94 = 7,11
(n=49) (n=49) (n=49)
NAO - 22,00 = 8,09 76,29 + 16,83 68,68 = 7,16
LEUCOCITOSPERMICOS (n=41) (n=41) (n=41)

Pacientes leucocitospérmicos (concentracédo de leucécitos maior do que
1x10°/ml de sémen). Pacientes ndo-leucocitospérmicos (concentracio de
leucécitos menor do que 1x10°/ml de sémen). A concentragédo dos esper-
matozéides é expressa por ml de sémen e, os espermatozéides moéveis e
anormais, sao expressos em percentual. Os valores representam as médi-
as = DP. *P = 0,05 comparado com pacientes leucocitospérmicos.

A tabela 1 mostra a distribuicao de resultados dos parame-
tros do sémen em relagao aos pacientes leucocitospérmicos
e ndo-leucocitospérmicos. Pode-se observar que ha um au-
mento estatisticamente significativo na concentracao de
espermatozéides em pacientes leucocitospérmicos quando
comparado com os nao leucocitospérmicos. Nos demais pa-
rametros, ndo foram observadas diferencas estatisticamen-
te significativas entre os dois grupos estudados.

TABELA I
Avaliacao do movimento dos espermatozéides.

Grau A Grau B Grau C Grau D
(%) (%) (%) (%)
LEUCOCITOSPERMICOS 3,47 +4,72 33,57 +13,49 41,18 £8,42 22,12 = 11,14
(n=49) (n=49) (n=49) (n=49)
NAO - 3,61 +455 31,61 +16,13 41,10 +9,80 23,71 = 16,83
LEUCOCITOSPERMICOS (n=41) (n=41) (n=41) (n=41)

Pacientes leucocitospérmicos (concentracao de leucécitos maior do que
1x106/ml de sémen). Pacientes nao-leucocitospérmicos (concentracao de
leucécitos menor do que 1x106/ml de sémen). Os graus de motilidade dos
espermatozéides, A(movimento progressivo rapido e linear), B (movimen-
to lento, linear ou nao linear), C (espermatozéides méveis sem progressao)
e D (imodveis), sdao expressos em percentual. Os valores representam as
médias + DP.

Na tabela 2 podemos observar que nao houve variacao es-
tatisticamente significativa entre os diferentes grupos de
motilidade classificados de acordo com a OMS.

TABELA Il
Distribuicao das principais anormalidades que
acometem o espermatozoide.

Cabeca Peca Intermedidria Cauda
(%) (%) (%)
LEUCOCITOSPERMICOS 89,8 = 4,49 9,51 £3,35 0,69 = 2,21
(n=49) (n=49) (n=49)
NAO - 88,24 = 4,52 10,78 = 3,40 0,98 + 2,68
LEUCOCITOSPERMICOS (n=41) (n=41) (n=41)

Pacientes leucocitospérmicos (concentracado de leucécitos maior do que
1x10°/ml de sémen). Pacientes ndo-leucocitospérmicos (concentracio de
leucécitos menor do que 1x10°/ml de sémen). As principais anormalidades
dos espermatozéides sdo expressas em percentual. Os valores represen-
tam as médias + DP.

O percentual de distribuicao das principais anormalidades
dos espermatozéides mostrado na tabela 3, também nao
apresentou variacao estatisticamente significativa entre os
dois grupos.
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DISCUSSAO

Infertilidade conjugal é um problema que afeta muitos ca-
sais e ha diversos procedimentos clinicos e laboratoriais pa-
ra investigar sua etiologia. O exame do sémen é um proce-
dimento comumente adotado nesta investigacao, pois for-
nece informacoes sobre a atividade funcional dos érgaos
genitais, contribuindo significativamente para avaliar o fa-
tor masculino (Andrade-Rocha, 1998). Desde que efetuado
de forma adequada, dentro de padronizacgoes técnicas reco-
mendadas, o espermograma fornece importantes dados pa-
ra orientar o diagnéstico etiolégico dos disttrbios funcionais
do trato reprodutor masculino (Andrade-Rocha et al., 1996).
Uma das técnicas recomendadas pela OMS (1992) para a
deteccdao de PMN é o teste da peroxidase. Esta técnica foi
utilizada neste estudo para a separacao dos pacientes em
dois grupos: os que continham concentracao de leucoécitos
superior a 1x10°%ml de sémen, denominados leucocitospér-
micos, e os nao-leucocitospérmicos, que tinham uma con-
centracao de leucocitos inferior a 1x10°%ml de sémen. O ob-
jetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de altas concen-
tracoes de leucoécitos nos principais parametros avaliados
na rotina do espermograma, como concentracao de esper-
matozoides, percentual de méveis/iméveis e morfologia.

A membrana celular dos espermatozéides é susceptivel ao
estresse oxidativo porque contém alta concentracao de 4ci-
dos graxos insaturados, os quais sdo necessarios para for-
necer a membrana plasmaética a fluidez necessaria para
participar nos eventos de fusao de membranas, associados
com fertilizacao (Krause et al., 2003; Henkel et al., 2003).
As espécies reativas de oxigénio (ERO), no sémen, sao pro-
duzidas principalmente pelos leucécitos e uma quantidade
relativamente pequena é gerada por espermatozéides de-
ficientes ou danificados (Kaleli et al., 2000; Krause et al.,
2003; Henkel et al., 2003).

Ha evidéncias de que as ERO sao necessdrias, em peque-
nas quantidades, para iniciar e propagar processos com-
plexos como a reacao do acrossoma e a capacitacao esper-
matica (OFlaherty et al., 1999). Esta ultima estd associada
a fosforilacao de proteinas pela tirosina, a qual mostrou-se
experimentalmente aumentada sob condi¢oes oxidantes, e
diminuida sob condi¢oes redutoras (Aitken et al., 1995).
Esses efeitos sugerem um papel modulador para os radi-
cais livres, os quais, em alta concentracao, induzem pero-
xidacao lipidica, fragmentacdao do DNA, resultando em
morte celular (Villegas et al., 2003). A geracao excessiva de
radicais livres, por espermatozéides anormais ou leucéci-
tos, foi identificada como uma das poucas etiologias defini-
das para a infertilidade masculina (Sharma et al., 1999).
Vérios estudos relatam diminuicdo na concentracao de es-
permatozdéides com o aumento da concentracao de leucéci-
tos no sémen (Tomlinson et al., 1992; Wolff et al., 1990; Ric-
ci et al., 2002). Uma das hipéteses, para a diminuicao da
concentracao dos espermatozoéides, seria devido ao au-
mento de ERO produzidas pelos leucécitos, as quais sao
conhecidas por serem indutoras de apoptose em células so-
maticas e em espermatozoéides maduros. A hipétese alter-
nativa sugere que os leucécitos sao atraidos para a re-
mocao de espermatozdides senescentes ou anormais sem
liberacao de mediadores pré-inflamatérios ou de ERO. O
sinal para a apoptose seria a exposicao de fosfatidilserina
pela membrana plasmaética. Tal exposicdo se comportaria
como um sinal quimiotatico para a atracao e o reconheci-
mento por leucocitos (Shiratsuchi et al., 1997). Entdo, leu-
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cécitos poderiam remover espermatozéides apoptédticos
sem causar reacao inflamatéria (Ricci et al., 2002).

Porém, neste trabalho, observou-se um aumento da con-
centracao de espermatozoides com a leucocitospermia (Ta-
bela 1). Este estudo estd de acordo com as observagoes de
Kaleli et al. (2000), que mostraram que somente uma con-
centracao acima de 2,0x10° células peroxidase positivas/ml
de sémen esta associada com o efeito deletério na concen-
tracdo de espermatozéides no plasma seminal.

A motilidade foi outro pardmetro estudado, e nao houve
uma diferenca estatisticamente significativa tanto para o
percentual de espermatozéides moéveis (Tabela 1) quanto
para o percentual do grau de motilidade (Tabela 2). A nao
reducao da motilidade pode ser explicada pela possivel re-
versao do dano causado na membrana do espermatozéide
através da peroxidacao lipidica provocada pelas ERO. Esta
reversao aconteceria devido a fusao de prostassomas (vesi-
culas secretadas pela prostata, em alta quantidade, durante
infeccdes nas glandulas acessoérias) com a membrana do es-
permatozéide, transferindo, assim, o contetido lipidico e pro-
teinas necesséarias para a motilidade (Arienti et al., 1998).
Durante a avaliacao da morfologia nao foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas no percentual de
espermatozéides anormais (Tabela 1), e nas suas principais
anormalidades (Tabela 3) entre os dois grupos estudados.
Embora Kaleli et al. (2000) também néao tenham encontra-
do correlacdo entre esses dois parametros, Aziz et al.
(2004) mostraram associacao positiva entre a concentracao
de leucécitos e o dano morfolégico dos espermatozoides.
Tais autores correlacionam a leucocitospermia com o au-
mento da alteracao da morfologia provocada pelas ERO,
durante a espermiogénese. Ja Ricci et al. (2002) observa-
ram uma correlacdo negativa entre os dois parametros es-
tudados, argumentando que células fagociticas estdo forte-
mente correlacionadas com o aumento do percentual de
espermatozoéides morfologicamente normais e hipotetizan-
do que leucécitos podem aumentar a qualidade do sémen
por remocao de formas degeneradas e anormais.

A discrepancia dos resultados entre os diferentes trabalhos
pode ser devido, em parte, a diferentes métodos utilizados,
a variacoes nas caracteristicas populacionais, e principal-
mente, devido a subjetividade que caracteriza a realizacao
de um espermograma. Pode-se concluir com este estudo
que leucécitos no sémen podem nao estar associados com
parametros anormais do espermograma. Como esta anali-
se foi realizada utilizando-se apenas pacientes sob triagem
de infertilidade, sugere-se que sejam realizados mais estu-
dos incluindo doadores férteis, para que seja possivel des-
cartar outras varidveis que possam interferir, mesmo que
indiretamente, na analise da influéncia dos leucécitos na
qualidade do sémen.
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/RESUMO - Ertapenem é o mais novo antibiético da classe dos carbapénicos do grupo dos betalactamicos, de amplo espectro e libe-
rado para aplicagao clinica em 2001 pela Food and Drug Administration (FDA), sendo primariamente utilizado nos dias atuais contra
enfermidades provocadas por diversos microrganismos.

Neste trabalho apresenta-se o perfil desta nova droga monoterapica frente a 305 amostras isoladas e testadas no laboratério de micro-
biologia de um hospital da rede estadual de satide do Rio de Janeiro, comparando-os com os resultados apresentados na pesquisada

na sua elaboracao.
PALAVRAS-CHAVE - Ertapenem; Carbapénico; Antibiético.

/

ous microorganisms.

KEYWORDS - Ertapenem; Carbapen; Antibiotic.

/e SUMMARY - Ertapenem is the most recent antibiotic of carbapen class of beta-lactamic group, with large specter and free from cli-
nical application in 2001 by Food and Drug Administration (FDA), being used primarily nowadays against infirmities caused by vari-

In this work, we present the profile of this new monoterapic drug before 305 samples isolated and proved inside microbiologic labo-
ratory of a Rio de Janeiro’s State Heath Hospital, comparing to the results presented on research used on this elaboration.

N

/

INTRODUGAO

rtapenem, denominado como um antibiético betalacta-

mico de terceira geracao da classe dos carbapénicos,
assim como os antecessores (imipenem — 1985 — e merope-
nem — 1996), é considerado a mais recente arma descober-
ta contra uma diversidade de agentes causadores de
enfermidades.
Utilizado no combate parenteral, principalmente, das do-
encas relacionadas ao grupo 1 ou comunitdrias, torna-se
bastante eficaz no uso contra as seguintes patologias:
-Infeccoes intra-abdominais — Geralmente causadas por
um Unico agente microbiano, tem mostrado resultados se-
melhantes ou até melhores do que os utilizados por meio
de terapia combinada ou similares.
-Infeccoes de pele e anexos — Neste caso, a administracao
do ertapenem no tratamento destas moléstias apresentou-
se de maneira semelhante a terapia com o uso de uma pe-
nicilina associada a um inibidor de betalactamase (PPT).
-Pneumonias — No caso das denominadas pneumonias ad-
quiridas na comunidade (PAC), a igualdade tanto no trata-
mento com ertapenem quanto com terapia combinada ou
similares apresentaram-se bastante eficientes, indepen-
dentemente do microrganismo responsavel.
-Infecgdes do trato urinario (ITU) — As afeccoes de origem
urindria provocadas em sua grande maioria por membros
da Familia Enterobacteriaceae, em especial, obtiveram
uma resposta mais acentuada com o uso do ertapenem, em
relacao as outras terapias citadas.
-Doencas inflamatérias pélvicas (DIP) — A monoterapia
com ertapenem mostrou melhores resultados do que os ou-
tros esquemas terapéuticos, tanto em relacdo a microrga-
nismos Gram-positivos quanto a Gram-negativos e tam-
bém de anaeré6bios no caso de infec¢des agudas de origem
ginecologica.

Em geral , a administracao, via parenteral ou muscular, em
dose Unica didria de 1 grama de ertapenem (exceto nos ca-
sos de complicacoes renais — sua principal via de excrecao
—, onde utiliza-se a metade da dosagem original), nao ultra-
passa 10 dias de tratamento, geralmente situando-se na
média de 5 dias de antibioticoterapia.

As mesmas informacoes servem de suporte para a necessi-
dade de implementacao de um esquema empirico especi-
fico de uso antimicrobiano frente aos diversos agentes cau-
sadores das doencas acima. A utilizacao da monoterapia,
acrescida da eficacia em comportar-se melhor que a de ou-
tros esquemas terapéuticos (PPT, cefalosporinas de tercei-
ra geracao, terapia combinada, fluoroquinolonas, cotrimo-
xazol), sugere que a sua utilizacao, ao menos no que diz
respeito a infec¢des comunitdrias, serd utilizada em larga
escala em um breve espaco de tempo.

Esta terapia tem importancia nos seguintes aspectos em
nossa rede de saude: baixo custo, diminuicdo do tempo de
internacao e nao-utilizacdo de esquemas de doses multi-
plas, levando a um decréscimo geral do processo de
internacao.

Cabe salientar que a administracao de ertapenem mostra-
se ser a Unica e mais eficaz atividade "in vitro" contra in-
fecgoes isoladas (aerébias ou anaerdbias) ou mistas de ori-
gem comunitaria, apresentando, no entanto, pouca ou ne-
nhuma acao contra os agentes microbianos hospitalares ou
grupo 2. Por este motivo, torna-se desaconselhavel a utili-
zacao de ertapenem em setores de terapia intensiva (UTTI).
Neste caso, a administracdo de outros carbapénicos apre-
senta melhores resultados bactericidas

Geralmente, o ertapenem é bem tolerado “in vivo", apre-
sentando, na maioria das vezes, efeitos colaterais brandos:
diarréia, ndusea, dor de cabeca, vomito. Por isso, nédo é re-
comendavel a sua utilizacao em pacientes com idade infe-
rior a 18 anos de idade.

Recebido em 04/05/2006
Aprovado em 07/07/2006
*Trabalho realizado no Laboratério de Microbiologia do Hospital Estadual Adao Pereira Nunes (HEAPN) — SES-RJ.
'Bidlogo da Secretaria Estadual de Saude do Rio de Janeiro
?Bidlogo Supervisor do Laboratério do Hospital Estadual Addo Pereira Nunes — Rio de Janeiro
Bidloga do Laboratério de Microbiologia do Hospital Geral de Nova Iguagu
‘Técnicas de Laboratério da Secretaria Estadual de Saude do Rio de Janeiro

RBAGC, vol. 39(1): 51-53, 2007

51



MICROBIOLOGIA

Este antibiético possui amplo espectro de acdo contra uma
variedade de microrganismos: cocos Gram-positivos
(CGP), bastonetes Gram-negativos (BGN) e os anaerdbios,
sendo alta inclusive a atividade bactericida contra estes.
Apresenta, entretanto, atividade limitada ou nula contra os
seguintes agentes: Staphylococcus aureus resistentes a
oxacilina (MRSA), enterococos , Pseudomonas aeruginosa,
bastonetes Gram-negativos nao-fermentadores (BGN-NF),
micobactérias, Chlamydia sp. e Mycoplasma sp.

A eficiéncia é demonstrada contra S. aureus sensiveis a
oxacilina (MSSA), S. pneumoniae, S. pyogenes (A), S. aga-
lactiae (B), todas as enterobactérias (incluindo as produto-
ras de betalactamase), H. influenzae, M. catarrhalis e a
grande maioria dos anaerébios.

O mecanismo de acao deste importante antibiético repou-
sa na competicao, em nivel de receptores na membrana ce-
lular bacteriana, com as chamadas proteinas de ligacao das
penicilinas (PBP), o que leva, devido a substituicdo, a uma
intensa modificacdo na estabilidade estrutural de toda a
parede celular do microrganismo.

Assim como todos os outros antibidticos, o seu uso prolon-
gado pode levar ao aparecimento de cepas resistentes,
apesar de ser considerado um fraco indutor de resisténcia
microbiana. Pelo menos até o momento.

