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Edirorial

Prezados colegas,

2

tos em congressos. Mas ndo so por isso esta revista é especial.
Esta revista traz o maior niimero de trabalhos expostos em congressos da
SBAC nos ultimos anos.
O proprio Congresso Brasileiro de 2007 é especial e grande. Marca o tltimo
congresso nacional da SBAC antes do IFCC 2008. Este serd em Belo Horizonte e
o IFCC 2008 em Fortaleza.
Por isso nos esmeramos em fazer o melhor congresso, fincando nossa bandeira na
gloriosa cidade de Belo Horizonte e convidando ao povo mineiro que compareca
ao congresso de Fortaleza.
Como sempre digo, a SBAC estd em constante evolugdo e o reflexo disso é o aumento
do niimero de participantes e expositores a cada congresso.
O meu conselho também é de que participem mais da sua Sociedade. Envie seus
artigos para a revista. Participe dos cursos e congressos.

E sta é mais uma edigcdo especial da RBAC voltada para os trabalhos expos-

Atualizem-se sempre.
Reciclem-se sempre.
Evoluam sempre.

Esta é a grande licdo que a Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas pode lhes dar:
Nunca é tarde para fazer o melhor, nem tao cedo para comecar.
Um abrago e aproveitem BH 2007 .

Ulisses Tuma
Presidente da SBAC

RBAGC, vol. 39(2), 2007 81



RBAC

Diretor Responsavel
Prof. Mateus Mandu de Souza
Vice-Diretor
Prof. Jodo Ciribelli Guimaraes

Este periddico é drgéo oficial da SOCIEDADE BRASILEIRA
DE ANALISES CLINICAS — SBAC, e destinado & divulgagéo
de trabalhos cientificos, observagoes pessoais, infor-
magoes de interessa geral em defesa da classe dos que
militam no ramo das analises clinicas, constituindo elo de
unido dos profissionais e fonte de estimulo na aquisicdo
de conhecimentos que melhor os capacitem no desem-
penho da profissdo, em beneficio da comunidade.

Assinatura Anual: R$ 105,00
Exterior US$ 50.

Indexada no LILACS - www.bireme.br
www.bireme.br/abd/P/lista_geral.htm
Portao periédicos - www.periodicos.capes.gov.br
Classificagdao CAPES: Qualis Nacional B
Farmacia, Medicina, Odontologia
www.capes.gov.br - http://qualis.ca-
pes.gov.br/pesquisa/ServietPesquisa

\ Tiragem: 7.500 exemplares \

Revista Brasileira de Analises Clinicas-

Publicacdo Trimestral
Consultores Cientificos

Bioquimica — Dr. Alvaro Largura (PR), Dr. Mar-
celo Quintdo Mendes (MG), Dr. Geraldo Pichet
(PR), Dra.Marileia Scartezzini (PR), Dr. Aricio
Treitinger (SC), Dr.Paolo Mocarelli (ITA), Dra.
Dulcineia Saes Parra Abdalla (SP), Dr. Ary Hen-
rique Filho (Urindlise) (GO), Dr. Daniel Mazziota
(AR), Dr. Antenor Henrique Pinto Pedrazzi (SP),
Dra. Jane Maciel Almeida Baptista (MG), Dra.
Marinez Oliveira Sousa (MG), Dr. Nadilson da
Silva Cunha (RJ)

Citologia — Dr. Ely Chaves (PB), Dra. Rita Ma-
ria Amparo Bacelar Palhano (MA), Dr. Celso
Rubens Loques Mendonca (RJ), Dr. André
Valpassos Pacifici Guimaraes (RJ) Dr. Carlos
Eduardo Queiroz Lima (PE), Dra. Rita Gorete
Amaral (GO), Dr. Alexandre Onofre (SE), Dra.
Silvia Helena Rabelo Guimaraes (GO)

Controle de Qualidade - Dr.José Abol Corréa
(RJ), Dr.Luis Fernando Barcelos (RS)

Endocrinologia - Dr.Carlos Alberto Camargo
(SP), Dra.Ana Maria Menezes (SP)

Toxicologia — Dra.Regina Helena Queiroz (SP),
Dra.Maria da Graga Almeida (RN)

Microbiologia — Dr. Anténio Méarcio Lopes (MG),
Dr. Mateus Mandu de Souza (RJ), Dr. Jodo Ciribel-
li Guimaraes (RJ), Dr. Estevéao José Colnago (RJ),
Dr. Amauri Simonetti (RS), Dra. Cassia Maria
Zoccoli (SC), Dra. Carmen Paz Oplustil (SP)

Imunologia — Dr. Paulo Jaconi Saraiva (RS), Dr.
Anténio Walter Ferreira (SP), Dra. Adelaide José
Vaz (SP)

Parasitologia — Dr. Antonio Pedro Soares (MG),
Dr. Paulo S. Minami (SP), Dr. Geraldo Atilio De Car-
li (RS), Dr. Jerolino Lopes Aquino (MT)

Micologia — Dr. Paulo Murillo Neufeld (RJ), Dra.
Maria José Gianini (SP), Dra.Regina Célia Candido
(SP)

Biologia Molecular — Dr. Mario Hiroyuki Hirata
(SP), Dr. Rosario Dominguez Crespo Hirata (SP),
Dr. Marcelo Mascarenhas (RS), Dra. Kelly Melo
(SP)

Hematologia — Dr. Jorge Fernando Teixeira Soa-
res (RJ), Dr. Marcos Kneip Fleury (RJ), Dr. Celso
Spada (SC), Dr. Paulo César Naoum (SP), Dr. Julio
Cezar Merlin (PR), Dr. Paulo Henrique da Silva (PR)

0 SOCIEDADE BRASILEIRA DE ANALISES CLINICAS®

FILIACAO
IFCC - INTERNATIONAL FEDERATION OF CLINICAL CHEMISTRY AND LABORATORY MEDICINE
COLABIOCLI - CONFEDERACION LATINOAMERICANA DE BIOQUIMICA CLINICA
ABNT - ASSOCIAGAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS
CLSI — CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE
AMN - ASOCIACION MERCOSUR DE NORMALIZACION
ONA - ORGANIZAGAO NACIONAL DE ACREDITAGAO

Rua Vicente Licinio, 99 - Tel.: (0XX2l) 2187-0800 - Fax: (0XX2l) 2187-0805
Rio de Janeiro * RJ + 20270-902
Home page: www.sbac.org.br « e-mail: geral@sbac.org.br

Diretoria
Presidente
Dr. Ulisses Tuma (GO)

Vice-Presidente
Dr. Irineu Keiserman Grinberg (RS)

Secretaria Geral
Dre Elvira Maria Loureiro Colnago (RJ)
Secretério
Dr. Celso Rubens Loques Mendonga (RJ)