MATERIAL E METODOS

No periodo de agosto a dezembro de 2004, 305 amostras
bacterianas oriundas de diversos setores foram isoladas no
Laboratério de Microbiologia do Hospital Addo Pereira
Nunes (Saracuruna), vinculado a Secretaria de Satude do
Estado do Rio de Janeiro. Todas as amostras foram subme-
tidas a crescimento, isolamento e identificacao segundo
normas estabelecidas por entidades internacionais.

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) utilizou
a técnica de Kirby e Bauer, que consiste no método de di-
fusdo em disco (Oxoid), este fornecido pela empresa
Merck, Sharp & Dohme, apresentando uma concentracao
por disco de 10 microgramas. Apds incubacao por até 24
horas, efetuou-se a leitura dos halos encontrados nos mi-
crorganismos testados. Controle da qualidade interno foi
efetuado visando ratificar, comparativamente, os resulta-
dos dos ensaios encontrados.

Todos os procedimentos acima descritos foram realizados
em capela de seguranca biolégica numero 2, instalada no
setor.

RESULTADOS

Das 305 amostras examinadas no Laboratério de Microbio-
logia do Hospital Estadual Adao Pereira Nunes, 147
(48,20%) eram oriundas de pacientes do sexo masculino,
enquanto que 132 (43,28%) eram do sexo feminino e 26
(8,52%) eram de pacientes recém-nascidos, internados
principalmente na UTI neonatal.

Em relacao ao setor solicitante de origem, o niimero e o
respectivo percentual de amostras submetidas a esta ana-
lise, em ordem decrescente, foram assim classificados: CTI
ADULTO com 73 (23,93%), seguido pelo SPA com 40
(13,11%), a PEDIATRIA com 30 (9,84%), a CLINICA
CIRURGICA com 29 (9,51%), a CLINICA MEDICA com 28
(9,18%), a CLINICA MEDICA I com 26 (8,53%), o CETIP e
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a UTI NEO com 23 (7,54% cada), as EMERGENCIAS jun-
tas com 12 (3,93%), a MATERNIDADE com 11 (3,61%) e fi-
nalmente a CLINICA ORTOPEDICA com 10 (3,28%).

No que diz respeito ao material biolégico enviado ao Labo-
ratério de Microbiologia, encontrou-se em primeiro lugar a
URINA com 125 amostras (40,99%), seguida pelo SANGUE
com 86 isolamentos (28,20%), os ASPIRADOS - traqueal e
secrecoes em geral — com 46 (15,09%), os LIQUIDOS
BIOLOGICOS diversos (pleural, ascitico, liquor, etc.) com
18 (5,90%) as PONTAS DE CATETER com 17 (5,57%), os
SWABS em geral (nasal, retal, anal e umbilical) com 9
(2,95%) e por fim os FRAGMENTOS DE TECIDOS e SE-
CRECOES GENITAIS, cada um com 2 amostras (0,65%).
Tratando-se de microrganismo isolado em funcao do com-
portamento frente a coloracdo de Gram, 175 amostras
(567,38%) eram provenientes de bactérias Gram-negati-
vas(140 de enterobactérias e o restante de microrganismos
denominados nao-fermentadores). Logo, os 130 isolados
restantes eram de organismos Gram-positivos.

Nas TABELAS 1 e 2 apresentam-se todas as bactérias iso-
ladas no Laboratério de Microbiologia e utilizadas na rea-
lizacao deste trabalho, e sua distribuicao quantitativa (n) e
percentual (%) respectivo, de acordo com o grupo morfo-
tintorial pertencente:

TABELA |
Bastonetes gram-negativos isolados para tsa
com ertapenem

GRUPO 1 ENTEROBACTERIAS GRUPO 2 BGN NAO-
FERMENTADORES
MICRORGANISMO | n % MICRORGANISMO| n %

Escherichia coli 72 51,43 Pseudomonas sp. | 17 48,57
Ki iella sp. 38 27,15 Acil sp. | 15 42,86
Proteus sp. 13 9,29 S. maltophilia 02 5,71
Enterobacter sp. 07 5,00 Bur i ia| 01 2,86
Hafnia alvei 03 2,14

ganii| 03 2,14
Serratia sp. 02 1,43
Citrobacter sp. 01 0,71
Providencia sp. 01 0,71
TOTAL 140 100,00 35 100,00

TABELA 11

Cocos gram-positivos (grupo 3) isolados para tsa
com ertapenem

MICRORGANISMO n %
Staphylococcus aureus (MRSA) 54 41,54
Staphylococcus aureus (MSSA) 47 36,15
Enterococcus sp. 20 15,38
Staphylococcus coagulase negativa 04 3,08
Micrococcus sp. 02 1,54
Streptococcus do grupo viridans 02 1,54
Streptococcus pneumoniae 01 0,77
TOTAL 130 100,00
DISCUSSAO

Em relacao ao exposto na TABELA 1, todo o grupo de en-
terobactérias testado mostrou-se extremamente sensivel ao
teste com ertapenem. Entretanto, as trés amostras isoladas
de H. alvei comportaram-se como resistentes ao teste “n vi-
tro”, cabendo maiores estudos para explicar o porque.

No grupo estudado pertencente aos bastonetes Gram-ne-
gativos ditos ndo-fermentadores, todas as bactérias isola-
das apresentaram-se resistentes frente ao teste com o anti-
bidtico, variando apenas no tamanho do halo de leitura (0-
10 mm) entre eles.

No que diz respeito aos microrganismos testados na TABE-
LA 2, todos comportaram-se como sendo sensiveis ao teste
com ertapenem, a excecao dos Staphylococcus aureus re-
sistentes a oxacilina (MRSA) e os Enterococcus sp.
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CONCLUSAO

Deste trabalho, pode-se concluir que a utilizacao do erta-
penem nos diferentes materiais biol6gicos estudados ainda
possui uma similaridade com o relatado na literatura. O fa-
to de haver-se encontrado trés isolados de H. alvei, repe-
tiu-se, carece de maiores estudos. Até mesmo em relacao
aos microrganismos Gram-positivos, a sensibilidade ao tes-
te com ertapenem foi verificada em todos os géneros bac-
terianos relacionados na bibliografia, assim como a resis-
téncia.

Espera-se que se tenha contribuido para um melhor conhe-
cimento sobre este novo antibiético e que este ensaio sirva
como exemplo para outros testes futuros.

A utilizacao do ertapenem, talvez em um curto espaco de
tempo, venha a minimizar os custos hospitalares e a per-
manéncia dos pacientes em suas unidades, quando se estd
falando de tratamento primdrio, na raiz do problema.
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Avaliacao de Infeccao Urinaria em Gestantes no
Primeiro Trimestre de Gravidez*

Evaluation of Non Syntomatic Urinary Infection in Pregnants in the First Trimester of Pregnancy
JACOCIUNAS, Laura Vicedo’ & PICOLI, Simone Ulrich®

importante para dirigir o tratamento da infeccao.

quéncia.

/RESUMO - Objetivos: Avaliar a presenca de infec¢ao urinaria assintomatica em gestantes no primeiro trimestre de gravidez, uma vez
que ela pode levar a complicacdes como o parto prematuro do bebé e hospitalizacdo da gestante.
Métodos: Foi realizada urocultura de urina de 100 gravidas que estivessem no primeiro trimestre de gestagao e que néo apresentas-
sem qualquer sintoma de infeccdo urinaria. Naquelas em que o resultado foi positivo para infeccao, foi feita a identificacao da bacté-
ria envolvida e, posteriormente, o perfil de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos, uma vez que este constitui uma ferramenta

Resultados: Da populacao avaliada, 16% apresentou bacteritria assintomatica, sendo Escherichia coli o agente isolado com maior fre-
Conclusao: Deve-se submeter gestantes a exames de triagem para bacteritria assintomatica através da urocultura, a fim de se desco-

brir infecgdes e trata-las precocemente. Concluiu-se também, que E. coli continua sendo o agente mais comumente isolado na urina.
PALAVRAS-CHAVE - bacteritria assintomaética, infeccao urindria, gestacao. Y.

~

atment of the infection.

agent.

piss.

/¢ SUMMARY - Objectives: To evaluate the presence of assintomatic urinary infection in pregnants in the first trimester of pregnancy,
a time that it can take the complications as the premature childbirth of the baby and pregnancy hospitalization.
Methods: Uroculture of piss of 100 pregnant was carried through that were in the first trimester of gestation and that they did not pre-
sent any symptom of urinary infection. When the result was positive for infection, the identification of involved bacterium was made.
And them was made the profile of susceptibility for antimicrobial agents, a time that this constitutes an important tool to direct the tre-

Results: In the evaluated population, 16% presented assintomdtica bacteritiria, being Escherichia coli the most frequently isolated

Conclusion: It must be submitted gestantes to the examinations of selection for non syntomatic bacteriuria through the urocultura, in
order to uncover infections and treats them precociously. We also concluded, that E. coli continues being the agent more isolated in

KEYWORDS - non syntomatic bacteriuria, urinary infection, gestation. Y,

INTRODUCAO

Ainfecg&o do trato urindrio constitui uma das principais
causas de consulta na pratica médica, perdendo ape-
nas para as infecgoes respiratorias. Ela pode atingir pesso-
as de qualquer sexo e idade, mas é mais freqiiente em mu-
lheres uma vez que a uretra feminina é mais curta que a
masculina e localiza-se préxima ao anus, podendo ocorrer
contaminacdo do trato urindrio através das fezes **'*'?, Ou-
tros fatores também podem contribuir para a infeccao tais
como a presenca de cdlculos renais, deformidades no apa-
relho urindrio, contato com material infectado durante exa-
me instrumental da bexiga, obstrucoes da uretra, entre ou-
tI-OS 2,5,9,15,17,18'

Normalmente a urina é estéril, ou seja, totalmente livre
de germes, logo a presenca de bactérias na urina pode-
ra levar a uma infeccdo urindria. Entre os principais
agentes envolvidos na infeccdo do trato urinario estao
Escherichia coli, Proteus sp., Staphylococcus saprophyti-
cus, Klebsiella sp., Enterobacter sp. e Enterococcus sp.,
sendo 12E3.45é3901£1'1,1 12(1)3 141;171118(215911;92?11151’110 mais comumente
isolado " T

Na gestacao, a infec¢do urindria é de grande importancia
em funcao de sua elevada incidéncia neste periodo da vi-
da da mulher. E a terceira intercorréncia clinica mais co-
mum na gestacdo, acometendo de 10 a 12% das gravidas,
sendo que a maioria destas infec¢oes ocorre no primeiro
trimestre da gravidez. Esta infeccao pode contribuir para a
mortalidade materno-infantil 91",

Em gestantes, a infeccdo urindria é ainda mais preocupan-
te quando assintomédtica pois, justamente por passar des-
percebida, esta condicao pode levar ao parto prematuro do
bebé e em hospitalizacdo da gestante. A bacteritria assin-
tomatica no inicio da gravidez é, também, um risco para
uma subsequiente pielonefrite e, por isso, gestantes devem
ser acompanhadas principalmente durante o primeiro tri-
mestre de gravidez, realizando urocultura. Caso possuam
bacteritria, devem ser tratadas a fim de diminuir o risco de
pielonefrite aguda e prematuridade °7#1°41%2, Quando sin-
tomética a infeccdo também é importante, porém é de di-
agnostico mais rdpido devido a presenca de sintomas, que
se definem de acordo com o tipo de infeccao que se esta-
beleceu no trato urindrio da gestante. A suspeita de in-
feccao urindria sintomatica se déd pela miccao freqiiente,
ardéncia, dor lombar, nduseas, vomitos, sangue na urina e
febre >,

As infeccdes urindrias sdo normalmente causadas por bac-
térias da microbiota intestinal que contaminam o trato uri-
nario. Estas bactérias sdo encontradas na urina quando se
rompe o equilibrio entre a sua viruléncia e a defesa do or-
ganismo. Na gravidez, a urina é normalmente mais rica em
nutrientes (glicose, aminoacidos) e vitaminas, o que propi-
cia um meio de cultura mais rico, facilitando o crescimento
das bactérias. Também ocorre com freqiiéncia uma dila-
tacdo do trato urindrio, criando condigdes de estase urinéa-
ria, favorecendo o crescimento bacteriano e a instalacao da
infeccao. Na gravidez, o aumento do ttero, ao ocupar mais
espaco, pode obstruir parcialmente o ureter e criar, tam-
bém, condi¢oes de estase urindria **".

Recebido em 25/04/2006
Aprovado em 13/12/2006
*Centro Universitario Feevale
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Para evitar complicacgoes, deve-se solicitar para toda a ges-
tante, urocultura de trés em trés meses, a fim de descobrir
infecgOes urindrias e trata-las precocemente, evitando as

s ~ . 6,9,11,14,17,18,20,23
complica¢coes comentadas anteriormente

MATERIAL E METODOS

A amostra deste estudo foi constituida pela urina de 100
gestantes com até 3 meses de gestacao, que nao apresen-
tassem nenhum tipo de sintoma(s) de infecgao urindria. Fo-
ram obtidas urinas de pacientes de um hospital e de con-
sultérios ginecolégicos de Novo Hamburgo, bem como de
um posto de satde da cidade de Campo Bom (RS).

A partir das amostras, foi feita a urocultura de acordo com
técnica de quantificacdo, nos meios Agar Mac Conkey e
Agar Sangue Azida, utilizando-se alca calibrada de 10pl.
As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas e ap6s a in-
cubacao, as placas foram analisadas. Aquelas que apresen-
taram crescimento bacteriano, foram quantificadas, a fim
de determinar a presenca ou auséncia de infeccdo urinéria,
sendo considerado positivas as placas que apresentaram
crescimento superior a 50.000 UFC/mL. As placas que
apresentaram contagens inferiores ficaram incubadas por
mais 24 horas, quando foi realizada nova leitura. As placas
que nao apresentaram crescimento significativo foram con-
sideradas negativas.

Nas placas positivas para infeccao, foi realizada a identifi-
cacao do(s) microrganismo(s): o crescimento em Agar Mac
Conkey foi identificado através de provas bioquimicas
(TSI, SIM, Citrato, Uréia, Fenilalanina, MIO, LIA), enquan-
to que as bactérias presentes no Agar Sangue Azida foram
identificadas com provas especificas para cocos Gram
positivos.

Além da identificacdo dos microrganismos, fez-se também
o perfil de susceptibilidade dos mesmos frente aos agentes
antimicrobianos (antibiograma), que foi realizado de acor-
do com o protocolo da técnica de difusdo de Kirby-Bauer.
Preparou-se um inéculo equivalente ao tubo 0,5 da escala
de Mc Farland, semeou-se em placa de Agar Miieller Hin-
ton e colocou-se os discos de antibiéticos selecionados de
acordo com a identificacdo bacteriana. Ap6és, as placas fo-
ram incubadas a 35°C durante 18 horas e, posteriormente,
foi feita a interpretacdo através da medida do halo do anti-
bidtico, sendo classificado em sensivel (S), intermedidrio (I)
ou resistente (R). O antibiograma foi realizado de acordo
com orientacao dos protocolos do CLSI (Clinical and Labo-
ratory Standards Institute). Este foi uma ferramenta impor-
tante para o tratamento das infec¢des urinarias na popu-
lacao estudada.

RESULTADOS

Das 100 amostras analisadas, 16 apresentaram-se positivas
mediante realizacao de urocultura, representando 16% dos
casos.

Dentre as bactérias isoladas nas culturas positivas de uri-
na, a predomindncia foi de Escherichia coli, que foi encon-
trada em 12 amostras, correspondendo a 76% do total de
microrganismos identificados. As demais bactérias isoladas
foram Enterococcus sp., Klebsiella sp., Proteus mirabilis e
S. saprophyticcus representando, cada um, 6% (Figura 1).
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Figura 1: Bactérias isoladas em urina de gestantes assintomaticas.

DISCUSSAO

A freqiiéncia e a gravidade das infecgoes urinarias duran-
te a gravidez vém sendo cada vez mais reconhecidas. Os
resultados desse estudo mostraram que 16% das gestantes
apresentaram bacteritria assintomatica no primeiro tri-
mestre de gestacao, estando assim, acima dos dados en-
contrados na literatura, que indicava a presenca de bacte-
ridria assintomadtica em apenas 2 a 9% das gestantes no
mesmo periodo gestacional **".

Este novo dado é preocupante uma vez que essa infeccao
na gravidez, se nédo tratada, podera resultar em prognoésti-
cos ruins tanto para a mae quanto para o bebé. Entao, pa-
ra reduzir as taxas de infeccdo urinaria assintomadtica nao
diagnosticada e evitar suas complicacoes (tanto maternas
como perinatais), alguns pontos devem ser considerados,
sendo o principal deles a solicitacao e realizacao precoce
da urocultura. Esse exame fornece resultados confidveis e
seguros quanto a presenca de microrganismos no trato uri-
nario, possibilitando um tratamento pontual.

A partir das uroculturas positivas, o microrganismo mais
freqiientemente isolado foi E. coli, mostrando, entao, que
este continua sendo o principal agente bacteriano em in-
fecgoes urindrias. Enterococcus sp., Klebsiella sp., Proteus
mirabilis e S. saprophyticcus, isolados em menor freqiién-
cia foram compativeis com dados da literatu-
ra1,2,3,4‘5,6,8,9,10,1],12,13,14,16,17,18‘19‘20,21,22,23.