Tesoureiro
Dr. Estevao José Colnago (RJ)
Tesoureiro Adjunto
Dr. Francisco Edison Pacifici Guimaraes (RJ)

MEMBROS DO CONSELHO FISCAL

Titulares: Prof.Jodo Ciribelli Guimaraes (RJ), Dra.Geruza Maria Caldas Maia (RN),
Dr.Tarcisio de Oliveira Moura (PE)
Suplente: Dr. Homero Jackson de Jesus Lopes (MG), Dr. José Ronaldo Cardoso (MG) e
Dr. Marcelo Pilonetto (PR)

COMISSAO DE NORMAS E HABILITAGAO

Coordenacao:Dra.Elvira Maria Loureiro Colnago (RJ)

Membros: Prof.Carlos Adalberto de Camargo Sannazzaro (SP), Prof.Durval Mazzei
Nogueira (SP), Dr.Estevao José Colnago (RJ), Prof.Joao Ciribelli Guimaraes (RJ), Dr.Luiz
Fernando Barcelos (RS), Prof.Mateus Mandu de Souza (RJ), Dr.Nadilson da Silva Cunha
(RJ), Prof.Raimundo Diogo Machado (RJ), Dr.Willy Carlos Jung (SC)

DIRETOR DE CURSOS
Dr. Nadilson da Silva Cunha (RJ)

REPRESENTANTES:

IFCC: Prof. Jodo Ciribelli Guimaraes (RJ), Dr. Ulisses Tuma (GO)

COLABIOCLI: Dr. Ulisses Tuma (GO), Dr. José Abol Corréa (RJ)

AMN - Asociacion Mercosur de Normalizacién:

Dr.Irineu Keiserman Grinberg (RS), Dr. José Abol Corréa (RJ), Dr. Luiz Fernando Barcelos
(RS) e Dr. Mateus Mandu de Souza (RJ)

ONA - Organizacédo Nacional de Acreditacédo:

Dr.José Abol Corréa (RJ)

Governamental: Dr. Ulisses Tuma (GO), Dr. José Abol Corréa (RJ), Dr. Irineu Keiserman
Grinberg (RS)

PROGRAMA NACIONAL DE CONTROLE DA QUALIDADE
Coordenacéao: Dr.José Abol Corréa (RJ)

Assessores: Dr. André Valpassos Pacifici Guimaraes (RJ), Dr. Celso Rubens Loques
Mendonca (RJ), Dra. Elvira Maira Loureiro Colnago (RJ), Dr.Estevéo José Colnago (RJ), Dr.
Francisco Edison Pacifici Guimaraes (RJ), Prof. Jodo Ciribelli Guimaraes (RJ), Dr. Marcos Kneip
Fleury (RJ), Dra. Maria Isabel Figueiras Neufeld (RJ). Prof. Mateus Mandu de Souza (RJ), Dr.
Nadilson da Silva Cunha (RJ), Dr. Paulo Murillo Neufeld (RJ), Dra. Thais Lisboa Machado (RJ)

COMISSAO DE CONGRESSOS

Membros: Dr.Alvaro largura (PR), Prof.Carlos Adalberto de Camargo Sannazzaro (SP),
Dr.José Abol Corréa (RJ), Dr.Tarcisio de Oliveira Moura (PE), Dr.Ulisses Tuma (GO),
Dr.Elias José Cury Junior (GO), Dra.Maria Ordalia Ferro Barbosa (GO)

INFORMATIVO DA SBAC

Membros: Dr.Antonio Jaguaribe Neto (RJ), Dr.Estevao José Colnago (RJ), Prof.Jodo
Ciribelli Guimaraes (RJ), Dr.José Abol Corréa (RJ), Prof.Raimundo Diogo Machado (RJ),
Dr.Willy Carlos Jung (SC)

CONSELHO DELIBERATIVO

Membros Natos: Prof. Edilaudio Luna de Carvalho (PB), Dr. Evanyr Seabra Nogueira (RJ),
Prof. Jodo Ciribelli Guimaraes (RJ), Dr. José Abol Corréa (RJ), Prof. Mateus Mandu de
Souza (RJ), Dr. Nadilson da Silva Cunha (RJ), Dr. Ney Haushahn (RJ), Dr. Willy Carlos Jung
(SC), Dr. Francisco Edison Pacifici Guimaraes (RJ) Humberto Marques Tiburcio (MG)

REGIONAIS DA SOCIEDADE

Bahia: Presidente: Dr.Méario Martinelli Junior - Vice-Presidente: Dr. Petronio Primo Coélho -
Secretario: Dr. Anderson Lobo Alvim - Tesoureiro: Dr. Luiz Roberto de Carvalho;

Ceara: Presidente: Dr.Francisco Einstein do Nascimento - Vice-Presidente: Dr.José Antonio
Perez Silveira - Secretaria: Dra.Maria Guilhermina Jaborandy Rodrigues - Tesoureiro:
Dra.Zirlane Castelo Branco Coelho - Tesoureira Adjunto: Dra.Maria Iracema de Aguiar Patricio;
Distrito Federal: Presidente: Dr.Ant6nio Alves de Sousa - Vice-Presidente: Dr.Paulo Roberto
Sabino Junior - Secretario: Dr.José Persival Rico - Tesoureiro: Dr.Hélio José de Aralijo;
Goias: Presidente: Dr.Elias José Cury Junior - Vice-Presidente: Dr.Ulisses Tuma - Secretaria:
Dra.Cristina Lobo Batista de A. Bastos - Tesoureira: Dra. Maria Ordélia Ferro Barbosa;
Minas Gerais: Presidente: Dr.José Ronaldo Cardoso - Vice-Presidente: Dr. José Alair Couto
- Secretério: Dr.Vicente Odail de Souza Espindola - Tesoureiro: Dr.Glauco de Paulo B. Silveira;
Parana: Presidente: Dr.Marcelo Pilonetto - Vice-Presidente: Dr.Paulo Hatschbach -
Secretario: Dr.Samuel Ricardo Comar - Tesoureiro: Dr.Luciano André Perini;
Pernambuco: Presidente: Dr.Jurandi David da Silva - Vice-Presidente: Dr.Jodo Gongalves
Junior - Secretaria: Dra.Maria Amélia Vieira Maciel - Tesoureiro: Dr.José Aratjo de Carvalho;
Rio Grande do Norte: Presidente: Dra. Geruza Maria Caldas Maia - Vice-Presidente: Dra.
Lenira da Silva Costa - Secretaria Geral: Dra. Andréa Luciana Aratjo da C. Fernandes -
Secretaria: Maria da Conceicao Silva Fernandes -Tesoureiro: Waldenilson Dutra Germano
da Silva - Tesoureira Adjunta: Dra. Déris Cavalcante Huguenin;

Rio Grande ,do Sul: Presidente: Dra.Alzira Resende do Carmo Aquino - Vice-Presidente:
Dr.Marcello Avilla Mascarenhas - Secretaria: Maria Cristina Bispo Freitas - Tesoureira:
Dra.Carmen Pilla;

DELEGADOS DA SOCIEDADE

Alagoas: Dr.José Pereira Mendes Junior; Amazonas: Dr. Jo&o Avelino Neto; Espirito Santo:
Dr.Henrique Tommasi Netto; Maranhao: Dra.Rita Maria do A. B. Palhano; Mato Grosso:
Dr.Jerolino Lopes Aquino; Mato Grosso do Sul: Dra.Lenilde Branddo Aréo; Para: Dr.Sérgio
Luiz Vasconcelos do Vale; Paraiba: Dra.Tereza Cristina Davi Marques; Piaui: Dr.Leonardo
Ferreira Soares; Rondonia/Acre: Dra.Alba Lucia Cordeiro Alves; Santa Catarina: Dr.Caio
Roberto Salvino; Sao Paulo: Dr.Mario Hiroyuki Hirata; Sergipe: Dra.Maria da Conceig&o L.
Oliveira; Tocantins: Dr.Francisco Wellington Macedo.

82

RBAC, vol. 39(2), 2007




Prevaléncia de casos de Mycoplasma hominis e
Ureaplasma urealyticum nas Secrecoes Endocervicais
e Urinas de Primeiro Jato em um Laboratoério de
Analises Clinicas de Brusque-SC*

Prevalence of cases Mycoplasma hominis and Ureaplasma urealyticum in endocervical secretions
and first jet of urine in a laboratory of clinic analysis in Brusque — SC

Cristina Montagner', Célia F. da Cruz’, Carlos A. Albini’, Rosmari Hérner’ & Patricia Bernardi®

/RESUMO - Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum sao os menores e mais simples procariontes que conseguem ter vida li-
vre na natureza; desprovidos de parede celular, possuem apenas uma membrana lipoprotéica. Podem ser isolados do trato genituri-
nario de homens e mulheres assintomadticos como comensais mas, também, podem ser considerados agentes de uretrites, prostatites,
epididimites, vaginoses, doenca inflamatoéria pélvica, abortos, partos prematuros, corioamnionites, salpingites, febre puerperal, infer-
tilidade, pielonefrites e infecgoes no recém-nascido. O presente trabalho visou estabelecer a prevaléncia de M. hominis e U. urealyti-
cum em secrec¢oes endocervicais e urinas de primeiro jato no Laboratério Hoffmann de Andlises Clinicas de Brusque, Santa Catarina,
no periodo de agosto a dezembro de 2003. Foram analisadas 62 secre¢oes endocervicais e 32 urinas de primeiro jato; utilizando o Kit
para Micoplasma (Newprov), que permite identificacdo, quantificacdo e crescimento de colonias. Desenvolveram crescimento 25,8%
das secrecoes endocervicais e 28,1% das urinas de primeiro jato, foi verificada presenca de abundantes leucécitos em um nimero sig-
nificativo de amostras e encontrou-se, nas secrecoes endocervicais, associacao dos micoplasmas com outras patologias. Os resultados
obtidos revelaram que o M. hominis e o U. urealyticum sao patégenos importantes e devem ser pesquisados, identificados e quantifi-
cados como exames de rotina nos laboratérios de analises clinicas.

PALAVRAS-CHAVE - Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, trato geniturindrio.

N\

/SUMMARY - Mycoplasma hominis and Ureaplasma urealyticum are the smallers and the simplest procariont that achieves having a
life free in the nature, without cellular wall, owning only a lipoprotein membrane. They can be alone in men and women geniturina-
riun treatment bringing no symptoms as comensals, but they can be considered uretrits agents, prostatits, epididimits, vaginoses, pel-
vic inflammation illness, abortion, premature chilbirth, corioamnionits, salpingits, puerperal fever, no possibility of having children,
pielonefrits and infections in babies that have just borned. This present article tried to estabilish the prevalence of Mycoplasma homi-
nis and Ureaplasma urealyticum in endocervical secretions and first jet of urine in the Hoffmann laboratory of clinic analysis located
in Brusque, Santa Catarina, during the period from August to December of 2003. We analyzed 62 endocervical secretions and 32 first
jet of urine, using the Kit for “Micoplasma” (Newprov), that permited the identification, qualification and the colonies growth. 25,8%
of the endocervical secretions and 28,1% of the first jet of urine desenvolved a growth, which was noticed the appearance of abun-
dats white cells in a meaningful number of samples and was found, in the endocervical secretions, the association of micoplasm with
others pathologies. The results gotten, exposed that M. hominis and U. Urealyticum are impostants pathogen and should be searched,
identified and qualidified as daly exams in laboratorys of clinic analysis.

\KEYWORDS - Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum and geniturinariun treatment.
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Sao suscetiveis as condi¢oes adversas do meio, ocorrendo
sua lise ao choque osmético, contato com detergentes, al-

INTRODUCAO

ycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum estao as-

sociados principalmente com a colonizagao e doenca do
trato genital em adultos e do trato respiratério em neonatos®.
Pertencem aos géneros Mycoplasma e Ureaplasma, res-
pectivamente, os quais constituem a familia Mycoplasma-
taceae; que pertence a classe dos Mollicutes’.
Sao singulares entre as bactérias, uma vez que carecem de
parede celular, o que os torna resistentes as penicilinas, ce-
falosporinas, vancomicina e outros antibiéticos que interfe-
rem na sintese da parede celular”. Possuem membrana tri-
laminar formada por 1/3 de lipidios e 2/3 de proteina. Nao
se coram pelo método de Gram, mas se coram (fracamen-
te) pelo Giemsa®.

coois e anticorpos especificos ligados ao complemento.
Séo, também, sensiveis as varia¢oes bruscas de pH e tem-
peratura®. Sao anaerébios facultativos®.

Sao os menores e mais simples procariontes que conse-
guem ter vida livre na natureza; se autorreplicam, dividin-
do-se por fissdo bindria. Possuem genoma pequeno, cons-
tituido por DNA circular de fita dupla e RNA; o genoma é
cerca de seis vezes menor que o da E. coli, o que torna sua
capacidade biossintética limitada*, explicando a existéncia
saprofitica ou parasitdria dos micoplasmas'® 234,
Mycoplasma hominis descarboxila arginina enquanto Ure-
aplasma urealyticum hidrolisa uréia; estas provas bioqui-
micas sao uteis na sua identificacao’.