Por fim, a partir dos resultados obtidos com os antibiogra-
mas realizados foi possivel estabelecer esquemas de trata-
mento para as bacteritrias encontradas. Sugere-se que no-
vas uroculturas sejam ser realizadas a fim de verificar se a
infecgao foi erradicada ou nao, e também, para evitar e/ou
prevenir bacteritrias recorrentes, garantindo a satude da
gestante e do bebé.
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Infeccoes urinarias de origem bacteriana
diagnosticadas em Umuarama-Pr*

Bacterial urinary infections diagnosed in Umuarama-Pr

Juliana Carla Oliveira da Silva'; Tais Fernanda Francisco Farias'; Adrieri Lago Santos'; Antonia
Cristina Francolin' & Terezinha Inez Estivalet Svidzinski®

/RESUMO - O trato urindrio é um dos locais mais comuns de infeccoes bacterianas, particularmente em mulheres. As infeccoes uri-
ndrias podem ser definidas como infecg¢oes das estruturas do aparelho urinario que ocorrem, em geral, como conseqtiéncia da pre-
senca ou colonizacao de bactérias veiculadas pela urina. O objetivo deste estudo foi determinar a freqiiéncia de infec¢des do trato uri-
nario de origem bacteriana, em Umuarama-Parana. Durante o periodo de janeiro a junho de 2004, foram analisadas 534 uroculturas,
sem restricao de idade e sexo. Deste total, 98 (18,4 %) foram amostras positivas e destas, 14,3% ocorreram em pacientes do sexo mas-
culino e 85,7% do sexo feminino. Escherichia coli foi a bactéria mais freqiiente, sendo identificada em 84% das uroculturas; esses
achados estao de acordo com a literatura. Além disso, observamos aumento das infec¢des urindrias durante os meses de outono e in-
verno, atribuido provavelmente a mudanca dos hébitos, como por exemplo, menor ingestao de agua no inverno.
PALAVRAS-CHAVE - Infeccéo urindria, diagnéstico, habitos saudaveis.

of water in the winter.
KEYWORDS - Urinary infection, diagnosis, healthy habits.

/e SUMMARY - The urinary tract is one of the sites more common of bacterial infections, especially in women. They have been defined
as infections of the any structures from urinary tract; in general they happen as a consequence of the presence of bacteria in urine or
due previous bacterial colonization. The aim of this study was to determine the frequency of bacterial infections of the urinary tract in
Umuarama-Parand. From January to June of 2004, 534 urine cultures were analyzed, without restriction of age and sex. From this to-
tal, 98 (18,4%) were positive samples, 14,3% happened in male and 85,7% in female patients. Escherichia coli was the most frequent
agent, being identified in 84% of the urine cultures, these data are in agreement with the literature. Besides, we observed increase of
the urinary infections during the months of autumn and winter, probably attributed to the change of the habits, like smaller ingestion

/
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INTRODUCAO

s infeccdes urindrias podem ser definidas como in-

fecgoes das estruturas do aparelho urindrio: rins, ure-
teres, bexiga ou uretra; que ocorrem, em geral, como con-
seqiiéncia da presenca ou colonizacao de bactérias veicu-
ladas pela urina (Santos et al., 1999). Embora a maioria das
infecgoes seja aguda e de curta duracao, elas contribuem
para uma taxa significante de morbidade na populacao. As
infeccoes graves resultam em perda da funcao renal e em
sequelas graves irreversiveis (Mims et al., 1999).
Infeccdao do trato urindrio (ITU) implica no comprometi-
mento da bexiga (cistite), dos rins (pielonefrite) ou de am-
bos. Estas infec¢oes podem ser clinicamente silenciosas
(bacteritria assintomatica); todavia, com mais freqiiéncia,
causam disuria, urgéncia, freqiiéncia da miccao e (em caso
de comprometimento renal) dor no flanco e febre. Os fato-
res predisponentes incluem: obstrucao urindria, instrumen-
talizacao (especialmente cateterismo), refluxo vesicourete-
ral, prostatismo, anomalias congénitas, diabetes mellitus,
imunossupressao; gravidez e atividade sexual nas mulhe-
res (Robbins et al., 1991; Camargo et al., 2002; Heilberg et
al., 2003). Segundo Hasenack et al. (2004), as causas das
ITUs sao complexas e influenciadas por fatores biolégicos
e comportamentais do hospedeiro, bem como pelas carac-
teristicas infectantes dos uropatégenos.
A ITU é uma doenca extremamente comum, tanto em in-
feccoes nosocomiais quanto comunitdrias, ocorrendo em
todas as idades, do neonato ao idoso (Santos et al., 2003).
As ITUs sao mais freqiientes no sexo feminino, com picos
de maior acometimento relacionado a intensidade de ativi-
dade sexual, e a outros fatores como a menopausa, de for-

ma que 48,0% das mulheres apresentam pelo menos um
episodio de ITU ao longo da vida (Heilberg et al., 2003; Ha-
senack et al., 2004).

A etiologia das ITUs é, na grande maioria das vezes, bac-
teriana e essas infec¢oes geralmente sao adquiridas por via
ascendente, da uretra para a bexiga podendo entao atingir
os rins. Ocasionalmente as bactérias que infectam o trato
urinario podem atingir a corrente sanguinea e causar sep-
sis. Menos comumente a infeccao resulta da propagacao
hematogénica até atingir os rins (Mims et al., 1999).

Urina é o principal material biolégico recebido em labora-
térios de microbiologia para a realizacao de cultura e € mu-
ito importante a identificacao do agente com realizacao do
antibiograma, visando-se assim a correta terapia antimi-
crobiana (Oplustil et al., 2001).

O diagnéstico laboratorial é baseado na cultura quantitati-
va de urina, contudo na rotina dos consultérios médicos
ambulatoriais; o diagnoéstico das ITUs ndo complicadas, em
mulheres adultas, é feito, em geral, pela anamnese, ja que
a maioria destas infec¢oes é acompanhada por sintomato-
logia tipica. Porém, de acordo com Hasenack et al. (2004)
os sintomas sugestivos de ITU (distria, polacitria, urgéncia
urindria e dor lombar) nem sempre correspondem a esta in-
fecgdo, podendo ocorrer em outras entidades nosolégicas.

Em nossa pratica laboratorial levantou-se a hipétese de
que, nos meses mais frios do ano, havia maior procura por
exames microbiolégicos para diagnéstico de infecgdes uri-
narias; e que aparentemente a freqiiéncia de culturas posi-
tivas também seria maior neste periodo do ano. Assim, o
objetivo deste estudo foi determinar a freqiiéncia de ITUs
de origem bacteriana em pacientes atendidos em um labo-
ratério de Umuarama, Paranda, Brasil e avaliar se existia
tendéncia a sazonalidade na distribuicao destas infeccoes.

Recebido em 18/07/2006
Aprovado em 13/12/2006
*Trabalho realizado no Laboratério Pronto Analise de Umuarama - PR
"Pés-graduandas do curso de Pés-Graduagdo Lato Sensu em Andlises Clinicas, Universidade Paranaense — UNIPAR, Umuarama- Parand, Brasil.
?Professor Adjunto, Universidade Estadual de Maringa — Departamento de Andlises Clinicas, UEM/DAC - Maringa- Parand, Brasil.
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MATERIAIS E METODOS

Foram analisados os resultados de todas as culturas de uri-
na de pacientes do Laboratério Pronto Andlise de Umuara-
ma, Parand, Brasil realizadas durante o periodo de janeiro
a junho de 2004, sem restricoes de sexo e idade. Os dados
cadastrais dos pacientes foram obtidos através do progra-
ma Labplus® .

As amostras de urina foram coletadas em frascos estéreis e
levadas imediatamente ao laboratério. Foram inoculadas
em Agar Cled (Biobras®) com alca calibrada de 1:1000 e in-
cubadas durante 24 a 48 horas a temperatura de 35°C (Pil-
Ioneto et al., 1998).

Foram consideradas culturas positivas aquelas placas que
evidenciaram crescimento acima de 10° (100.000 UFC/mL).
A identificacdo das bactérias que desenvolveram nas cul-
turas positivas foi realizada segundo (Pilloneto et al., 1998)
para as Enterobactérias foram empregadas provas bioqui-
micas especificas (Newprov®). Os testes de catalase, coa-
gulase e susceptibilidade a Novobiocina foram feitos para
a diferenciacao e identificacao dos cocos Gram-positivos.
A andlise estatistica dos resultados foi processada através
do programa Epi-Info v. 6.04 da Organizacao Mundial de
Saude (1996), pelo teste do Qui-quadrado de Mantel-
Haenszel, com nivel de significancia de 5,0%.

RESULTADOS

Do total de 534 amostras de urina analisadas, apenas 98
(18,4%) foram positivas, enquanto que 436 (81,6%) nao
apresentaram crescimento de microorganismos, como
apresentado na Tabela 1. Pode-se ainda notar que das 98
culturas positivas, 14,3% foram de pacientes do sexo mas-
culino e 85,7% do sexo feminino.

A faixa etdria de pacientes entre 31 a 40 anos foi a mais
afetada (N=23), correspondendo a 24,0% dos pacientes
com ITU (Figura 1).

Segundo a Tabela 2, no inverno, foi realizado maior nume-
ro de uroculturas (52,0%) que no verao (48,0%); além dis-
so, houve diferenca significativa (p <0,05) entre a freqiién-
cia de uroculturas positivas encontradas no inverno e no
verao: 22,0% e 15,0% respectivamente.

As bactérias isoladas das uroculturas estdo apresentadas
na Tabela 3, onde se observa maior freqiiéncia de ITUs por
Escherichia coli (84,0%), seguida de Proteus mirabilis e
Pseudomonas sp. (3,0%) cada.

Dos 98 pacientes com cultura positiva, 05 (5,1%) apresen-
taram recidivas no decorrer destes meses de estudo, sendo
a maioria mulheres adultas.

TABELA |
Uroculturas realizadas no Laboratério Pronto Analise de
Umuarama-PR, no periodo de janeiro a junho de 2004,
conforme o género do paciente.

Uroculturas realizadas Das uroculturas positivas
RESULTADO N % GENERO N %
Positivas 98 18,4 Feminino 84 85,7
Negativas 436 81,7 Masculino 14 14,3
Total 534 100 | Total 98 100
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TABELA 11
Resultado das culturas de urina realizadas em pacientes
do Laboratoério Pronto Analise de Umuarama-PR, no

periodo de janeiro a junho de 2004.

Meses Uroculturas Realizadas Positivas
N° %

Janeiro 72 10 14,0
Fevereiro 72 09 13,0
Marco 112 19 17,0
Total 256 (48,0%) 38 15,0
Abril 85 22 26,0
Maio 84 16 19,0
Junho 109 22 21,0
Total 278 (52,0%) 60 22,0

TABELA II
Porcentagem das bactérias isoladas das uroculturas
realizadas entre janeiro a junho de 2004, no Laboratério
Pronto Analise, Umuarama - PR

Bactérias %
Escherichia coli 84,0
Staphylococcus aureus 2,0
Pseudomonas sp. 3,0
Streptococcus sp. 2,0
Staphylococcus epidermidis 2,0
Enterobacter aglomerans 1,0
Staphylococcus saprophyticus 2,0
Serratia liquefaciens 1,0
Proteus mirabilis 3,0

@ mais de 61
m51a60
m41a50
031a40
o21a30
m11a20
m0a10

N° pacientes

FIGURA 1- Idade (em anos) dos pacientes atendidos no Labora-
tério Pronto Analise de Umuarama-PR com urocultura positiva
no 1° semestre de 2004

DISCUSSAO

No presente estudo a freqiiéncia de uroculturas positivas
foi de 18,4%, este dado numa anédlise superficial parece
baixo, contudo, estd de acordo com Souza Jr. et al. (2004)
que encontrou positividade de 19,4%.

O acometimento maior em pacientes do sexo feminino
(85,7%) é comparavel ao encontrado por Souza Jr. et al.
(2004) (81,8%) e é comumente relatado pela maioria dos
autores. A suscetibilidade da mulher as ITUs, se deve a
uretra ser mais curta e a sua maior proximidade com o anus
e o vestibulo vaginal. No homem o maior comprimento
uretral, maior fluxo urinario e o fator antibacteriano prosta-
tico sao protetores (Heilberg et al., 2003; Hasenack et al.,
2004; Souza Jr. et al., 2004).

ITU representa uma das doencas infecciosas mais comuns
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durante a gestacao, onde se nota a ocorréncia de fatores
que facilitam a mudanca destas infeccoes de assintomaéti-
cas para sintomaéticas (Souza Jr. et al., 2004).

Pbde-se observar que a faixa etdria de maior ocorréncia de
ITU foi a de 31 a 40 anos. De fato, na vida adulta a incidén-
cia de ITU aumenta Heilberg et al. (2003). Souza Jr. et al.
(2004), num estudo de 1271 uroculturas, obteve 15,4% de
casos positivos em criancas de 0 a 3 anos e na faixa etaria
de 4 a 12 anos obteve o menor indice de infecgao (2,0%);
para os autores, também, as faixas etdrias com maior inci-
déncia de infeccao foram entre 13 e 50 anos (40,1%) e aci-
ma de 51 anos (42,5%).

Os maiores responsdveis pelas ITUs sao os bacilos Gram-
negativos da microbiota fecal pertencentes a familia Ente-
robacteriaceae, especialmente Escherichia coli que é o
agente mais freqiente, independente da série estudada,
seguido dos demais Gram-negativos, como Klebsiella sp.,
Enterobacter sp., Acinetobacter sp., Proteus sp. e Pseudo-
monas sp. Entre as bactérias Gram-positivas, Staphylococ-
cus saprophyticus parece ser mais freqiente em mulheres
jovens, sexualmente ativas, enquanto que S. epidermidis
estd mais associado com ITU em pacientes hospitalizados
(Mims et al., 1999; Santos et al., 1999; Camargo et al.,
2002; Hasenack et al., 2004).

Dentre as bactérias isoladas neste estudo confirmou-se E.
coli como a maior causadora de ITU (84,0%), percentual
bastante elevado, superior ao encontrado por Souza Jr. et
al. (2004) (62,3%) e Camargo et al. (2002) (67,6%). Santos
et al. (2003) em um estudo de 2378 culturas de urina posi-
tivas encontrou frequéncias de 74,0% para E. coli, 8,0%
para P. mirabilis e 4,9% para Enterococcus. Hasenack et al.
(2004) isolaram E. coli em 57,0% das uroculturas positivas,
seguido de 14,3% de P. mirabilis, 14,3% de Streptococcus
sp. e de Enterococcus.

Do total de 98 pacientes com ITU, 05 apresentaram recidi-
vas, sendo na maioria mulheres adultas. As infec¢oes reci-
divantes ap6s o tratamento com antimicrobianos podem
ocorrer pela mesma cepa infectante inicial ou ser ocasiona-
da por uma nova infecgao. Estima-se que 80,0% das mu-
lheres com ITU tratada venham a apresentar recorréncia
(Santos et al., 1999; Souza Jr. et al. 2004).

A mudanca das estacoes do ano implica em alteracoes dos
héabitos, como, por exemplo, nota-se que no verao € mais
freqliente a pratica de exercicios fisicos e € maior a inges-
ta de liquidos. E possivel que a adaptacao das pessoas a es-
tas e a outras variagoes reflita em alteragoes fisioldgicas.
Muitos individuos relatam vivenciar maior freqiiéncia uri-
néaria nos meses de inverno, contudo a explicacdo para o
aumento das ITUs nos meses mais frios do ano ainda nao
estd clara.

Segundo Mims et al. (1999), a menor ingesta de dgua im-
plica na concentracdao da urina com todos os seus compo-
nentes (microorganismos, proteinas e outros metabdlitos
que atuam como meios de cultura, favorecendo o cresci-
mento microbiano). Além disso, hd diminuicao do fluxo uri-
nario que auxilia na eliminacdao de microorganismos da

uretra. Por outro lado, é importante notar que no verao in-
gere-se mais dgua, que € eliminada pela sudorese, concen-
trando os componentes urinarios. No inverno, ao contrdrio,
embora a ingesta de d4gua diminua, ocorre politria, diluin-
do os constituintes da urina.

E possivel que orientacées mais adequadas referentes a
hébitos saudédveis como boa alimentacao, hidratacdo e pra-
tica regular de atividade fisica pudessem contribuir, tam-
bém nos meses considerados mais frios, com melhor quali-
dade de vida da populacao. E importante entender que es-
ses cuidados nao estao associados unicamente com a esté-
tica e sim com a promocao a saude da populacao.
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Avaliacao endoécrina e morfolégica de transplante
autogeno de ovarios integros e fatiados em coelhas*

Endocrinologic and morphologic assessment of intact and sliced ovarian autologous
transplantation in rabbits

Luiz Ronaldo Alberti '; Leonardo de Souza Vasconcellos " & Andy Petroianu "

/RESUMO - Os objetivos do presente trabalho foram avaliar aspectos morfol6gicos e enddcrinos de transplantes ovarianos autégenos,
fixados em posicao ortotépica, na forma integra e fatiada, sem pediculo vascular. Foram utilizados 42 coelhos da raga Nova Zelandia
Branca. No Grupo 1 (n=8) foi realizada apenas laparotomia e laparorrafia. No Grupo 2A (n=8), transplantou-se o ovario na forma in-
tegra, no Grupo 2B, transplantou-se o ovario na forma fatiada e no Grupo 2C (n=8), transplantou-se, de um lado, o ovario integro e,
do outro lado, fatiado. Nao houve anastomose vascular. Dosou-se o estradiol, a progesterona, o hormoénio foliculo-estimulante e o hor-
monio luteinizante de cada animal no nono més po6s-operatério. Estudaram-se as morfologias macro e microscépica dos ovarios, tubas
e utero, de todas os animais. Foram utilizados os testes one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey-Kramer para comparar as do-
sagens hormonais, considerando p<0,05. Os ovérios transplantados estavam rodeados por tecido conjuntivo, bem vascularizado, mos-
trando foliculos em diferentes estadios de desenvolvimento. A histologia tubaria e uterina também foi preservada em ambos os gru-
pos. A dosagem hormonal foi normal em todas as coelhas, indicando que o ovario transplantado estava funcionante do ponto de vis-
ta endécrino. Conclui-se que o transplante autégeno ortotépico de ovarios, na forma integra ou fatiada, sem preservacao do pediculo
vascular é viavel e preserva as funcoes endécrinas.