Os micoplasmas tém a capacidade de aderir firmemente na

Recebido em 22/08/2006
Aprovado em 21/12/2006
*Trabalho apresentado ao Curso de Especializagdo em Microbiologia da Pontificia Universidade Catélica do Parana, para obtencéo do titulo de especialista, realiza-
do no Laboratério Hoffmann de Andlises Clinicas de Brusque, Santa Catarina.
"Aluna do Curso de Especializagdo em Microbiologia da Pontificia Universidade Catélica do Parana.
*Professora do Curso de Especializagdo em Microbiologia da Pontificia Universidade Catélica do Parand, Diretora Técnica do LACEN/PR.
3Professor Adjunto Il - Departamento de Patologia Médica — UFPR, Professor do curso de Especializagdo em
Microbiologia da Pontificia Universidade Catdlica do Parana.
“Professora de Microbiologia Clinica da Universidade Federal de Santa Maria-RS.
*Farmacéutica —-Bioquimica responsavel pelo setor de Microbiologia do Laboratério de Andlises Clinicas Verner Willirch-Brusque, Santa Catarina
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superficie celular. Eficiente mecanismo de aderéncia é re-
quisito para sua sobrevivéncia e patogenicidade, evitando,
assim, que eles sejam expulsos através de secre¢coes muco-
sas e do fluxo urindrio®.

Durante o crescimento os micoplasmas liberam metabo6li-
tos e enzimas*; como por exemplo o peréxido de hidrogé-
nio e a amoénia, que se acumulam e causam danos aos teci-
dos do hospedeiro®. Dependendo da relacao parasito/hos-
pedeiro, os micoplasmas podem se tornar parasitas por ex-
celéncia, pois podem ndo matar a célula e esta situagao po-
de levar ao estresse, permitindo que a célula se torne mais
suscetivel a outras infec¢oes e variacdes ambientais™.

A colonizacao provavelmente resulta de um contato sexual
primadrio e ocorre em mais de 80% dos individuos que tive-
ram trés ou mais parceiros sexuais®. Isto também é reafir-
mado por estudos realizados por Belkum et al., que conclu-
iram que as infec¢oes por M. hominis sao vistas freqiiente-
mente no grupo de pacientes com mais alta promiscuidade®.
A porcentagem de colonizacao citada na literatura varia de
autor para autor e parece ser diferente de uma populacao
para outra®.

M. hominis pode ser isolado de 1-5% dos homens assinto-
maticos e de 30-70% das mulheres assintomaticas; as taxas
aumentam para 20% e para mais de 90% em homens e
mulheres, respectivamente, nos pacientes atendidos em
clinicas para doencas sexualmente transmitidas. U. urealy-
ticum é encontrado no trato genital de 5-20% dos homens
sexualmente ativos'®, e de 40-80% das mulheres sexual-
mente ativas**.

Nas mulheres a colonizacao de M. hominis e U. urealyti-
cum estd ligada a idade jovem, baixo nivel s6cio-econémi-
co, atividade sexual com multiplos parceiros, raga e uso de
contraceptivo oral’. Parecem isolados com maior freqiién-
cia em mulheres gravidas que em mulheres nao gravidas e
tem-se isolado com menor freqiiéncia logo apdés a meno-
pausa®. Knox et al. mostraram que 88% das mulheres gra-
vidas que fizeram parte do seu estudo estavam colonizadas
por U. urealyticum em seu primeiro exame pré-natal®.

De acordo com Tortora et al. a segunda causa mais comum
de uretrite ndo gonocécica e infertilidade é provavelmente
o Ureaplasma urealyticum®.

Alguns estudos demonstram que a importancia dos urea-
plasmas é obscura por que podem ser isolados em muitas
pessoas assintomaticas®. Porém, outros consideram o Ure-
aplasma urealyticum como patégeno do trato urogenital
porque seu isolamento é mais prevalente em pacientes
com uretrite ndo gonocécica que em assintomaticos®.
Estudo realizado por Gall et al. em um hospital militar na
Alemanha revelou uma positividade para U. urealyticum
de 13,4% e para M. hominis de 5,4%; ficando estes patége-
nos atrds apenas da N. gonorrhoeae (18%) e da C.
trachomatis (26%)16.

Dados descritos por Cordova e Cunha, trazem que o Myco-
plasma hominis é implicado na etiologia das uretrites néo
gonocoécicas em 3 a 4% dos casos; e o papel do Ureaplas-
ma urealyticum na mesma etiologia é relevante, sendo iso-
lado em cerca de 12% destes individuos'.

Parece, também, que o U. urealyticum pode chegar a prostata
durante infeccdo aguda da uretra, havendo evidéncias de sua
etiologia nas prostatites'?>. Mas é causa rara de epididimite *'.
O papel do U. urealyticum em infertilidade masculina é
controverso. Segundo estudos feitos por Calonge et al. os
espermatozéides possuem receptores especificos para U.
urealyticum, os sulfagalactoglicerolipideos, presentes pre-
dominantemente na superficie concava da cabeca dos ga-
metas, permitindo a fixagdo destes microrganismos®.
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Busolo et al. (1984) demonstraram a habilidade dos urea-
plasmas de se ligar a superficie de membrana do esperma-
tozb6ide e Rose & Scott (1994) mostraram que o ureaplasma
pode alterar a concentracao do esperma, velocidade e mo-
tilidade dos espermatozdéides e a perda da capacidade de
fertilizacdo "in vitro”; pode também produzir peréxidos
que causam danos aos espermatozoéides, afetando, portan-
to, a habilidade de fertilizar oocistos*.

Também, o ataque de U. urealyticum aos espermatozéides
poderia possibilitar o transporte passivo de microrganismos
ao trato superior feminino, afetando a fertilidade feminina'* .
Um dado curioso é que o U. urealyticum e o M. hominis po-
dem ser isolados mais freqiientemente do trato geniturina-
rio de casais inférteis que de casais férteis®.

M. hominis e U. urealyticum sao freqientemente isolados
em mulheres com vaginose bacteriana, acreditando-se que
a vaginose resulte de uma complexa interacao entre mi-
crorganismos bacterianos aerébios e anaerébios, porém o
papel dos micoplasmas genitais na enfermidade ainda nao
é completamente conhecido*.

Estudos tém demonstrado que a presenca de “clue cells” é
positivamente associada a ocorréncia de infeccdo por M. ho-
minis, sendo este, diagnosticado através de técnica de PCR®.
A possibilidade de outro microrganismo causar a doenca e
ao mesmo tempo criar condi¢oes favoraveis para o cresci-
mento dos micoplasmas nao pode ser afastada”. Acredita-se
que os micoplasmas poderiam se aderir as células epiteliais
esfoliadas pelo pH alcalino produzido pelas “clue cells"”.
Em um estudo foram isolados mais freqiientemente Myco-
plasma hominis e Ureaplasma urealyticum de mulheres
com indicadores positivos de vaginose do que em mulhe-
res sem vaginose bacteriana. Embora a patogénese esteja
ainda obscura, o micoplasma urogenital na presenca da
Gardnerella vaginalis ou outra microbiota anaerébica po-
de, as vezes, ser responsavel por esta condicdo; especial-
mente se a microbiota normal estiver modificada, como por
exemplo: acao hormonal®.