\PALAVRAS-CHAVE - Histologia ovariana; Hormoénios ovarianos; Transplante ovariano autégeno, Coelho. /

/e SUMMARY - The objective of the present work was to assess endocrine and hystological ovarian aspects of rabbits submitted to bi-\
lateral oophorectomy and orthotopic autologous intact and sliced ovarian transplantation without a vascular pedicle. 42 New Zealand
White and California rabbits were studied. The ovaries were removed and orthotopically transplanted without vascular anastomoses:
Group 1 (n = 8), only laparotomy and laparorrhaphy were performed; Group 2A (n = 8) intact ovaries were reimplanted on both sides;
Group 2B (n = 8) both ovaries were sliced and orthotopically reimplanted; Group 2C (n = 8), an intact ovary was reimplanted on one
side and a sliced ovary on the other side. Estradiol, progesterone, follicle stimulating hormone and luteinizing hormone levels were
assessed nine months after surgery. At the end of the experiment, morphologic aspect of the ovaries uterus and tubes were carried
out. One-way ANOVA and the Tukey-Kramer tests compared the hormonal dosages. The significance was for p < 0.05. The ovary im-
plants were surrounded by connective tissue; they were well vascularized, and presented follicles in different stages of development.
Hormonal values were normal in all rabbits. Integer or sliced orthotopic autologous ovarian transplantation without vascular pedicle
is viable in rabbits, was effective to preserve normal level of ovarian hormone.

KEYWORDS - Ovarian histology; Ovarian hormones, Autologous ovarian transplantation, Rabbit. Y,
INTRODUGAO A utilizacao de tecidos ovarianos criopreservados e reim-
plantados em posicao heterotépica é uma alternativa mais
uitas pacientes com cancer sofrem perda iatrogénica fisiolégica de manter a funcdo hormonal no pés-operatoério
da funcgédo ovariana, mesmo sem o ovario estar envol- tardio da retirada de ovarios normais *"**,
vido na doenca, em decorréncia de tratamento radioterapi- | OS objetivos do presente trabalho foram avaliar aspectos
co e quimioterapico . Em outros casos, a ooforectomia é morfolégicos e endoécrinos de transplantes ovarianos auté-
realizada em procedimentos sobre a pelve, mesmo sem ha- | 9genos, fixados em posicao ortotopica, na forma integra e
ver inconveniéncia em sua manutencao. Essa conduta re- | fatiada, sem pediculo vascular.
sulta em menopausa precoce e disturbios funcionais, tais .
como disfuncao sexual, niveis alterados de lipoproteinas, MATERIAIS E METODOS
além de maior risco de osteoporose e de doencas cardia-
cagi2132024 Este trabalho foi realizado de acordo com as recomen-
Uma alternativa fisiolégica de manter a funcao hormonal dagoes das Normas Internacionais de Protecao aos Animais
em mulheres que precisam se submeter a retirada de ova- e do Codigo Brasileiro de Experimenta¢ao Animal (1988) ™,
rios normais, nas quais a funcao regulatéria do eixo hipo- tendo sido aprovado pela Comissao de Etica do Departa-
tdlamo-hipéfisario esta intacta e na auséncia de doenca au- | mento de Cirurgia da Faculdade de Medicina da Universi-
to-imune € o transplante ovariano. Diversas técnicas expe- dade Federal de Minas Gerais (UFMG).
rimentais de auto-implante ovariano vém sendo pesquisa- Foram estudadas 42 coelhos (Oryctogalus cuniculus) da
das *. A multiplicidade de espécies animais e de métodos raca Nova Zelandia Branca, sendo 32 fémeas e dez machos
estudados para a preservacao da funcao ovariana resulta sabidamente férteis. No inicio do experimento, todos os co-
em informacoes conflitantes quanto a eficdcia da preser- elhos estavam com 4 meses de idade, sexualmente madu-
vacdo hormonal %92, ros e com peso variando de 2450 g a 2700 g. Os animais
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provenientes do Biotério Central da Escola de Veterinaria
da UFMG foram mantidos em gaiolas individuais, onde re-
ceberam racao e agua a vontade. No pré-operatorio, todos
permaneceram em adaptacao e observacao do estado de
saude por 20 dias. Apés este periodo os animais foram
mantidos em jejum pré-operatério de 12 horas.
As coelhas foram aleatoriamente distribuidas em:
Grupo 1: (n=8), animais submetidos apenas a laparotomia
mediana e laparorrafia.
Grupo 2: transplante autégeno de ambos os ovarios
Subgrupos 2A: (n=8): integro bilateral

2B: (n=8): fatiado bilateral

2C: (n=8): integro de um lado e fatiado do
outro lado

Todos os animais receberam antibioticoprofilaxia com cefa-
droxila (Cefamox; Bristol-Myers-Squibb, Sao Paulo) na do-
se de 50mg/kg dissolvida em 10ml de leite e administrada
por cateter orogastrico trinta minutos antes do procedi-
mento cirurgico.

A anestesia foi induzida com injecao intramuscular na re-
giao glutea de cloridrato de quetamina (Ketalar®, Pfizer,
Séao Paulo) a 5%, na dose de 50 mg/kg. Quando necessa-
rio, foi aplicado adicionalmente um quarto da dose inicial
do anestésico. Durante todo o periodo anestésico, foram
observadas as freqiiéncias cardiaca e respiratéria, além da
movimentacgdo voluntdria dos coelhos, com vista a detectar
possiveis complicacoes.

Apbs tricotomia do abdome, realizou-se anti-sepsia com
solucao de polivinilpirrolidona (PVPI®) degermante, se-
guida por solucao alcodlica de iodo a 2 %. A assepsia foi
seguida pela colocacdo de campos operatorios.

Os animais do Grupo 1 foram submetidos a laparotomia
mediana infra-umbilical, identificacao do tutero, das tubas
uterinas e dos ovarios. Em seguida, realizou-se laparorra-
fia com suturas continuas em dois planos, aponeurose, com
fio de poliglactina 2-0 (Vicryl®, Ethicon, Sao Paulo) e pele,
com néilon 3-0 (Nylon®, Ethicon, Sao Paulo).

Nos animais do Grupo 2, através de laparotomia mediana
infra-umbilical, realizou-se ooforectomia bilateral, com cu-
idado para preservar a integridade das tubas uterinas. Em
seguida, os ovdrios foram reimplantados ortotopicamente
sem anastomose vascular e fixados com um ponto de fio de
ndilon 5-0 (Nylon®, Ethicon, Sdo Paulo), de acordo com os
subgrupos seguintes: Subgrupo 2A - submetido a trans-
plante autégeno bilateral ortotépico dos ovdrios integros,
Subgrupo 2B - os ovarios foram cortados longitudinalmen-
te em trés fatias de 2 mm de espessura com bisturi e, em
seguida, foram transplantados ortotopicamente, Subgrupo
2C - transplantaram-se os ovdrios ortotopicamente, de um
lado, na forma integra, e do outro, na fatiada.

Apés o ato cirdrgico, as coelhas receberam ragdo e agua
previamente filtrada em recipientes préprios, ad libitum e
foram mantidas em gaiolas individuais, em condicoes ade-
quadas de higiene, ventilacao e iluminacao.

No nono més apoés o procedimento cirurgico, os animais fo-
ram novamente anestesiados e submetidos a segunda la-
parotomia. A veia cava abdominal foi identificada e punci-
onada para coleta sanguinea por sistema a vacuo (Vacun-
tainer®, Becton Dickinson, Brasil). De cada animal, cole-
tou-se 1ml de sangue venoso em frasco estéril para soro
(tampa vermelha, com gel separador). As amostras sangui-
neas coletadas foram imediatamente centrifugadas a 4000
rpm por 10 minutos e submetidas imediatamente aos exa-
mes laboratoriais. Foram dosados dois hormonios hipofisa-
rios: hormonio foliculo-estimulante (FSH) e hormonio lutei-
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nizante (LH), e dois hormonios gonadais: estradiol e pro-
gesterona, pelo método da imunofluorimetria, utilizando o
aparelho de automacao AutoDelfia™ (Wallac Ou, Finlan-
dia). Os valores hormonais obtidos nas coelhas do Grupo 1
(controle) foram considerados como valores de referéncia
para os demais grupos, tendo em vista que nao houve es-
tudo hormonal prévio nas coelhas operadas.

Apbs a coleta, todas as coelhas foram mortas por choque
hemorrdgico, apés anestesia profunda com quetamina
(100mg/kg). As cavidades tordcica e abdominal, bem como
seus 6rgaos, foram cuidadosamente estudados. Retirou-se
o utero, os ovarios e as tubas uterinas de todas as coelhas.
Fragmentos de 5 pm foram obtidos de cada estrutura, sen-
do parte deles fixados em solucao de Bouin e outra parte
em solucao de formaldeido a 4% (formol a 10%). Os cortes
foram fixados sobre laminas de vidro e corados com hema-
toxilina e eosina (HE) para estudo histolégico de rotina. A
viabilidade ovariana foi avaliada baseada nos seguintes
parametros histolégicos: presenca de angiogénese, qualifi-
cacao dos foliculos ovarianos e presenca de corpos liuteos.
Foram utilizados os testes one-way ANOVA seguido pelo
teste de Tukey-Kramer para comparar as dosagens hormo-
nais (estradiol, progesterona, hormonio foliculo-estimulan-
te e hormonio luteinizante). As diferencas foram considera-
das significativas para valores correspondentes a p<0,05.

RESULTADOS

Todos os animais recuperaram-se espontaneamente das ci-
rurgias e sobreviveram durante os nove meses do experi-
mento, sem intercorréncias.

A Tabela 1 mostra os valores hormonais obtidos de todas as
coelhas. Hormonios ovarianos foram detectados em todas
as coelhas submetidas ao transplante autégeno. Nao hou-
ve diferenca entre as médias dos valores hormonais dos di-
versos subgrupos e as do Grupo-controle (p>0,05).

A segunda laparotomia, a cavidade abdominal do Grupo 1
manteve-se com aspecto normal. Houve aderéncias entre a
tuba e o ovario em duas coelhas. O tutero e as tubas nao
mostraram outras alteracoes anatomicas.

Ao exame macroscépico, verificou-se que os ovarios das
coelhas do Grupo 2 (transplante autégeno) preservaram
sua parte externa, sem fibrose ou reacao inflamatoéria. To-
davia, encontrou-se hidrossalpinge em dois animais, além
de maultiplas aderéncias entre ovdrio, tuba e intestino nas
outras duas coelhas. O tutero de todos os animais tinha as-
pecto normal. O restante da cavidade abdominal permane-
ceu sem alteracoes. Ndo houve alteracoes macroscépicas
nos demais 6rgaos abdominais.

Ao estudo histolégico, verificou-se que os ovdrios tanto dos
animais controle quanto dos reimplantados estiveram pre-
servados, ndo havendo diferencas entre eles. Também nao
foram encontradas diferencas entre os ovarios reimplanta-
dos integros ou fatiados. A viabilidade ovariana foi confir-
mada pela presenc¢a de angiogénese satisfatéria, varios fo-
liculos em diferentes estddios de maturacdo, bem como
corpos liteos e cistos foliculares em proporcoes variaveis.
Nao foram identificados sinais de isquemia ou necrose.

A histologia tubdria das coelhas do Grupo 1 foi normal,
com microvilosidades bem desenvolvidas, trofismo preser-
vado e auséncia de sinais inflamatérios ou degenerativos.
No Grupo 2, foram encontradas hidrossalpinge em quatro
coelhas. Os demais animais apresentaram histoarquitetura
tubaria conservada.

A histoarquitetura uterina de todas as coelhas foi mantida.
O endométrio evidenciou diversas fases de proliferacao,

RBAGC, vol. 39(1): 63-66, 2007



compativeis com as fases do ciclo estral, indicando adequa-
da producao hormonal.

TABELA Il
Distribuicao dos animais segundo os valores hormonais
(média e desvio padrao da média) dosados nas coelhas
controle e submetidas ao transplante autégeno
ortotépico de ovarios.

GRUPOS ESTRADIOL PROGESTERONA FSH LH
(pg/mi) (pg/mi) un (o)
1 2.801+762 104.200+2.348 0,13+0,05 0,16+0,07
2A 2.500 = 950 109.300 = 5500 0,30 = 0,20 0,30 = 0,20
2B 2.850 = 700 105.400 = 3500 0,20 = 0,10 0,20 = 0,10
2C 2.950 + 850 106.100 = 3300 0,30 0,20 0,20 = 0,10

G1 - Grupo controle

G2A - Transplante ovariano autégeno na forma integra

G2B - Transplante ovariano autégeno na forma fatiada

G2C - Transplante ovariano autégeno na forma integra de um lado e fatiada, de outro
FSH: Horménio foliculo-estimulante

LH: Horménio luteinizante

DISCUSSAO

Diversas técnicas experimentais de auto-implante ovariano
vém sendo pesquisadas *”. A multiplicidade de espécies
animais e de métodos estudados para a preservacao da
funcao ovariana resulta em informacoes conflitantes quan-
to a eficacia da manutencao hormonal **. Optou-se pelo
emprego de coelha como animal de experimentacao a par-
tir da observacao de sua boa capacidade reprodutiva e da
simplicidade do procedimento cirirgico sem a necessidade
de material especial, considerando também uma linha de
pesquisa desenvolvida por nés no Departamento de Cirur-
gia da UFMG referente a transplante de 6rgaos e teci-
doslﬁ,ZG.

Utilizou-se a quetamina pelas suas caracteristicas de indu-
zir estado de sedacao, imobilidade e analgesia acentuada
com efeito de anestesia dissociativa com larga margem de
seguranca e facil controle do plano anestésico.

No presente estudo, nao houve diferenca nas concen-
tragoes hormonais entre o Grupo 1 (controle) e o Grupo 2
(submetidos a cirurgia dos ovéarios). Do mesmo modo, o es-
tudo microscépico ovariano em ambos 0s grupos nao mos-
trou evidéncias que sugerissem uma hiper ou hipofuncao
hormonal, como por exemplo, hipotrofia ou hiperplasia en-
dometrial, fato esse comprovado pelas dosagens dos hor-
monios hipofisdrios e gonadais, que se mantiveram dentro
da faixa de normalidade.

O auto-implante ovariano ortotépico avascular foi um bom
método para completa recuperacao das funcoes ovarianas.
O suprimento sangiiineo é um fator importante para man-
ter a vitalidade tanto dos auto-implantes quanto dos trans-
plantes de ovario. Os resultados do presente experimento
confirmam que a funcao ovariana pode ser preservada
apo6s castracao seguida de implante ovariano sem a reali-
zacao de anastomose vascular em coelhos. Esse fato tam-
bém fora constatado previamente em ratos '**. A auséncia
de anastomose vascular nao interferiu na vitalidade dos
ovarios, que foram envolvidos por neoformacao vascular
adequada. Nao foram detectadas complicacdes decorren-
tes da falta do restabelecimento vascular cirdrgico, pois ne-
nhum dos animais apresentou sinais de isquemia ovariana.
Esses achados contradizem alguns autores que consideram
fundamental a revascularizacdao cirirgica dos enxertos
ovarianos para a manutencao de sua funcionalidade ***. Por
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outro lado, existem estudos que constataram ser a anasto-
mose do pediculo vascular desnecessdria para a manu-
tencao da vitalidade e funcao ovariana. A intensa neovas-
cularizacdo que se forma em torno do ovario parece ser su-
ficiente para conservar sua vitalidade ***. Os elementos res-
ponséveis pela estimulacao da angiogénese ainda perma-
necem desconhecidos #*. De acordo com a literatura, o teci-
do ovariano é uma rica fonte de fatores angiogénicos, que
estimulam a rapida migracao de células endoteliais nos ca-
sos de transplantes, o que leva ao restabelecimento da cir-
culacédo sangtiinea ’. Dissen et al.® implantaram coértex ova-
riano adjacente a veia jugular e verificaram revasculari-
zacao do enxerto 48 horas apés o procedimento. Esse feno-
meno acompanhou-se de aumento na expressao de agen-
tes angiogénicos especificos, principalmente do fator de
crescimento derivado do endotélio. Esses autores também
sugeriram que a secrecao de gonadotropinas desempenha
um papel significativo na resposta vascular. Dentre as go-
nadotropinas hipofisédrias, o FSH parece ser o mais impor-
tante, devido ao estimulo a mitose celular da granulosa e a
inibicao de sua apoptose. O tratamento de foliculos antrais
de ratos com doses crescentes de FSH causam uma su-
pressao da fragmentacao do DNA dose-dependente, atin-
gindo a supressao maxima de 60% °. Em decorréncia da
privacao de fatores mitogénicos e troficos, como as gona-
dotropinas e os esteréides ovarianos, héa lesdo por apopto-
se das células do ovario. A dosagem de FSH manteve-se
dentro dos limites da normalidade nos grupos estudados.
Um fator descrito como de importancia para a sobrevida e
desenvolvimento folicular apés a retirada cirtrgica dos
ovarios é a temperatura média de conservacao do tecido.
Ao contrério de outros modelos de transplante de 6rgaos, o
tecido ovariano a temperatura em torno de 37°C mostra
melhor conservacgdo do 6rgao se comparado ao armazena-
mento em gelo. E possivel que os o6citos primordiais e fo-
liculos primdrios tenham a mesma sensibilidade a tempe-
raturas baixas, assim como os oo6citos e foliculos maduros *.
Durante o ato operatoério, tomou-se o cuidado de realizar o
reimplante dos ovérios logo apés a ooforectomia, com o in-
tuito de se manter a temperatura ovariana o mais préximo
da fisiolégica, minimizando as possiveis perdas de células
ovarianas.