A gravidade aumenta quando dados demonstram que a va-
ginose bacteriana pode levar a Doenca Inflamatéria Pélvica
(DIP)*2. A DIP é uma infecgao da parte superior do aparelho
reprodutor feminino, ascendente ao utero, trompas de Fal6-
pio, ovarios e revestimento peritoneal adjacente®. Em cerca
de 75 a 80% dos casos de doenca inflamatéria pélvica, o
agente etiolégico é sexualmente transmissivel, como a N.
gonorrhoeae, C. trachomatis, M. hominis e U urealyticum®.
O M. hominis tem sido isolado de cerca de 17% de mulhe-
res com salpingite diagnosticada por laparoscopia'.

A presenca dos micoplasmas no trato urogenital de mulhe-
res gestantes pode ter maiores conseqiiéncias; uma vez
que M. hominis, estd ocasionalmente associado, assim co-
mo U. urealyticum, com corioamnionite, aborto, natimortos
e morte fetal intra-uterina™ > *'.

Pesquisas realizadas por Donders et al. sobre a relacao de
vaginoses bacterianas e micoplasmas com o risco de aborto
espontaneo concluiram que a interrupcdo da gravidez é cin-
co vezes mais freqiiente quando associada a vaginose bac-
teriana, e entre os microrganismos mais encontrados estao a
Gardnerella vaginalis, o U. urealyticum e o M. hominis®.
Segundo Koneman et al., U. urealyticum pode ter partici-
pacao no aborto espontaneo, devido a sua capacidade de
causar corioamnionite®’. A corioamnionite € uma patologia
caracterizada por macica infiltracdo de leucécitos polimor-
fonucleares no cérion, &mnion e cordao umbilical®. Abele-
Horn et al. demonstraram que alto nivel de colonizac¢édo por
U. urealyticum aumentou o risco de corioamnionite e par-
tos prematuros e 32% das criancas prematuras tiveram bai-
X0 peso ao nascer'?,

RBAC, vol. 39(2): 83-88, 2007



Ainda com relacao a gestacao, M. hominis e U. urealyticum
tém sido isolados da cultura de sangue de mulheres com
febre pos-parto; em alguns casos ambos sdao encontrados
simultaneamente®. A bacteremia pés-parto resulta da as-
censao do microrganismo do sitio de colonizacao vaginal
para o endométrio, onde aparentemente causa endometri-
te?" *. A endometrite pés-parto (PPE) é considerada uma
complicacao maior da gravidez; o M. hominis e o U. urealy-
ticum sao listados como agentes etiolégicos™.

Criancas nascidas de maes colonizadas por micoplasmas
genitais freqiientemente também estdao colonizadas*. Isto
foi confirmado por Chua et al. que obtiveram uma taxa de
transmissao de 88,2% para U. urealyticum e 30% para
M. hominis™.

Nos lactentes, podem realmente estar associados com doenca
pulmonar crénica, sindrome respiratéria, displasia broncopul-
monar, pneumonia, meningite e infec¢oes sistémicas* *'.

No trato urinario estes microrganismos tém causado muitos
sintomas urinarios cronicos em mulheres; Potts et al., estu-
daram mulheres com piuria e obtiveram culturas positivas
para micoplasmas em 48% dos casos®. Também, no trato
urinario superior de individuos com sintomas de infecgéao
aguda, supoe-se que o M. hominis esteja envolvido em 5%
dos casos de pielonefrite'.

Os micoplasmas podem, ainda, estar envolvidos em outras
patologias extras genitais como sindrome de Reiter (uretri-
te ou cervicite + conjuntivite + lesdbes muco cutaneas),
ocorrendo na maioria dos casos em individuos predispostos
geneticamente (aqueles que tém o antigeno de histocom-
patibilidade HLA — B27); ainda presentes em casos de ar-
trite em individuos hipogamaglobulinémicos, agentes in-
fecciosos oportunistas na doenca de Hodgkin, ltpus erite-
matoso sistémico, transplantes, infec¢oes em ferimentos ci-
rurgicos, doengas cardiacas, leucemia, artrite reumatoéide e
sindrome da imunodeficiéncia adquirida' * *.
Considerando a importancia dos micoplasmas, a trans-
missao, as varias patologias que podem estar envolvidos e
suas conseqiiéncias; o presente estudo teve por objetivo
avaliar a prevaléncia de casos de M. hominis e U. urealyti-
cum em secrecoes endocervicais e urinas de primeiro jato
em um laboratério de SC.

MATERIAIS E METODOS

Foram avaliadas 94 amostras, sendo 32 urinas de primeiro
jato e 62 secregdes endocervicais, no periodo de agosto a
dezembro de 2003. Os materiais foram provenientes de pa-
cientes atendidos no Laboratério Hoffmann de Analises Cli-
nicas de Brusque - Santa Catarina, com solicitacao de cul-
tura para Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum.
As secrecoes endocervicais foram coletadas com swab co-
mum estéril no laboratério e as urinas de primeiro jato em
frasco estéril.

Para a andlise, seguiu-se o método descrito no Manual de
procedimentos Laboratoriais em Microbiologia (PILONET-
TO, M. PILONETTO, D. V,, 1998.).

Na identificacao, foi utilizado o Kit para Micoplasma (New-
prov), composto de caldo Asx, caldo MLA, caldo U e pla-
ca de meio As.

Apbs a coleta da secrecao endocervical, o swab foi colocado
no meio de transporte A para descarregar o material colhi-
do; a urina de primeiro jato foi centrifugada por 10 minutos
a 3.000 rpm, desprezando-se o sobrenadante e, ap6s, 0,5 ml
do sedimento foi transferido para o meio de transporte Asw.
A amostra foi inoculada nos tubos MLA, U e na placa A-
através de pipeta automatica com ponteira estéril; transfe-
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rindo-se 0,25 ml do meio de transporte para os respectivos
tubos e placa, conforme ilustra a figura I. Os tubos MLA e
Ui foram vedados com vaselina estéril e incubados a 35-
37° C por 24 a 48 horas. A placa de Ar foi incubada em jar-
ra com tensao de COq, a 35-36° C por até sete dias.

O meio de Asw restante foi congelado a —20° C.

A identificacao destes microorganismos foi baseada na uti-
lizacdo dos substratos especificos, com conseqiiente vira-
gem do indicador de pH, tornando-se vermelho (Figura II),
e também na morfologia da colénia de cada espécie.

Nas amostras que continham o U. urealyticum observou-se
coloracao vermelha rosadcea no meio de Ui, e na placa de
A7 colonias marrom douradas. (Figura III)

Nas amostras que continham o M. hominis observou-se a
coloracao vermelha rosacea no meio MLA, e na placa de A-
colénias semelhantes a ovo frito. (Figura IV)

Para leitura das placas de Av, foi utilizado microscépio 6ti-
co com objetiva de 10x de aumento.

Na viragem do pH ou surgimento de colénias procedeu-se
a quantificacao; foi descongelado o A:x e aliquotado o
meio Uw ou MLA conforme o microrganismo isolado em 4
mini-tubos estéreis, cada um com 0,225 ml. Posteriormen-
te, transferido 0,025 ml do tubo de Asxw para o 1° tubo de
caldo MLA ou Uuw e deste transferido 0,025 ml para o 2° tu-
bo e assim, sucessivamente, até o 4° tubo; vedados e incu-
bados conforme procedido anteriormente. (Figura V)

O resultado foi dado em Unidade Formadora de Cor (UFC/ml)
Quando apenas o 1° tubo foi positivo significava um resul-
tado =10 UFC/ml; o 2° tubo positivo <100 UFC/ml, o 3° tu-
bo a contagem significava <1.000 UFC/ml e, se todos os tu-
bos fossem positivos, o resultado f0i==10.000 UFC/ml; e es-
te considerado como sugestivo de infeccao.
Paralelamente, foi realizada leitura a fresco de laminas
com esfregaco das secregoes endocervicais e dos sedimen-
tos urinéarios e, posteriormente, coradas pelo Gram; com a
finalidade de realizar uma avaliacao da presenca e quanti-
dade de leucécitos nas amostras e também para descartar
provavel contaminacdao do meio por outras bactérias, bem
como, relacionar, nas secre¢oes endocervicais, a associacao
dos micoplasmas com outras patologias como fungos ou
vaginoses bacterianas.

Para a quantificagdo dos leucécitos seguiu-se o Microsci-
ence: coloracao de Gram (Albini, C. A. et al., 2002), o qual
descreve da seguinte forma: raros (numero inferior a 1 leu-
cécito por campo de pequeno aumento), poucos (de 1 a 10
leucécitos por campo de pequeno aumento), moderados
(de 11 a 25 leucdécitos por campo de pequeno aumento) e
abundantes (superior a 25 leucécitos por campo de peque-
no aumento).

Swab Urina primeiro jato
L ]
\ / =
Meio transporte As, 0.5 mi

H
U 0,25 ml
kO,ZS ml Yio

@ Placa A;

0,25 ml
MLA U«—

Figura |
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Figura 2: llustracao da viragem de pH de amarelo para vermelho
observada nos meios liquidos.

Fonte: MAZA et al. (1999)

Figura 3: Colonia de
U. urealyticum em meio de A7

Figura 4: Colonia de
M. hominis em meio de A7
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Figura 5

RESULTADOS

Das 94 amostras estudadas, 62 (66%) foram secrecoes en-
docervicais e 32 (34%) urinas de primeiro jato.
Desenvolveram crescimento 16 culturas provenientes das
secrecoes endocervicais e 9 culturas das urinas de primei-
ro jato, perfazendo um percentual de 25,8% e 28,1% res-
pectivamente. (Figura VI)

Quanto a prevaléncia de Mycoplasma hominis e Ureaplas-
ma urealyticum constatou-se predominio de U. urealyti-
cum em ambos materias.

Nas secrecoes endocervicais, para o U. urealyticum, foram
obtidas 3 amostras com crescimento superior a 10* UFC, 2
com crescimento = 1000 UFC; 5 com crescimento < 100
UFC e 4 amostras com crescimento < 10 UFC. O M. homi-
nis totalizou 2 amostras com crescimento superior a 10*
UFC e 3 amostras com crescimento < 100 UFC, como ilus-
tra a Figura VII.
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Das 9 urinas de primeiro jato que desenvolveram cresci-
mento, obteve-se o U. urealyticum em 4 culturas com con-
tagem superior a 10* UFC, 2 amostras com crescimento =
1000 UFC e uma com crescimento < 10 UFC; o M. hominis
teve crescimento superior a 10* UFC em 3 amostras, cresci-
mento <= 1000 UFC em uma amostra e crescimento < 100
UFC também em apenas uma amostra. (Figura VIII)

A tabela I compara a quantidade de amostras com cresci-
mento superior a 10* UFC entre os sexos feminino e mas-
culino e demonstra a prevaléncia em percentuais.

Foi verificado crescimento de ambos os agentes em 2 das
16 amostras de secrecao endocervical e em 3 das 9 cultu-
ras de urina de primeiro jato.

Através da leitura a fresco e posterior coloracdo de Gram
dos materiais pesquisados, constatou-se presenca de abun-
dantes leucécitos (ntimero superior a 25 leucécitos por
campo de pequeno aumento) em 11 das 16 amostras de se-
crecao endocervical; sendo destas 11, cinco amostras com
crescimento superior a 10* UFC, trés correspondentes ao U.
urealyticum e duas ao M. hominis. Das 9 urinas de primei-
ro jato, em 6 observou-se abundantes leucécitos e destas 6,
trés amostras com crescimento superior a 10* UFC, duas
correspondentes ao U. urealyticum e uma ao M. hominis
(Figura IX).

Também, foi observado pelo Gram a associacao dos mico-
plasmas com outros agentes patolégicos nas secrecoes en-
docervicais: trés amostras associadas com Gardnerella va-
ginalis, duas amostras com Mobiluncus sp e uma amostra
associada com a presenca de leveduras e pseudo-hifas.

Secregdes endocervicais Urinas de primeiro jato

25,8 28,1

O Negativas (%)
| Positivas (%)

O Negativas (%)
B Positivas (%)

Figura 6

Percentual de positividade de acordo com o material estu-
dado no laboratério de andlises clinicas de Brusque-SC,
2003. (n= 62 secrecoes endocervicais e 32 urinas de
primeiro jato)

B U. urealyticum

B M. hominis

Quantidade de amostras

<10 UFC

<100 UFC <1000 UFC 210000 UFC

Figura 7: Relacao do crescimento de U. urealyticum e M. homi-
nis, em Unidades Formadoras de Cor, e suas respectivas quan-
tidades de amostras nas secrecdes endocervicais.
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Figura 8: Relacao do crescimento de U. urealyticum e M. homi-
nis, em Unidades Formadoras de Cor, e suas respectivas quan-
tidades de amostras nas urinas de primeiro jato.
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B Total de amostras
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Secregoes endocervicais Urinas de primeiro jato

Figura 9: Representacao do nimero de amostras com abundan-
tes leucocitos, nos materiais pesquisados.