A avaliacdo macroscépica e microscopica ndo mostrou di-
ferencas quanto a preservacao ovariana quando se implan-
tava na forma integra ou fatiada. Por outro lado, em estudo
prévio com ratas, os resultados hormonais foram melhores
no grupo de reimplante ovariano fatiado **. Contudo, es-
sa diferenca nao foi verificada na coelha. Cabe, portanto,
considerar que o implante ovariano fatiado possa ser mais
eficaz do que o integro. Diante da falta da uniformidade
entre os resultados das duas espécies estudadas neste tra-
balho e aparente auséncia de subsidios da literatura para
essa questao, é fundamental prosseguir nesta linha de pes-
quisa, em busca da resposta a esse problema.

O periodo da coleta sangliinea para as dosagens hormo-
nais coincidiu com a fase de puerpério em todas as coelhas
do Grupo-controle. O mesmo nao ocorreu com os animais
do Grupo 2, o que explica a maior variacao hormonal entre
os animais de mesmo subgrupo. A dosagem de FSH nas
coelhas estudadas ndo mostrou diferenca com significancia
estatistica entre os grupos 1 e 2. Esse fato mostra que os
ovdarios reimplantados mantinham producdo hormonal de
estradiol dentro da normalidade, ja que, por mecanismo de
retroalimentacao, qualquer diminuicao da producao de es-
tradiol estimularia a liberacao do FSH.

A secrecao basal de LH é suprimida pela combinacao da
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progesterona secretada pelo corpo liteo e do estradiol deri-
vado dos foliculos antrais °. Como a concentracao de LH
manteve-se dentro dos limites da normalidade nos animais
submetidos ao transplante ovariano autégeno, tal fato com-
prova adequada producao hormonal nos ovérios estudados.
A Tabela 1 mostra que a média dos valores hormonais nos
animais submetidos ao reimplante estiveram dentro da va-
riacao normal para progesterona, estradiol, FSH e LH. Por-
tanto, a viabilidade dos ovérios reimplantados foi evidenci-
ada pela presenca de hormoénios séricos circulantes, o que
valida o método utilizado como alternativa para preser-
vacao hormonal em coelhas.

CONCLUSAO

O transplante autégeno ortotépico de ovarios, na forma in-
tegra ou fatiada, sem preservacdao do pediculo vascular é
viavel e preserva as fungoes enddcrinas.
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Analise comparativa de metodologias para dosagem
de proteinuria de 24 horas*

Comparative analyses of methodologies for 24-hour proteinury quantification

Juliana Bernardon Pretto Gongalves, Maria do Carmo Miranda, Daniela Valcarenghi, Ednéia
Casagranda Bueno

~

RESUMO - A dosagem de proteintria de 24 horas é frequentemente utilizada para avaliar a funcao renal, principalmente em paci-
entes com insuficiéncia renal aguda e cronica, diabéticos e hipertensos. Este trabalho objetivou comparar duas metodologias empre-
gadas na dosagem de proteinuria de 24 horas em laboratérios clinicos, uma colorimétrica automatizada (Sensiprot®, Labtest®, Lagoa
Santa, MG, Brasil) e outra turbidimétrica manual (acido sulfossalicilico — principio de Folin e Davis). Foram estudadas 50 amostras de
urina de 24 horas de pacientes de idades diversas, de ambos os sexos, provenientes do Laboratério Escola de Anélises Clinicas da Uni-
versidade do Vale do Itajai. A comparacao dos resultados obtidos nas duas metodologias pelo coeficiente de determinacao mostrou
nao haver diferenca na concentracao de proteintria de 24 horas nas amostras analisadas (r’=0,9585). Desta forma, ambas as metodo-
logias podem ser utilizadas na dosagem de proteintria de 24 horas, embora a metodologia automatizada apresente como vantagens

maior rapidez de execucao, utilizacao de menor volume de amostra e reagente e obtencao de resultados mais reprodutiveis.
PALAVRAS-CHAVE - Automacao, manual, metodologias, proteintria. Y,

producible results.
KEYWORDS - Automation, manual, methodologies, proteinury.

/SUMMARY - The proteinury 24-hour quantification is frequently used to evaluate the renal function, mainly in patients with chronic\
and acute renal failure, diabetes and hypertension. This work aimed to compare two methodologies for 24-hour proteinury quantifi-
cation used in clinical laboratories, one of them is a colorimetric assay by automatized procedure (Sensiprot®, Labtest®, Lagoa Santa,
MG, Brazil) and other is a turbidimetric assay (acid sulfossalicilic — Folin and Davis) by manual procedure. A total of 50 24-hour uri-
ne samples from patients of varied ages, from both male and female gender had been studied. All samples were obtained between
April and May of 2005, from patients carried through the Laboratério Escola de Andlises Clinicas of the Universidade do Vale do Ita-
jai. No difference in the concentration of 24-hour proteinury was observed between the both methodologies studied, according the de-
termination coefficient (r*=0.9585). Therefore, the both manual and automatized methodologies can be used for quantification of 24-
hour proteinury, even so the automatized methodology are faster, uses a minor volume of sample and reagent and present more re-

/

INTRODUGAO

Aanélise laboratorial da urina é inquestionavelmente um
importante exame nao invasivo disponivel para estudo
das diferentes patologias renais. Quando bem executado e
propriamente interpretado, o exame de urina auxilia no di-
agnostico, tratamento e monitoramento de patologias que
podem evoluir para insuficiéncia renal. A presenca de
quantidades elevadas de proteina na urina pode ser um in-
dicador de doenca renal, algumas vezes precedendo quais-
quer outros sintomas clinicos. Entretanto, existem determi-
nadas condicgdes fisioldgicas e sinalizadoras, como exercici-
os e febre, que podem levar a aumento da excrecao de pro-
teina na urina (FICHBACH, 2002; MOTTA, 2003).

Considerando que a urina normal, formada e excretada pe-
lo sistema renal e trato urindrio saudavel, ndo contém pro-
teina ou contém apenas vestigios desta, a presenca persis-
tente de proteintria € a indicacdo mais importante de esta-
dos patolégicos e de doencga renal. Se mais que um vesti-
gio for encontrado persistentemente na urina em amostra
isolada se faz necessdria uma avaliacdo quantitativa de 24
horas da excrecao de proteina (LIMA et al., 2001).

A urina de uma pessoa saudavel geralmente contém pro-
teina excretada na concentracdo de 2,5 a 26 mg/24 horas,
e geralmente nao é detectdvel pelos métodos laboratoriais
habituais. Quando a quantidade de proteina na urina au-
menta entre 30 e 150 mg/24 horas, mesmo que ainda seja
uma pequena quantidade, a perda protéica é denominada
microalbumintria. Uma excrecgao urinaria de proteinas su-
perior a 150 mg/24 horas caracteriza a proteinuria, que po-
de variar desde pequenas quantidades até perda macica

de proteinas durante este periodo de 24 horas. Uma vez
encontrada, a proteintria devera ser investigada por uma
completa avaliacao da funcao renal (HENRY, 1999).

A proteintria pode ser assintomaética ou sintomaética. A
prevaléncia relatada de proteintria em amostras urinarias
isoladas é de 2 a 11%, relacionada principalmente ao mé-
todo de deteccao utilizado e a faixa etdria dos individuos
avaliados. J4 a prevaléncia da proteindria detectada em
mais de uma amostra urindria é menor, variando entre um
e 5%. Embora a proteintria possa indicar a presenca de
doenca renal subjacente importante, ela também ocorre fi-
siologicamente na chamada proteintria funcional transit6-
ria e ortostatica, condicoes estas sem relevancia clinica
(MOTTA, 2003).

A pequena quantidade de proteina presente normalmente
na urina consiste de albumina e globulinas do plasma. A
albumina é filtrada mais prontamente que as globinas, de-
vido ao impedimento oferecido pelos glomérulos a passa-
gem de proteina do sangue para o liquido filtrado glome-
rular. Por conseguinte, o termo albumintria € utilizado com
freqiiéncia como sinénimo de proteintria (HENRY, 1999;
PAGANA, PAGANA, 2001).

A proteintria observada em individuos normais resulta de
trés mecanismos: filtracao glomerular, secrecao tubular e
nao reabsorcao tubular. Contudo, o principal mecanismo
que impede a perda de proteinas plasmaticas na urina é a
barreira de filtracao glomerular, uma estrutura formada pe-
lo endotélio do capilar glomerular, a membrana basal e o
epitélio visceral da cdpsula de Bowman ou poddcitos. A
barreira de filtracao exerce dois tipos de restricao a passa-
gem das proteinas plasmaticas, uma dependente do tama-
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nho molecular e outra dependente da carga da molécula
protéica (WALLACH, 2000).

Desta forma, as moléculas de grande peso molecular como
a albumina (69.000 kDa) sao mais dificilmente filtradas do
que as de menor tamanho, como as globulinas (25.000
kDa). A outra restricao a passagem das proteinas plasma-
ticas envolve a eletronegatividade da barreira de filtracao
e que dificulta a passagem de moléculas com a mesma ca-
racteristica. Assim, a barreira de filtracao impoe pouca re-
sisténcia as moléculas eletropositivas ou eletroneutras, tais
com as globulinas. Mais recentemente tem sido observado
que alteracoes da hemodinamica glomerular também po-
dem influenciar na perda urinaria de proteinas (HENRY,
1999; FICHBACH, 2002).

A principal proteina observada na urina de pacientes com
doenca glomerular é a albumina. A presenca de albumint-
ria geralmente esta relacionada a uma lesdo na barreira de
filtracdo, através de alteracgoes estruturais, da perda da ele-
tronegatividade, ou ainda da elevagao da pressao de ultra-
filtracdo transcapilar. Em determinadas condic¢oes clinicas,
a determinacdo do indice de seletividade da proteinuria
através da razao entre o clearance de IgG e o clearance de
transferrina apresenta grande importancia clinica (McEL-
DERRY, TARBIT, CASSELS-SMITH, 1982; HENRY, 1999).
O procedimento inicial diante de uma suspeita de é a iden-
tificacao da mesma, ou seja, determinar se ela é persisten-
te ou funcional. Uma proteintria é dita persistente quando
é detectada em pelo menos duas amostras urindrias num
periodo de 30 dias e freqlientemente estd associada a pa-
tologia renal subjacente. As proteinurias funcionais podem
ser transitorias ou ortostaticas, detectadas em amostras uri-
ndrias ocasionais ou quando o individuo estéd na posicao or-
tostatica e apresentando significado clinico duvidoso (AL-
VES, 1998; LIMA et al, 2005).

Os tipos de proteinturia podem ser facilmente determina-
dos através da eletroforese ou imunoeletroforese das pro-
teinudrias urinérias. Embora este método seja indicado em
determinadas situagoes clinicas, ele tem custo elevado e
nao esta disponivel rotineiramente em muitos laboratérios
de andlises clinicas (McELDERRY, TARBIT, CASSELS-
SMITH, 1982).

O desenvolvimento de metodologias e estudos comparati-
vos de metodologias espectrofotométricas para a determi-
nacao de proteinas sempre foram de grande interesse para
profissionais das andlises clinicas. A comparacao de dois
métodos para a andlise de proteina na urina revela dados
como sensibilidade, especificidade e custo-beneficio, que
proporcionam uma otimizacdao no resultado obtido. Com-
parando duas metodologias de dosagem de proteinas na
urina, pode-se averiguar varios fatores que permitem con-
cluir vantagens e desvantagens de cada método (McEL-
DERRY, TARBIT, CASSELS-SMITH, 1982; ZAIA, ZAIA,
LICHTIG, 1998; LIMA et al., 2005).

Alternativamente o tipo de proteintria pode ser identifica-
do de forma mais simples e barata, por meio de metodolo-
gia colorimétrica e turbimétrica. No procedimento colori-
meétrico, a proteina presente na amostra altera a cor do co-
rante vermelho de pirogalol/molibdato de s6dio, permitin-
do a quantificacdo da intensidade de cor e que é proporci-
onal a concentracao de proteina. O método turbimétrico
emprega o acido sulfossalicilico, que através da precipi-
tacdo das proteinas pode-se determinar qualquer tipo de
proteina na urina (HENRY, 1999; LIMA et al., 2001).
Algumas dessas metodologias sdo realizadas através de
métodos manuais, como a técnica de Folin e Davis, en-
quanto que outras podem ser realizadas em equipamentos
de automacao. As diferencas entre as duas variacoes de
metodologias podem fornecer resultados discrepantes na
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dosagem da proteina, devido tanto ao procedimento manu-
al e automatizado, quanto pela reacao envolvida na de-
teccao da proteina (HENRY, 1999). Assim, o objetivo do
presente trabalho foi comparar os dois métodos utilizados
atualmente na determinacao de proteinas na urina de 24
horas, empregando amostras biolégicas de pacientes aten-
didos pelo Laboratério Escola de Andlises Clinicas (LEAC)
da Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI).

MATERIAIS E METODOS

O estudo obteve parecer favoravel da Comissdo de Etica
em Pesquisa da UNIVALI (parecer n° 405/2005), de acordo
com a Resolucado no 196/96 do Conselho Nacional de Sat-
de sobre o assunto (BRASIL, 1996). No periodo de abril e
maio de 2005 foram estudadas 50 amostras de urina de 24
horas de pacientes com idades variadas, de ambos os se-
xo0s, provenientes do Laboratério Escola de Analises Clini-
cas. As amostras de urina foram coletadas em frascos apro-
priados para o teste, e os pacientes devidamente orienta-
dos quanto ao procedimento de coleta. Inicialmente foi de-
terminado o volume total de cada amostra de urina, segui-
do da analise pareada de cada amostra por duas metodolo-
gias distintas, para quantificacao da proteina presente.

A metodologia turbimétrica manual para quantificacao da
proteintria, de acordo com o principio de Folin e Davis, foi
realizada ap6s a preparacao dos reagentes e confeccao da
curva de calibracdo com &cido sulfossalicilico e cloreto de
so6dio (LIMA et al., 1999). A curva de calibracao se fez ne-
cessdria para a quantificacdo precisa da proteina presente
na amostra. As amostras foram processadas apds a centri-
fugacao, com a adicao de acido sulfosalicilico e homoge-
neizacao por inversao. A turbidez da amostra foi determi-
nada em espectofotometro Shimatzu UV 1601 (Shimadtzu
Corporation, Japan), a 540 nm, sendo proporcional a con-
centracdo de proteina presente na amostra.

A metodologia colorimétrica automatizada foi realizada
com o emprego do kit Sensiprot (Labtest®, Lagoa Santa,
MG, Brasil), disponivel comercialmente. O teste se baseia
na formacao de um complexo pela reacao entre o vermelho
de pirogalol e o molibdato de s6dio que, quando combina-
do com a proteina presente na amostra, em meio acido, de-
senvolve um cromoéforo de cor azul. A cor formada foi
quantificada a 600 nm, sendo proporcional a concentracao
de proteina presente na amostra. Todo o procedimento foi
realizado no equipamento de automacao em bioquimica
Cobas Mira (Roche®, Belleville, NJ, USA).

Os resultados obtidos nos métodos turbimétrico manual e
colorimétrico automatizado foram avaliados para a deter-
minacao do desempenho das duas metodologias. A compa-
racao das metodologias foi realizada pelo coeficiente de
determinacao (r?).

RESULTADOS

Os resultados individuais, em mg/24 horas, obtidos na and-
lise pareada das 50 amostras de urina de 24 horas pelos
métodos turbimétrico manual e colorimétrico automatizado
podem ser observados na Figura 1. A média e desvio
padrao foram 1053,9 + 1509,8 mg/24 horas para a metodo-
logia colorimétrica automatizada e 720,1 + 1047,6 mg/24
horas para o método turbimétrico manual. O intervalo de
confianca de 95% foi de 1054,0 + 429,5 mg/24 horas para a
metodologia colorimétrica automatizada e de 720,2 + 298,0
mg/24 horas para o método turbimétrico manual. A Figura
2 apresenta a comparacao das duas metodologias de acor-
do com o coeficiente de determinacao (r?).

RBAC, vol. 39(1): 67-69, 2007



7000+

.
60004
.
50004
.
H
o 4000
5 .
= . .
<
ﬁ .
=]
E
© 30004 .
g .
£ *
] T .
L]
5 : .
.
o -
2000+
. ]
T .
bt ]
S .
1000 o° .
- P
.
..I . L
.
L LT L1
160 s
bt ] .
1204 ]
.l ..
.
80 . s
. ®
we
.
40 e
.
:-.
("L
0
| Automacgao | Manual |

Método utilizado na dosagem

Figura 1. Resultados individuais, em mg/24 horas, obtidos na
andlise pareada das 50 amostras de urina de 24 horas pelos mé-
todos turbimétrico manual (acido sulfossalicilico-Folin e Davis) e
colorimétrico automatizado (Sensiprot®). Barra horizontal cor-
responde a média do grupo. Barra vertical corresponde ao des-
vio padrao do grupo.
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Figura 2. Comparacao dos resultados, em mg/24 horas, obtidos
na analise pareada das 50 amostras de urina de 24 horas pelos
métodos turbimétrico manual (acido sulfossalicilico-Folin e Da-
vis) e colorimétrico automatizado (Sensiprot®). r’: coeficiente de
determinacao.

DISCUSSAO

O estudo comparativo de duas metodologias distintas, mas
que tem a mesma finalidade no laboratério de anélises cli-
nicas, revela as vantagens e desvantagens de cada méto-
do, além de dados como sensibilidade, especificidade e
custo-beneficio, proporcionando a otimizacao no resultado
obtido (LIMA et al., 2005).

Vérios métodos tem sido desenvolvidos para determinar a
proteina urindria. Muitos desses métodos espectrofotomé-
tricos, ao longo dos anos, tém sido propostos para a deter-
minacao de proteinas, mas nao existe uma metodologia
considerada de uso universal para todos os meios. Somado
a isso, a grande maioria dos ensaios, incluindo aqueles de
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objetivam a quantificacdo da proteintiria, ndo é completa-
mente satisfatéria devido a estreita faixa de linearidade da
curva de calibracao e a pouca repetitividade dos mesmos
(McELDERRY et al., 1982; ZAIA, ZAIA, LICHTIG, 1998).
Em geral, os resultados obtidos por métodos de precipitacao
demonstram uma variacao na concentracao de até duas ve-
zes. No método turbidimétrico com acido sulfossalicilico a
precisao é menor e os coeficientes de variacao ndo sao ade-
quados. Somado a estes fatores, a impossibilidade de ob-
tencao de um padrao primdrio representando a mistura va-
riada de proteinas que sdo excretadas na urina também cor-
roboram com as deficiéncias do método (HENRY, 1999).
Um importante critério de performance primdria nos ensai-
os utilizados para determinar parametros bioquimicos é a
sensibilidade (HENRY, 1999). Os resultados obtidos na
quantificacdo da proteiniria de 24 horas em amostras pa-
readas pelo método turbidimétrico manual e colorimétrico
automatizado mostraram ambos sao sensiveis a presenca
de proteinas. A comparacédo dos resultados pareados mos-
trou que nao ha diferenca entre as duas metodologias em-
pregadas (r*=0,9585, Figura 2). Entretanto, os resultados
obtidos foram ligeiramente superiores no método colorimé-
trico automatizado (Figura 1). O elevado desvio padrao ob-
servado nas dosagens em ambos os métodos é justificado
pela populacao utilizada para o estudo, que apresentou
proteintria tanto normal quanto alterada.

Outros critérios considerados na rotina laboratorial inclu-
em o custo e o tempo de execucgao (LIMA, 2001). O méto-
do turbidimétrico manual tem custo médio de R$ 0,10 (dez
centavos de real) para cada amostra dosada, enquanto que
o método colorimétrico automatizado custa aproximada-
mente R$ 0,25 (vinte e cinco centavos de real) por teste.
Entretanto, no método turbidimétrico manual uma nova
curva de calibracao deve ser realizada a cada preparacao
da solucédo de acido sulfossalicilico, além da necessidade
de um volume maior de amostra para a execucao do méto-
do. A metodologia colorimétrica automatizada é indiscuti-
velmente mais rdpida, economiza tempo do responsavel
pelo teste, utiliza menor volume de amostra e reagente e
apresenta resultados mais reprodutiveis.
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Citometria de imagem do conteudo de DNA nuclear de
células epiteliais do colo uterino

DNA content image cytometry of epithelial cells cervix

Sabrina Gongalves1, Patricia Haas', Celso Spada’, Clarisse Salete Fontana’, Luciano Rangef’,
Maria Andréia Corréa Mendonga® & Carlos Roberto de Carvalho’

~

RESUMO - Na luta contra a malignidade cervical, véarios métodos adjuvantes tém sido propostos para aumentar a acuracia de diag-
nosticos citolégicos. A aneuploidia cromossomal tem sido aceita como um evento chave precoce na tumorigénese, e é detectado pela
citometria de imagem, podendo servir como um marcador de neoplasia. Um consenso internacional sobre a aplicacao clinica da cito-
metria tem sido alcancado. Entretanto, no Brasil, esta técnica ainda nao é utilizada para complementar o screening citolégico. O ob-
jetivo deste trabalho foi padronizar a metodologia de citometria de imagem para avaliar o conteido de DNA nuclear de células esca-
mosas do colo uterino. Os resultados demonstraram que os procedimentos envolvendo o preparo da lamina, fixacdo e coloracao do
DNA pela reacao de Feulgen foram apropriados para obtencéao dos valores de densidade o6ptica integrada, que foram reescalonados
em termos de valor-C relativo a ploidia do DNA. Além disso, a andlise do DNA de lesdes cervicais revelou resultados dipléides e po-
lipléides, confirmando a utilidade da citometria de imagem como um método adjuvante adequado para diagnéstico e prognéstico ino-
vador no Brasil, de lesoes intra-epiteliais cervicais e carcinoma cervical. Isto nos permite inferir que a implementacao deste sistema
de andlise de imagem pode facilitar o seu uso na rotina laboratorial em diversos centros de prevencao e controle de cancer de colo
uterino.

PALAVRAS-CHAVE - citometria de imagem, contetido de DNA, citopatologia cervical, lesdo intra-epitelial escamosa, papiloma vi-
rus humano. /

SUMMARY - In the fight against the cervical malignancy, several adjuvant diagnostic methods have been proposed to increase the
accuracy of cytologic diagnoses. Because chromosomal aneuploidy has been accepted as an early key event in tumorigenesis, and is
detected by image cytometry, being able to serve as a neoplasia marker. International consensus on the clinical application of image
cytometry has been reached. However, in Brazil this technique is still not used to complement cytological screening. The objective of
this work was to standardize the methodology of image cytometry to evaluate nuclear DNA content of squamous cells of the cervix.
The results had demonstrated that to the procedures involving the preparation of the smear, fixation and DNA staining for the Feul-
gen reaction had been appropriate for attainment of the values of integrated optical density, that had been scaling in terms of relati-
ve c value for ploidy of the DNA. Moreover, the DNA analysis of cervical lesions disclosed resulted diploid and poliploid, confirming
the utility of the image cytometry as an adjuvant method suitable for the diagnosis and prognosis of cervical intraepithelial lesions

and cervical carcinoma. This in allows to conclude that the implementation of this image analysis system can facilitate to its use in
laboratorial routine in diverse prevention centers and control cervical cancer.
KEYWORDS - image cytometry, DNA content, cervical cytopathology, squamous intraepithelial lesion, human papillomavirus Y,

INTRODUCAO

Ocontel’ldo de DNA nuclear tem sido estudado em vari-
os tipos de tumores através da citometria de fluxo e da
analise de imagem. Estas técnicas sao baseadas na deter-
minacao da ploidia do DNA e sao empregadas com o obje-
tivo de criar pardmetros com a caracterizacao da maligni-
dade, que possam fornecer informacgoes mais precisas so-
bre o comportamento bioldgico dos tumores em adicao ao
método histolégico tradicional e a distribuicao do ciclo ce-
lular nos tumores, correlacionando-os com as caracteristi-
cas clinico-patolégicas (BRESCHIA et al., 1990; KIMBALL
et al., 1996; LAGE et al., 1992).

A citometria de imagem é uma das novas tecnologias que
vem sendo utilizada com sucesso em Paises desenvolvidos,
como complemento para andlises laboratoriais de rotina.
Além disso, a citometria de imagem também pode ser usa-
da como um método de controle da qualidade em diagnoés-
ticos histolégicos e citolégicos. Em pacientes com diagnoés-
tico citolégico positivo para células tumorais e acompanha-
mento histolégico negativo, a detecgdo de aneuploidia do
DNA deveria motivar o patologista a trabalhar mais com-
pletamente um dado espécime de conizacdo ou bidpsia
(BOCKING & NGUYEN, 2004). A citometria de imagem

pode ser aplicada a pequeno numero de células, permite
medidas seletivas de células classificadas morfologicamen-
te em populacoes mistas, identifica e seleciona medidas de
possiveis eventos raros e € um controle da qualidade de
imagens dos nucleos armazenados ou para novas medidas
apos relocalizacao. Associa também padroes histolégicos
de classificacao de tumores aos padroes de quantificacao
do DNA e pode ser utilizada em esfregagos previamente
corados que sao descorados para utilizacao da reacao de
Feulgen (BOCKING et al., 1994; BOCKING, 1995; CAREY,
1994). A imagem capturada na citometria de imagem é
convertida em pixels, que estao relacionados a uma cor e
uma intensidade especificas, e processada automatica-
mente pelo programa de andlise de imagens, gerando va-
lores de absorbancia relacionados com a area, denomina-
dos valores de densidade 6ptica integrada (DOI) (HARDIE
et al., 2002). A distribuicao dos valores relativos do contet-
do de DNA obtidos pela DOI sao reescalonados em unida-
des de valor-C, para facilitar a plotagem de um padrao de
histograma caracteristico, no qual sao analisados os picos
GO0/G1 e G2/M, conforme algoritmos de interpretacao di-
agnostica propostos por Haroske e Bocking em 2001 e
2004, respectivamente (HAROSKE et al., 2001; BOCKING
& NGUYEN, 2004).
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Meétodos diagnoésticos adjuvantes correntemente propostos
para aumentar a acurdcia diagnéstica da citologia e histo-
logia cervical sao ensaios para a deteccao e tipagem do
HPV e citometria de imagem (BOCKING, 1995; BOCKING
& MOTHERBY, 1999; BOCKING & NGUYEN, 2004). Em
uma série de 50 pacientes com displasia cervical leve, mo-
derada e severa, Kashyap e colaboradores descobriram
que 44% dos pacientes mostraram um padrao aneupléide
de DNA, ao passo que a positividade para HPV de alto ris-
co oncogénico foi encontrado em 46% dos pacientes. O
acompanhamento dos dados revelou que 72,7% dos paci-
entes que tiveram um padrao aneupléide de DNA e foram
positivos para o HPV de alto risco progrediram para carci-
noma in situ, comparado com somente 4,4% dos pacientes
que foram positivos para o HPV de alto risco e tiveram um
padréao eupléide de DNA (KUHN et al.; 2000).

Em casos de equivocos no diagnéstico citolégico, a de-
teccao citométrica de aneuploidia do DNA revela a pre-
senca futura de células malignas, especialmente quando
hé discrepancias entre diagnostico citolégico e histolégico.
Em uma série de 170 amostras cervicais de rotina, aparen-
temente falso-positivas, a aneuploidia do DNA foi encon-
trada em 47 amostras sem explicacao histolégica. Usando
aneuploidia do DNA como um sensivel marcador de malig-
nidade no epitélio uterino, os autores classificaram aqueles
casos como histologicamente falso-negativos, e ndao como
diagnéstico citolégico falso-positivo (BOCKING & NGU-
YEN, 2004).

Nas neoplasias intra-epiteliais cervicais, as lesdes aneu-
pléides provavelmente persistem ou progridem até a ma-
lignidade, enquanto lesdes dipldides ou polipléides regri-
dem. Na cérvice uterina a presenca de aneuploidia em SIL
estd estritamente correlacionada ao seu grau, estando pre-
sente em 75% a 100% das pacientes com lesoes de alto
grau (WALSH et al., 1995; ONOFRE et al, 2003). Se a aneu-
ploidia do epitélio escamoso ectocervical pode predizer o
desenvolvimento de uma anormalidade histomorfolégica
em lesoes de alto grau, esta caracteristica pode ser util em
identificar individuos que requerem maior atencao ou tra-
tamento adicional. Além disso, se a aneuploidia fosse iden-
tificada adjacente a lesoes de alto grau, este estado aneu-
pléide poderia ser potencialmente valioso na avaliacao
global de esfregacos cervicais de pacientes com dificil di-
agnostico citolégico (McDERMOTT, 1997). A aneuploidia é
largamente aceita como marcador de malignidade em
lesoes borderline da cérvice uterina. Muitos autores consi-
deram aneuploidia somente se uma lesao revela um
padrao de distribuicao de DNA diferente de 2c, 4c ou poli-
ploidia (c = quantidade de DNA em uma célula hapléide).
Entretanto, outros consideram uma lesdao aneupléide so-
mente se células individuais apresentarem um contetddo
de DNA > 5c. Este conceito estda baseado na observacao
que células com um contetido de DNA > 5c¢ nao ocorrem
em lesdes benignas que nao foram infectadas por virus
(CHATELAIN et al.; 1989).

Vérias evidéncias bioldgicas e dados clinicos confirmam a
utilidade da citometria de imagem como um método adju-
vante, adequado para o diagnéstico e prognéstico de
lesdes intra-epiteliais cevicais e carcinoma cervical invasi-
vo. Anteriormente, uma ferramenta de pesquisa, a citome-
tria de imagem do DNA padronizada, tem se tornado um
método laboratorial proveitoso e de baixo custo para esta-
belecer, objetivamente e com reprodutibilidade, um diag-
nostico precoce de lesoes intra-epiteliais cervicais suspei-
tas de progressdo, com alto nivel de qualidade. Além dis-
so, pode contribuir para a avaliacdo de relevantes parame-
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tros prognésticos e para o monitoramento do tratamento de
pacientes com carcinoma cervical invasivo (BOCKING &
NGUYEN, 2004). Para a determinacao do carcinoma cervi-
cal, o uso das técnicas atuais, como o teste de Papanico-
laou, apresenta baixos indices de reprodutibilidade. Os
testes moleculares, quando apresentam resultados positi-
vos para tipos virais altamente oncogénicos, ndo determi-
nam necessariamente o desenvolvimento de uma displasia,
sendo necessarios varios outros fatores concomitantes. Por-
tanto, novas técnicas de andlises preditivas, confidveis e
reprodutiveis devem ser admitidas.

No Brasil, este método ainda nao tem sido utilizado como
complemento para analises laboratoriais de rotina. Logo, o
objetivo principal do presente trabalho é padronizar a me-
todologia de citometria de imagem, para avaliar o conteu-
do da ploidia de DNA nuclear de células escamosas do co-
lo uterino e, consequentemente, disponibilizar esta técnica
para outros laboratérios que possam ter interesse na sua
implementacao.

MATERIAL E METODOS

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este estudo foi prospectivo em humanos com procedimen-
tos experimentais in vitro, com amostras de raspado celu-
lar de colo uterino. Foram realizadas coletas de material
cervical uterino de pacientes atendidas no Servico de To-
coginecologia do Hospital Universitdrio. Optou-se por rea-
lizar o estudo neste Servigo em decorréncia da rotina assis-
tencial que mantém atendimento em ginecologia e recebe
pacientes que foram encaminhadas de outros servicos pu-
blicos e particulares. As pacientes foram primeiramente es-
clarecidas quanto ao objetivo da pesquisa, forma de con-
ducao (sigilo e privacidade), os métodos aplicados e os be-
neficios que o projeto poderia trazer. Apoés os esclareci-
mentos, as pacientes foram convidadas a participar da pes-
quisa e, havendo interesse, foram obtidos seus consenti-
mentos por escrito.

Durante o atendimento médico, foi catalogado o resultado
do exame citopatolégico e coletada amostra de material
cervical, utilizando-se o kit, que é composto de um swab e
um tubo pléastico que contém um liquido universal citologi-
co, o qual foi desenvolvido para preservacao de células,
DNA, RNA e proteinas. Em seguida, os tubetes foram res-
friados entre 2° e 8° C, para garantir a viabilidade das cé-
lulas, e encaminhados ao Laboratério de Citogenética e Ci-
tometria da Universidade Federal de Vigosa - MG, onde
houve a preparacao dos espécimes citolégicos, utilizando-
se, como base, o consenso ESACP (European Society for
Analytical Cellular Pathology) 2001 e as diretrizes de cito-
metria de imagem do DNA em citologia cervical de 2004.

GRUPO CONTROLE
Pacientes escolhidas ao acaso, durante consulta ao gineco-
logista, para a coleta do epitélio da mucosa bucal.