Tabela |
Tabela comparativa do crescimento superior a 10° UFC
nas duas espécies para ambos os sexos.

SEXO Amostras Crescimento U.u Crescimento M. h %

analisadas | 210*UFCU.u* % | 210" UFCM.h*
Masculino 32 4 12,5 3 9,37
Feminino 62 3 4,84 2 3,22

*U. u = Ureaplasma urealyticum
** M. h = Mycoplasma hominis

DISCUSSAO

No presente trabalho, foi pesquisada a incidéncia de M. ho-
minis e U. urealyticum em secrecoes endocervicais e urinas
de primeiro jato, em um laboratério privado; constatou-se
um percentual de positividade nas urinas de primeiro jato
de 28,1%, enquanto que nas secrecoes endocervicais obte-
ve-se 25,8%. Também foi superior, nas urinas de primeiro
jato, a quantidade de amostras com crescimento = 10* UFC.
De acordo com os resultados obtidos, a populacao masculi-
na apresentou maior percentual, o que nao corrobora com
referéncias ja descritas: “Alguns micoplasmas sao habitan-
tes do trato geniturindrio, sobretudo em mulheres” (Jawetz
et al. 1995). Segundo o mesmo autor, a taxa de isolamento
em mulheres assintomaticas é de 80% enquanto que nos
homens a maior porcentagem citada é 20%. Koneman et
al., referindo-se aos micoplasmas, também, descreve: “Fo-
ram recuperados com mais freqiiéncia do trato genital de
mulheres, com taxa de isolamento vaginal de 35% a 80%
dependendo da populacao estudada”.

RBAGC, vol. 39(2): 83-88, 2007

E necessario avaliar fatores que podem gerar falhas na
andlise como: a atencdo na quantidade da amostra coleta-
da para obter material adequado e suficiente; outro fator
importante é o local da coleta, para alguns autores como
Cummin e Mc Cormack, amostras vaginais sao mais prova-
veis de conter M. hominis e U. urealyticum que materiais
do canal endocervical, férnix posterior ou uretra feminina®.
Mas Ceccareli et al., obtiveram maior positividade nas se-
crecoes endocervicais dentre todos os materiais pesquisa-
dos; e salienta-se ainda que os micoplasmas, devido a au-
séncia da parede celular, sdo extremamente suscetiveis as
condicoes adversas do meio.

Tem sido relatado na literatura que o Ureaplasma urealyti-
cum é o agente mais isolado em ambos materiais™® '» #2127,
os dados encontrados neste trabalho sao compativeis, mas
vale ressaltar que o M. hominis apresentou, nas urinas de
primeiro jato, um percentual de crescimento superior a 104
UFC de 9,37%, o qual é mais elevado que o descrito por
outros autores como Gall et al. (1999) 5,4%, Cordova e Cu-
nha (1999) 3% a 4% e, ainda, o M. hominis é causa, relati-
vamente pouco comum, de uretrite®.

O resultado quantificado, obtido através das diluicoes, forne-
ce ao clinico um dado 1til para andlise, pois um crescimento
superior a 10* UFC é sugestivo de infeccao e contagens infe-
riores podem sugerir que o microrganismo pertenca a micro-
biota normal ou que o paciente estd em tratamento®.
Verificou-se presenca de abundantes leucécitos em 11 das
16 amostras de secrecao endocervical e em 6 das 9 urinas
de primeiro jato; demonstrando que a presenca de leucéci-
tos pode ser outro dado auxiliar importante visto que, tam-
bém, estavam presentes em amostras com crescimento su-
perior a 10* UFC. A presenca de leucécitos, também, foi
observada em um grande nimero de amostras pesquisadas
por Cedilo-Ramirez et al. (2000)

No presente estudo, verificou-se a associacao dos mico-
plasmas com outros patégenos, entre eles, a Gardnerella
vaginalis, em trés amostras; o Mobiluncus sp, em duas
amostras; leveduras e pseudo-hifas, em uma amostra. Mu-
itos trabalhos ja evidenciaram estas associagdes: Ceccareli
et al. (1995), encontraram entre os agentes mais frequentes
a Candida albicans e a Gardnerella vaginalis®; Silva et al.
(2000), realizaram cultura para micoplasmas e observaram,
através de fotomicrografia, a presenca de Gardnerella va-
ginalis e Mobiluncus sp em secrecoes colhidas do fundo de
saco posterior; descreveram assim o laudo: “Vaginose bac-
teriana associada a exacerbacao dos micoplasmas urogeni-
tais (M. hominis e U. urealyticum)"®, e Belkum et al.
(2001), nas suas pesquisas, relataram estas associacoes
através de porcentagens: C. albicans 11%, vaginose bacte-
riana 38% e T. vaginalis 71%?°.

Considerando os relatos das literaturas e os resultados obti-
dos neste estudo, é possivel compreender a grande relacao
dos micoplasmas com o trato geniturindrio e a dificuldade
em alguns casos de considera-los agentes patogénicos.

O ntimero de casos clinicos com presenca confirmada de mi-
coplasmas urogenitais pode ser ainda considerado pequeno
e deixar duvidas quanto ao seu envolvimento etiol6gico®.
Entdo, tornam-se necessarios mais estudos para elucidar a
diferenca substancial dos resultados, em estabelecimentos
publicos e privados, realizando-se coletas de vdrios sitios
anatdémicos, em ambos os sexos, idade, condi¢ao sécio-eco-
ndmica, gestantes e recém-natos. Avaliar topicos importan-
tes como a presenca e quantidade de leucécitos, infeccao
com ambos os agentes, e tracar um perfil da associacao
destes com as vaginoses bacterianas e outras patologias.
Contudo, pode-se concluir que em algumas condicgoes eles
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sao suspeitos de patégenos potenciais e, para tal, se faz uso
de antibiéticos; portanto, a deteccao fidedigna desses mi-
crorganismos € essencial. Uma infeccdo nao tratada corre-
tamente pode levar a seqiielas graves ja descritas neste
trabalho.