GRUPO DE INCLUSAO

* Pacientes submetidas a exames de rotina, com resultado
citoléogico Negativo para lesao intra-epitelial e malignida-
de (NILM);

e Pacientes com alteragoes como células escamosas atipi-
cas de significado indeterminado (ASC-US);

e Pacientes com diagnéstico citolégico de lesao intra-epite-
lial escamosa de baixo grau (LSIL);

e Pacientes com diagnostico citolégico de lesao intra-epite-
lial escamosa de alto grau (HSIL).
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GRUPO DE EXCLUSAO

e Pacientes gestantes e em tratamento ginecolégico (qui-
mioterapia, radioterapia, cauterizacao, cirurgia e trata-
mento local com &cido tricloroacético (TCA), e outros me-
dicamentos);

e Pacientes com diagndstico citolégico ou histolégico de
carcinoma invasor.

ESTUDO CEGO

Para testar a hipdétese proposta neste estudo foi realizado
um estudo cego, onde o pesquisador, que processou as
andlises por Citometria de Imagem, nédo tinha conhecimen-
to do resultado da colpocitologia oncética.

AVALIACAO CITOPATOLOGICA

Foi realizada anteriormente a consulta ao médico a fim de
que o mesmo pudesse analisar o resultado do exame e,
entao, coletar a amostra para este estudo. Nesta pesquisa
foi adotada a classificacao Bethesda de 2001 por ser uma
terminologia que comunica informacoes clinicamente rele-
vantes a partir do laboratério para o médico responsavel
pelo atendimento das pacientes, por ser uma terminologia
uniforme e razoavelmente reprodutivel entre diferentes
patologistas e laboratérios e também por refletir a compre-
ensao mais atual da neoplasia cervical (SOLOMON & NA-
YAR, 2005).

Basicamente os critérios adotados pelo citopatologista na
classificacao, ssgundo SOLOMON & NAYAR, 2005, foram:
e NILM: Auséncia de evidéncia celular e nuclear de neo-
plasia;

e ASC-US: Nucleos com aproximadamente 2 ** a 3 vezes o
tamanho da area do niucleo de uma célula escamosa nor-
mal intermedidria (aproximadamente 35 pm?). A proporgao
nucleo e citoplasma é ligeiramente aumentada (N/C). A hi-
percromasia nuclear € minima e hd irregularidade na dis-
tribuicao da cromatina ou da forma nuclear;

e LSIL: O aumento nuclear é, pelo menos, trés vezes a area
do ntcleo de uma célula intermediaria normal, resultando
em aumento da relacao nicleo/citoplasma. Graus variaveis
de hipercromasia nuclear sao acompanhados por variacoes
no tamanho nuclear, nimero e formato. A binucleacao ou
multinucleacdo estdo geralmente presentes. A cromatina
apresenta, em geral, uma distribuicao regular, apesar de
ser grosseiramente granular; por outro lado, a cromatina
pode parecer borrada ou degenerada. O contorno das
membranas nucleares € frequentemente e ligeiramente ir-
regular, mas pode ser liso;

e HSIL: A hipercromasia nuclear é acompanhada por va-
riacoes no tamanho nuclear e na sua forma. O grau de au-
mento nuclear é mais variavel do que o visto na LSIL. Al-
gumas células com HSIL apresentam o mesmo grau de au-
mento nuclear como na LSIL, mas a 4rea do citoplasma es-
td diminuida, levando ao aumento acentuado da proporcgao
nucleo/citoplasma. Outras células apresentam uma pro-
porcédo nucleo/citoplasma muito elevada, mas o tamanho
real dos ntcleos pode ser consideravelmente menor do que
na LSIL. A cromatina pode ser fina ou grosseiramente gra-
nular e com distribuicao regular. O contorno da membrana
nuclear é bastante irregular e frequentemente demonstra
entalhes proeminentes ou sulcos.

ANALISE DAS AMOSTRAS

1 Preparacao dos espécimes citol6égicos:

a. Fixacao Celular: as amostras contidas nos kits de coleta
foram primeiramente agitadas em vortex, durante aproxi-
madamente 30 segundos. Em seguida, todo o contetido de
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cada tubo do kit (aproximadamente 1 ml) foi transferido
para Eppendorfs, e o volume foi completado (q.s.p. 2ml)
com solucao fixadora de etanol 70%. O material foi centri-
fugado a 1.100 rpm, durante 5 minutos e o sobrenadante
descartado. Repetiu-se esta etapa fixadora por 3 vezes com
intervalos de 10 minutos. Posteriormente, as amostras fo-
ram armazenadas na mesma solucao fixadora, em freezer a
-20°C.

b. Preparacao da Lamina: a suspensao de células armaze-
nada em freezer foi centrifugada a 1.100 rpm, durante 5
minutos e o sobrenadante descartado. Ao centrifugado
completou-se para o volume final de 0,5 ml de etanol 70%.
Apé6s uma etapa de voértex, por 40 segundos, retirou-se 50
pl da suspensao, que foi gotejada em lamina rigorosamen-
te limpa. A lamina foi seca ao ar, com agitacao, e em cha-
pa aquecedora (60° C), por no minimo 1 hora. Cada lamina
foi preparada com gotejamentos de uma suspensao de cé-
lulas-padrao normal, proveniente do epitélio bucal, goteja-
da do lado A (esquerdo) e de uma suspensao celular obti-
da do epitélio cervical uterino, gostejada no lado B (direi-
to). Para cada amostra foram confeccionadas 3 laminas em
dias diferentes e com solucgoes e corantes recém-prepara-
dos.

c. Pés-fixacao: As laminas foram colocadas em solucao
poés-fixadora de formaldeido 4% durante 60 minutos. Em
seguida, foram lavadas em dgua corrente por 10 minutos e
submetidas a hidrélise em HC1 5 M, a 20° C, durante 60 mi-
nutos. Ap6s a hidrélise, as laminas foram lavadas nova-
mente, durante 3 minutos, em agua destilada, com 3 repe-
ticoes.

d. Coloracao: As laminas foram colocadas em camara Umi-
da, no escuro, e com Reativo de Schiff durante 12 horas.
Apbs a coloracao, as laminas foram submetidas a trés lava-
gens em agua sulfurosa durante 2 minutos para remocao
do excesso de Reativo de Schiff. Em seguida, as laminas fo-
ram submetidas a trés lavagens em agua destilada duran-
te 1 minuto. As laminas foram secas ao ar, montadas com
laminula e 6leo de imersao, e armazenadas no escuro até o
momento da captura das imagens (MENDONCA, 2006).

CITOMETRIA DE IMAGEM

1. Sistema de analise de imagem: O sistema de andlise de
imagem utilizado no presente estudo consistiu de um foto-
microscopio Olympus™, modelo BX60 com fonte de luz es-
tabilizada, acoplado com uma camera digital Photome-
trics®, monocromaética CCD de 12 bits, do kit de andlise de
imagem Cool SNAP-pro™. Utilizou-se um filtro de interfe-
réncia de cor verde (IF 550) e filtros de densidade neutra
(Olympus™). Cada imagem foi capturada com uma objeti-
va UPlanFI de 40x, com 0,75 de abertura numérica. Apos a
calibracdo do sistema o6ptico, pelo método de Kéhler, as
imagens dos nucleos foram capturadas e processadas com
auxilio das ferramentas do programa Image Pro® Plus 4.5,
do kit de andlise de imagem Cool SNAP-pro™. Uma curva
de calibracao foi obtida a partir de filtros de densidades co-
nhecidas (DO = 0,15; 0,30; 0,40; 0,60; 0,90; 2,50), e certifi-
cados pela Edmund Industrial Optics.

2. Calibracao do sistema 6ptico e digital: a avaliacao do
sistema de andlise de imagem foi realizada conforme des-
crito por PUECH & GIROUD, 1999, HARDIE et al., 2002,
VILHAR & DERMASTIA, 2002, MENDONCA, 2006 e con-
sistiu da realizacao de testes de estabilidade, linearidade e
uniformidade da densidade 6ptica integrada (DOI) do nu-
cleo, para atender as normas do ESACP 2001. O teste de
estabilidade consiste na determing¢ao do tempo que o siste-
ma de analise de imagens necessita, a partir do instante em
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que foi ligado, para tornar-se estavel. Para a realizacao do
teste de estabilidade, foram calculados os valores de DOI
de um pixel e de um ntucleo de eritrécito de fémea de Gal-
lus domesticus posicionados no centro da imagem de cap-
tura. As imagens foram capturadas em intervalos de 4 mi-
nutos, durante 88 minutos. O teste de linearidade é um
procedimento de verificacao da correlacao entre a DOI re-
al dos objetos e a gerada pelo sistema de andlise de ima-
gens. Tal correlacao deve ser linear. A avaliagao da linea-
ridade do sistema foi realizada seguindo a metodologia
descrita por HARDIE et al., 2002. Utilizou-se de filtros de
densidade calibrada (Stepped Density Filter - Edmund In-
dustrial Optics). Realizou-se um teste de uniformidade pa-
ra verificar se cada regiao do campo de visao e de captura
da imagem recebe a mesma intensidade luminosa. Este
teste avaliou a DOI de um mesmo ntcleo posicionado em
diferentes coordenadas do campo de captura da imagem.
Adotou-se para este procedimento a metodologia descrita
por VILHAR & DERMASTIA, 2002, MENDONCA, 2006.
3. Captura das Imagens: Utilizou-se uma funcao Macro de
programacao para automatizar a captura de nucleos indivi-
dualizados e posteriormente foram agrupados em uma bi-
blioteca de imagens. A selecdo dos nucleos a terem as ima-
gens capturadas seguiu um procedimento semi-interativo,
o qual descartou nucleos cuja morfologia ndo se apresen-
tava integra ou que nao pertencia ao epitélio escamoso.

4. Céalculo da Densidade Optica Integrada (DOI): O pro-
cessamento da imagem e o cdlculo da DOI foram realiza-
dos automaticamente pelas ferramentas do sistema de ana-
lise de imagem (Image Pro® Plus 4.5).

5. Andlise de dados: Para as andlises estatisticas dos dados
obtidos da citometria de imagem das células epiteliais de
colo uterino foi utilizado o software SPSS 11.4 versao Ma-
cintosh™. O valor de leitura da DOI de cada nucleo foi re-
escalonado em termos de valor-C relativo a ploidia do
DNA, para a elaboracao dos histogramas.

6. Analise do histograma de DNA: Seguiram-se basica-
mente as diretrizes e os algoritmos do ESACP 2001 para a
interpretacao dos histogramas de DNA dentro da andlise
de citometria de imagem, conforme tabela 1 (HAROSKE et
al., 2001; BOCKING & NGUYEN, 2004).

Segundo o consenso ESACP 2001, o Coeficiente de Va-
riacdo (CV) da razao entre a MODA da DOI das células de
referéncia e das células nao-patolégicas GO/G1 em uma
série de medidas deve ser < 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O controle da qualidade da instrumentacao usada no siste-
ma de analise de imagem € o primeiro passo para a padro-
nizacdo da andlise de imagem do DNA (PUECH & GI-
ROUD, 1999). A maior parte dos trabalhos internacionais
envolvendo citometria de imagem nao apresenta nenhuma
mencao a controle da qualidade do sistema 6ptico e digital
antes da execucgao das andlises, no entanto, o presente es-
tudo apresentou um controle de qualidade prévio realiza-
do por MENDONCA, 2006. Este controle da qualidade da
instrumentacao, dentro das nossas condicoes laboratoriais,
juntamente com a preparacao das amostras citolégicas re-
presenta um grande avanc¢o na padronizacao da citometria
de imagem em nosso meio.

No corrente estudo foi utilizado preparado de base liquida,
para coleta das amostras, por apresentar uma série de van-
tagens em relacao ao método convencional (esfregaco em
lamina), entre elas: maior amostragem de células, reducao
do numero de hemacias, exsudato inflamatério e muco
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(PEREIRA et al., 2003), que podem interferir na captura dos
nucleos alterados na citometria de imagem.

LORENZATO et al., 2001, em estudo utilizando citologia
cléssica, citometria de imagem e tipagem do HPV, observa-
ram que o emprego do método convencional impedia a
andlise da mesma amostra nos trés testes. Neste mesmo es-
tudo, os autores concluiram que o problema da reproduti-
bilidade entre amostras de citologia, citometria de imagem
e tipagem do HPV seria superado pelo uso da citologia em
base liquida.

Segundo BOCKING & NGUYEN, 2004, tem sido encontra-
do que as propostas de diagndstico e progndstico pela cito-
metria de imagem se apresentam inadequadas quando re-
alizada diretamente em seccao de tecido. As medidas do
seccionado nao indicam a real quantidade de DNA, logo o
procedimento proposto é a preparacdo dos esfregacos em
monocamada por separacdo enzimadtica celular (BOC-
KING, 1995).

A técnica de gotejamento empregada neste trabalho pro-
porcionou laminas com qualidade adequada para citome-
tria de imagem, em que os nucleos apresentaram-se espa-
lhados, com densidade de nucleos por campo constante,
poucas sobreposi¢coes e no mesmo plano de foco. Esses fa-
tores possibilitaram a distribuicao homogénea do croméfo-
ro no nucleo. Caso o croméforo apresentasse distribuicao
nao homogénea, a medida de absorbancia obtida em de-
terminado ponto poderia nao estar correlacionada com o
conteido de DNA nuclear (CHIECO & DERENZINI, 1999).
A coloracéo estequiométrica do DNA pela reacao de Feul-
gen, observada neste estudo, proporcionou a obtencao de
nucleos de células epiteliais bem preservadas como obser-
vado na figura 1.

A hidrélise é o passo critico, mais conhecido, da reacdo de
Feulgen (CHIECO & DERENZINI, 1999; GREILHUBER,
2005). O tempo de hidrélise deve ser determinado para ca-
da material, a fim de evitar que haja interferéncia na colo-
racao do DNA pela reacao de Feulgen (CHIECO & DE-
RENZINI, 1999). Durante a hidrélise ocorre formacao de
radicais aldeidos nas desoxirriboses, por meio da depuri-
nacao, essenciais por se associarem aos cromoéforos presen-
tes no reativo de Schiff (HARDIE et al., 2002).

Neste estudo, a coloracao considerada adequada foi obtida
em laminas de células epiteliais expostas ao reativo de
Schiff por 12 horas e hidrolisadas por 60 minutos. Periodos
inferiores e superiores de hidrélise resultaram laminas em
que os nucleos estavam fracamente corados ou nao pude-
ram ser visualizados.

A selecao dos nucleos, nesta pesquisa, a terem as imagens
capturadas, seguiu um procedimento semi-interativo, o
qual descartou ntucleos cuja morfologia nao se apresentava
integra ou que nao pertencia ao epitélio escamoso. Em
avaliacoes realizadas por NGUYEN et al., 2004, as ima-
gens capturadas seguiram um procedimento interativo
randomizado, no qual, somente nucleos alterados foram
capturados. BOCKING, 1995, afirmou que a sensibilidade
da citometria de imagem interativa para predizer maligni-
dade em amostras displasicas é de 96,7 %.

Entretanto, BOLLMANN et al., 2001, utilizam um procedi-
mento interativo nao randomizado na captura das ima-
gens. Este procedimento inclui ntcleos que ndo pertencem
ao epitélio escamoso.

A resolucado da citometria de imagem é definida por sua
precisao, que permite a diferenciacao de dois picos separa-
dos e sua acurdcia em reconhecer um pico em uma posicao
anormal usando o limiar de precisao minima de medidas
do consenso ESACP 2001. Segundo este consenso, o CV da
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razao entre valor modal de DOI das células de referéncia e
das células nao-patolégicas GO/G1 capacita o reconheci-
mento de stemline de DNA como aneupléide se elas desvi-
arem mais que 10% do dominio 2c ou dominio 4c, ou seja,
2c = 0,2c ou 4c + 0,4c (BOCKING & NGUYEN, 2004).

O CV da razao entre a MODA da DOI das células de refe-
réncia e das células nao-patolégicas G0/G1, observado no
presente estudo, foi igual a 4,1%, indicando a adequacao
das metodologias de calibracao do sistema 6ptico e digital,
coloracao e anélise adotadas. Além disso, o CV das medi-
das de DOI, apresentado neste trabalho, foi inferior a 5%,
seguindo os padroes recomendados para esse tipo de estu-
do (BOCKING et al., 1995; HAROSKE et al., 1998; HAROS-
KE et al., 2001).

As células de referéncia sdo necessarias para o escalona-
mento das medidas densitométricas de DNA. Linfécitos,
granuldcitos, células epiteliais normais ou células do estro-
ma sao usualmente empregados como padrao interno. E
como padrao externo, muitas vezes é utilizado hepatécitos
de rato (BOCKING, 1995).

O padrao externo caracteriza-se por ser processado e ana-
lisado separadamente da amostra teste. Ja no padrao inter-
no, a amostra teste e o padrao sao processados e analisa-
dos em conjunto (MOTLEY et al., 2000). No presente estu-
do foi utilizado células da mucosa oral como padrao inter-
no, sendo preparadas e fixadas nas mesmas condi¢oes das
células em estudo.

BOLLMANN et al., 2001, utilizaram leucdécitos e linfécitos
como células de referéncia. NGUYEN et al., 2004, utiliza-
ram células escamosas normais de colo uterino. MUL-
THAUPT et al., 1993, utilizaram linfécitos e células esca-
mosas normais da cérvice uterina. SHIRATA et al., 2001 e
LORENZATO et al., 2001, utilizaram hepatécitos de rato.
As desvantagens de se utilizar o padrao externo podem ser
atribuidas a flutuacoes na calibragem do equipamento en-
tre as analises (MOTLEY et al., 2000). Esse tipo de proble-
ma tem sido evitado com o uso do padrao interno. Quando
o processamento desse e da amostra é realizado em conjun-
to, ambos sao afetados pelas perturbagoes que ocorrem du-
rante a preparacao e coloracao (DOLEZEL, 1997; MOTLEY
et al., 2000; NOIROT et al., 2000; NOIROT et al., 2003).
Segundo DOLEZEL, 1997, a selecao do padrao apropriado
é crucial para a estimativa do tamanho do genoma nucle-
ar. Esse padrao deve apresentar estabilidade genética, ta-
manho de genoma constante, ser facilmente manipulado e
estar disponivel em quantidades suficientes para andlise
(VILHAR et al., 2001; DOLEZEL & BARTOS, 2005; GREI-
LHUBER, 2005).

Entretanto, ao se utilizar células escamosas da cérvice ute-
rina como padrao interno, deve-se levar em consideracao a
laténcia do HPV, pois a infeccao leva a um contetido de
DNA peripléide. Além disso, a infecgdo viral latente au-
menta o coeficiente de variacdo das células de referéncia
(GROTE et al., 2004).

Segundo KISS et al., 1992, a escolha de células de referén-
cia dipléide pode influenciar o nivel de ploidia do cancer a
ser analisado. DRESSLER & BARTOW, 1989, sustentam
que as diferencas na intensidade fluorescente podem exis-
tir entre padrdes de referéncia e tumor, ou seja, duas popu-
lacoes de células dipléides podem apresentar dois picos
GO0/G1 completamente separados no mesmo histograma de
DNA. Este segundo pico dipléide pode ser falsamente in-
terpretado como um pico aneupléide por pessoas inexperi-
entes descobrindo o campo de medida quantitativa de
DNA (DRESSLER & BARTOW, 1989).

Um estudo realizado por KISS et al., 1992, com cancer de
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mama, demonstrou que o tecido escolhido como padrao de
referéncia dipléide notadamente influenciou a posicao do
pico dipléide GO/G1 de ambos os tecidos normal e neopléa-
sico no histograma de DNA.

Um importante problema ja identificado em estudos de ta-
manho de genoma é a presenca de diferentes valores de
conteido de DNA atribuidos a um mesmo padrao (MEN-
DONCA, 2006). Segundo DOLEZEL et al., 1998, hd neces-
sidade de uma padronizacgédo dos valores de referéncia pa-
ra quantificacao, uma vez que o uso de diferentes padroes
pode conduzir a estimativas do contetido de DNA diver-
gentes, numa mesma espécie.

No presente estudo foi utilizado o Sistema de Bethesda, co-
mo ja mencionado, por ser uma terminologia que permite
a comparacao das estatisticas a nivel internacional e tam-
bém por oferecer superior reprodutibilidade em relacao as
outras classificacdes, uma vez que apresenta uma divisao
bindria simplificada e correlacdo direta com a ploidia
(BOLLMANN et al., 2001).

Na Europa, alguns paises, como a Bulgéria, tém adotado o
Sistema Bethesda, enquanto outros, como a Alemanha re-
querem o uso de mais de um sistema (BOLLMANN et al.,
2001). No Brasil, os citopatologistas, geralmente mencionam
classificacoes anteriores ao Sistema Bethesda (displasias ou
NIC) nos laudos, pois as freqliientes mudancas dos modos de
classificacdo podem criar, nos clinicos, um sentimento de
confusao ou imprecisao (GOMPEL & KOSS, 1997).

A ploidia de DNA é geralmente aceita como um confidvel
marcador de prospectiva malignidade (BOCKING & CHA-
TELAIN, 1989; BIBBO et al., 1988). Usando a citometria de
imagem, a aneuploidia tem sido demonstrada em todos os
tipos de SIL, mas a freqiiéncia de casos de aneuploidia é
maior em NIC III, alcancando 88% de todos os casos
(HANSELAAR et al., 1998). Em geral, poliploidia estda mais
correlacionada com lesOes cervicais benignas do que a
aneuploidia, a qual estd associada a procedimentos mais
agressivos (BIBBO et al., 1988).

Em estudo realizado por SHIRATA et al., 2001, foi observa-
da forte associacao de diploidia e NIC I, bem como de di-
ploidia e NIC II. Entretanto, NIC III apresentou baixo per-
centual de associacao com diploidia e alto percentual com
aneuploidia (SHIRATA et al., 2001).

No presente estudo, foi possivel observar a mesma carac-
teristica, pois as amostras de LSIL (NIC I) (figura 5) e igual-
mente de ASC-US (figura 4) apresentaram contetido de
DNA dipléide. O mesmo ocorreu com a amostra de HSIL
(figura 7), que pela classificacao de Richart, observada nos
resultados da citologia, apresentou-se como NIC II e asso-
ciada a DNA dipléide.

Nossos resultados, assim como os de SHIRATA et al., 2001
demonstram claramente que NIC II (HSIL) tem um contet-
do de DNA similar ao de NIC I (LSIL) e ASC-US, que pode
refletir um baixo potencial de progressao para malignidade.
MONSONEGO et al., 1997, encontraram associacao de di-
ploidia e NIC Il em 46% dos casos e passaram a considerar
diploidia e NIC I/Il como uma lesao de baixo grau, enquan-
to aneuploidia e NIC I/II como uma lesao de alto grau, sen-
do que todos os NIC III foram considerados de alto grau em
decorréncia de sua associacao com aneuploidia.

Segundo BOLLMANN et al., 2003, lesbes aneupléides
estdo associadas com HSIL e com a integracao do HPV. En-
tretanto, poliploidizacdo em células escamosas de lesdes
exofiticas (condiloma) é também um fendémeno citopatico
bem descrito que ocorre devido a infeccao pelo HPV de
baixo risco oncogénico (CHATELAIN et al., 1989).

A infeccado pelo HPV é necessaria, mas nao suficiente para
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desenvolver HSIL. Um importante fator para progressao é
a persisténcia da infeccao e expressao continua de genes
virais por um longo periodo de tempo (LORENZATO et al.,
2001). Cerca de 80% das infeccoes HPV sao transientes
(NOBBENHUIS et al., 1999), entretanto, é bem estabeleci-
do que somente mulheres com persisténcia de infeccdes
pelo HPV de alto risco em qualquer amostra citologica-
mente anormal ou normal mostram lesoes cervicais pro-
gressivas (LORENZATO et al., 2001).

Além disso, a persisténcia da infeccdo pelo HPV leva a ex-
pressao de oncogenes virais, que podem induzir a mu-
dancas cromossomais no cari6étipo do hospedeiro, final-
mente levando a poliploidizacao (ZUR HAUSEN, 1994;
ALTMANN et al., 1994) seguida por aneuploidia (BOC-
KING et al., 1994). Logo, o aumento do conteido de DNA
nuclear para 4c e 8c ndo podem ser simplesmente interpre-
tados como um achado desfavoravel com potencial onco-
génico (BOLLMANN et al., 2003).

Em nosso estudo falta esta informacao, mas fazendo uma
analogia a estudos prévios pode-se reforcar a tendéncia de
lesbes intra-epiteliais escamosas estarem associadas com
HPV oncogénico. Como observado, apenas um caso de
LSIL (figura 6) apresentou contetido de DNA polipléide. Es-
te achado, bem como o de ASC-US (figura 3), pode estar as-
sociado com a infeccao pelo HPV oncogénico, pois a in-
feccao pelo HPV gera um histograma de DNA anormal
(MULTHAUPT et al., 1993), em que as stemline estao fora
da regiao eupléide (dipléide, tetrapléide ou octapldide) em
um nivel definido de significancia estatistica (BOCKING &
NGUYEN, 2004). Além do mais, a deteccao de nicleos com
um conteido de DNA > 5c (5cEE) incluindo 8c + 12,5%
(CHATELAIN et al., 1989), como observado nesta pesquisa,
caracteriza uma poliploidia eupléide, que pode estar asso-
ciada a infeccao pelo HPV (BOCKING & NGUYEN, 2004).
Outro importante achado obtido por MULTHAUPT et al.,
1993, foi a presenca de histogramas dipléides em quatro
casos de infeccao pelo HPV, sugerindo que os subtipos de
HPV de baixo risco ndo estdao somente associados a poli-
ploidia de DNA.

O aspecto discriminatério da técnica de citometria de ima-
gem, observado na tabela 2, sugere uma reavaliacao dos
casos de ASC-US, LSIL e HSIL pela citopatologia, uma vez
que os resultados encontrados sao discordantes entre os
dois métodos.

Segundo BOCKING et al. 1986, tem sido proposto que pa-
cientes com um histograma de DNA normal podem ser
acompanhadas em programas de screening geral, enquan-
to pacientes com um perfil de DNA anormal devem auto-
maticamente passar por exame adicional, minimizando,
com isso, os procedimentos cirirgicos e os gastos com re-
petidos e desnecessarios controles citoloégico, histolégico e
clinico em pacientes com ASC-US e LSIL DNA eupléide.
No entanto, quando aneuploidia de DNA é detectada, uma
intervencao cirurgica deve ser realizada, a fim de evitar os
custos que ocorrem quando carcinomas avancados reque-
rem tratamento (BOCKING & NGUYEN, 2004).

Os resultados obtidos neste estudo também nos permitem
inferir que o screening de rotina para cancer cervical pode
ser aprimorado pela seguinte seqliéncia: se o screening ci-
tomorfolégico detecta ASC-US ou LSIL, a combinacao de
tipagem de HPV e medida de DNA podem ser realizadas
para determinar o risco de progressao para HSIL. Se a tipa-
gem de HPV é usada em screening primdrio, em amostras
dentro dos limites normais e com infeccao pelo HPV de al-
to risco, a medida de DNA pode ser subsequentemente re-
alizada para estimar o risco de evolucao para HSIL (LO-
RENZATO et al., 2001). Em ambas as seqiiéncias, a citome-
tria de imagem pode assegurar uma estratégia de acompa-
nhamento que é razoavel para os 6rgaos de satide e para a
paciente.
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TABELA |
Algoritmos para a diferenciacao entre euploidia e aneu-
ploidia em histogramas de DNA da cérvice uterina
(BOCKING & NGUYEN, 2004).

DNA-eupléide Dipldide: 1,8c <= STL<= 2.2c; 5cEE =0

Polipldide: 1,8¢c <= STL <= 2,2c ou 3,6¢c <= STL <=4,4c; 9cEE =0

DNA-aneupldide _Stemline — aneuploidia: STL nem dipldide nem poliplSide
Single cell — aneuploidia: 9cEE >0

STL = stemline; 5¢cEE = Eventos excedentes a 5¢; 9cEE: Eventos excedentes a 9¢;

TABELA 11
Distribuicao da ploidia nas amostras citolégicas.
Citologia Diploidia Poliploidia
NILM (caso Pil_02) D
ASC-US (caso Pil_05) - D
ASC-US (caso T_06) D
LSIL (caso T_03) D
LSIL (caso T_13) - D
HSIL (caso Pil_04) D
Epitélio Bucal
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Figura 1. Amostra do conjunto de imagens capturadas de nucleos de célu-
las epiteliais da cérvice (caso Pil_02) e do padrao epitélio bucal, utilizada
para fazer a medida da densidade 6ptica integrada. Barra 10 ym.
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Figura 2. Histogramas de DNA de uma amostra do padrao epitélio bucal (A)
e de uma amostra de epitélio cervical (caso Pil_02) (B), mostrando o nime-
ro de células medidas e seu correspondente contetido do valor-C de DNA.
DNA dipléide (normal), Stemline em 2c; 5¢cEE = 0 e 9cEE = 0 (B).
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Figura 3. Histogramas de DNA de uma amostra do padrao epitélio bucal (A) e
de uma amostra de epitélio cervical (caso Pil_05) (B), mostrando o nimero de
células medidas e seu correspondente contetido do valor-C de DNA. DNA poli-
pléide, Stemline em 2c e picos menores em 4c e 8c; 5¢cEE > 0 e 9cEE = 0 (B).
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Figura 4. Histogramas de DNA de uma amostra do padrao epitélio bucal (A) e
de uma amostra de epitélio cervical (caso T_06) (B), mostrando o niimero de
células medidas e seu correspondente contetido do valor-C de DNA. DNA
dipléide, Stemline em 2c e pico menor em 4c; 5¢cEE = 0 e 9cEE = 0 (B).
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Figura 5. Histogramas de DNA de uma amostra do padrao epitélio bucal (A) e
de uma amostra de epitélio cervical (caso T_03) (B), mostrando o niimero de
células medidas e seu correspondente contetdo do valor-C de DNA. DNA
dipléide, Stemline em 2c; 5¢cEE =0 e 9cEE = 0 (B).
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Figura 6. Histogramas de DNA de uma amostra do padrao epitélio bucal (A) e
de uma amostra de epitélio cervical (caso T_13) (B), mostrando o niimero de
células medidas e seu correspondente contetido do valor-C de DNA. DNA poli-
pléide, Stemline em 2c e picos menores em 4c e 8c; 5¢cEE > 0 e 9cEE = 0 (B).
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Figura 7. Histogramas de DNA de uma amostra do padrao epitélio bucal (A) e
de uma amostra de epitélio cervical (caso Pil_04) (B), mostrando o nimero de
células medidas e seu correspondente contetido do valor-C de DNA. DNA
dipléide, Stemline em 2c; 5cEE = 0 e 9cEE = 0 (B).

CONCLUSOES

Nos procedimentos utilizados para quantificacao de DNA
nuclear por citometria de imagem foi essencial o controle
de todos os passos dos experimentos, da fixacdao aos proce-
dimentos de determinacao da DOI. Dada a nao existéncia
de critérios bem padronizados para estudos de citometria
de imagem em amostras de Papanicolaou no Brasil. As me-
todologias descritas por MENDONCA, 2006, para avaliacao
do sistema de analise de imagem, que incluiram os testes
de estabilidade, linearidade e uniformidade das medidas de
DOI dos nucleos, asseguraram a adequacao do sistema de
andlise de imagem utilizado para a realizacao de medidas
densitométricas em amostras da cérvice uterina.

Os procedimentos metodolégicos adotados na citometria
de imagem, envolvendo o preparo do material citogenéti-
co, a fixacdo, a reacao de hidrélise, a etapa de coloracao do
DNA pela reacao de Feulgen, foram apropriados para ob-
tencao dos valores de densidade 6ptica integrada (DOI),
que foram reescalonados em termos de valor-C relativo a
ploidia do DNA. O CV da razao entre a MODA da DOI das
células de referéncia e das células nao-patolégicas G0/G1,
observado no presente estudo, foi igual a 4,1%, indicando
adequada calibracao dos equipamentos de microscopia e
de andlise de imagem, o que permitiu verificar diferencas
de contetido de DNA entre células epiteliais normais de co-
lo uterino, ASC-US, LSIL e HSIL.

A andlise do DNA de lesbes cervicais revelou resultados
dipléides e polipldides, confirmando a utilidade da citome-
tria de imagem como um método adjuvante adequado pa-
ra diagnostico e prognéstico de lesdes intra-epiteliais cer-
vicais e carcinoma cervical invasivo. As lesdes dipléides ou
polipléides regridem por estarem associadas a subtipos de
HPV de baixo risco oncogénico, enquanto lesdées aneupléi-
des persistem ou progridem para cancer por estarem asso-
ciadas a subtipos de HPV de alto risco oncogénico.

A utilizacdo de um fotomicroscépio Olympus™ BX 60 asso-
ciado com um sistema de captura e andlise de imagem, e
um programa estatistico (SPSS 11.4 versao Macintosh™),
empregado neste estudo, permitiu a realizacdo das anali-
ses dos epitélios por citometria de imagem, com custos re-
lativamente baixos, quando comparado aos sistemas de ci-
tometria utilizados nos Paises de primeiro mundo. A imple-
mentacdo do sistema de captura e analise de imagem, que
se mostrou adequado e eficiente na presente andlise, pode
facilitar o seu uso na rotina laboratorial em diversos centros
de prevencao e controle de cancer de colo uterino.
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Por que escolher o PNCQ ?

O maior € melhor provedor de
ensaio de proficiéncia para
laboratdrios da América Latina

Remessa mensal do Kit Controle

Resultados em 48 horas e disponivel pela Internet
Melhor preco do mercado

Maior credibilidade para o seu laboratorio

Total apoio para o controle interno da qualidade do seu laboratorio

Certificados e selos de participacdo que transmitem maior confianca em seus laudos
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Certificados de Participacio:
Concedido aos laboratirios participantes
apos 01 ano classificados na categoria EXCELENTE

Certificados de Exceléncia Laboratorial:
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Para os Laboratorios Participantes
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Selo de Qualidade:
para ser fixado nos
laudos para o seu cliente

Placa de Aluminio Escovado:
uma importante ferramenta de
divulgacdo junto ao piblico

Kit PNCQ:
enviado mensalmente aos
laboratérios participantes

Agora com consultoria para implantacio da RDC 302.
Entre em contato conosco agora e participe
Programa Nacional de Controle de Qualidade
www.pncq.org.br  pncq@pncq.org.br LIGUE AGORA: 2103 4000