Tendo em vista os resultados obtidos, ressalta-se a grande
importancia do laboratério realizar a identificacdo e quan-
tificacao dos agentes, bem como, a coloracao de Gram,
uma arma util para investigar a associacdo com outros pa-
tégenos, observar a presenca de leucécitos e um controle
de qualidade nas possiveis contaminacoes, visando assim
auxiliar o clinico. Existem varios métodos e Kkits, disponi-
veis no mercado, que possibilitam a identificacao destes
agentes, sendo de grande valia para os laboratérios, mes-
mo de pequeno porte, realizarem este exame como rotina.
Além de um diagnéstico adequado, é também necessdrio a
conscientizacao dos profissionais da satide e da populacao
em geral, quanto aos possiveis danos causados pelos mico-
plasmas; abordagens em programas de controle de do-
encas sexualmente transmissiveis, atencao redobrada nas
infeccbes em imunocompetentes, acompanhamentos pré-
natais para diagnostico precoce, evitando problemas du-
rante a gravidez e, posteriormente com o recém-nato, sdao
medidas preventivas que podem e devem ser realizadas.
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Haplétipos do cluster da globina beta em pacientes
com anemia falciforme no Rio de Janeiro: Aspectos
clinicos e laboratoriais*

Beta globin haplotypes in sickle cell anemia in patients from Rio de Janeiro: Clinical and
laboratory aspects

Marcos K. Fleury

dos escravos no Brasil.

/RESUMO - Foram estudados 74 pacientes com anemia falciforme matriculados no Instituto Estadual de Hematologia Arthur de Si-
queira Cavalcanti - HEMORIO. Os parametros hematolégicos foram determinados usando-se contador eletrénico e os haplétipos es-
tabelecidos através de PCR seguidos de digestdo com enzimas de restri¢ao. Os genétipos encontrados foram 47 (63,6%) Benin / CAR,
16 (21,6%) CAR / CAR, 1 (1,3%) Benin / Senegal, 1 (1,3%) CAR / Senegal e 9 (12,2%) Benin / Benin. Os niveis de Hb F mostraram
diferencas estatisticamente significativas entre os haplétipos. Os genétipos Ben / CAR e Ben / Ben apresentam valores mais eleva-
dos de Hb F em relacao ao grupo CAR/ CAR, p =0,0051 e p = 0,0173 respectivamente. A associacao dos dados sobre a frequén-
cia dos haplétipos com registros historicos permite uma série de consideracoes de interesse sobre a origem e as migracgoes internas

\PALAVRAS-CHAVE - Anemia falciforme, Haplétipos, Hemoglobina fetal. )

zil

/SUMMARY - We studied 74 sickle cell anemia patients from Instituto de Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti — HEMORIO.\
The hematological parameters were carried out by electronic counter and the haplotypes were determined by PCR followed by endo-
nuclease digestion. The genotypes were characterized as 47 (63,6%) Benin / CAR, 16 (21,6%) CAR / CAR, 1 (1,3%) Benin / Senegal,

1 (1,3%) CAR / Senegal and 9 (12,2%) Benin / Benin. The Hb F levels were significantly different among the haplotypes. The Ben /
CAR and Ben / Ben genotypes showed higher Hb F values than the CAR / CAR group, p = 0,0051 and p = 0,0173 respectively. The
B haplotypes and the historical data allow some important considerations about the slave traffic routs and internal migrations in Bra-

\KEYWORDS - Sickle cell anemia, Haplotypes, Fetal hemoglobin.

/

INTRODUCAO

hemoglobina S (Hb S) é o resultado de uma mutacao

GAG < GTG, que corresponde ao sexto cédon do ge-
ne da globina beta resultando numa substituicao acido glu-
tamico < valina na sexta posi¢do da cadeia da globina be-
ta." As doencas falciformes sao caracterizadas como aque-
las nas quais a falcizacao produz significantes manifes-
tacoes clinicas. Entre estas figuram as hemoglobinopatias
SC e SD, as interacoes entre a Hb S e as talassemias e a
anemia falciforme, sendo esta ultima designacéo reservada
ao estado homozigoto para o gene S.*?
Entre as hemoglobinopatias, as doencas falciformes sao as
mais freqiientes patologias chegando a atingir 1 em cada
500 individuos da raca negra.**
A freqiiéncia do gene S na Africa esta distribuida entre trés
regibes geogréficas principais: Africa Ocidental (freq. 0,12
a 0,14); a regiao entre o Congo e o Zaire (freq. 0,12 a 0,14);
e o Senegal, (freq. 0,08 a 0,10).%”
No Brasil as frequéncias do gene S variam enormemente
conforme a influéncia africana na regido. Em 1995, num
dos maiores trabalhos de triagem de hemoglobinopatias ja
realizados no Brasil, 67.667 individuos de 48 cidades brasi-
leiras foram estudados, mostrando uma freqiiéncia de
2,2% de portadores “AS".®
No Rio de Janeiro, num estudo realizado em 3345 individu-
os atendidos em hospitais publicos e postos de satide mu-
nicipais, foi observada uma freqiiéncia de 2,86% de hete-
rozigotos para o gene S.°
As manifestacoes clinicas da anemia falciforme variam,

desde a morte na infancia até uma total auséncia de sinto-
mas com qualidade de vida praticamente normal". Estas
manifestacoes estdo diretamente relacionadas com a ini-
bicdo da polimerizacao intracelular da hemoglobina S, com
a diminuicdo a intensidade da hemoélise e com a oclusdo da
microcirculacao.'"*

A presenca associada de alfa-talassemia, os niveis de he-
moglobina fetal e os haplétipos do “cluster” do gene da
globina beta tém sido considerados, freqiientemente, os fa-
tores determinantes da variabilidade da anemia falcifor-
me™!171819 Qs haplétipos do tipo Senegal e Saudita estao
comumente associados a niveis mais altos de hemoglobina
fetal (acima de 15%) e a um curso clinico mais brando. No
haplétipo do tipo Benin, os niveis de hemoglobina fetal sao
intermediérios (de 5 a 15%) e os beneficios quanto ao cur-
so clinico sdo menos marcantes. O haplétipo do tipo CAR,
por sua vez, apresenta niveis mais baixos de hemoglobina
fetal (abaixo de 5%) e o curso clinico mais grave'®.

Os haplétipos beta-S apresentam origens étnica e geogra-
fica diferentes: O tipo CAR (Reptublica Centro Africana) no
centro-sul e leste africano; o tipo Benin (BEN) originado no
meio-oeste africano; o tipo Senegal (SEN) caracteristico da
Africa atlantica; o tipo Saudita ou Indu-arabe presente na
peninsula ardbica e na India e o tipo Camarédes encontrado
nos limites geogréficos deste pais e numa pequena parte
da costa oeste africana.’

Até o advento da Lei Eusébio de Queiroz, promulgada em
4 de setembro de 1850, homens, mulheres e criancas das
mais diferentes regidoes do continente africano chegavam
as costas do Brasil na condicao de escravos. Essa imigracao
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forcada de elementos da raca negra, com linguas, costu-
mes e religiodes diversas, transformou o Brasil num imenso
continente negro fora da Africa, influenciando, com sua
cultura, a formacao genética e cultural de nosso povo.*

O trafico, desta forma, poderia ter resultado numa mistura
de usos e costumes completamente estranhos uns dos ou-
tros. Ao contrdrio, o jogo das trocas comerciais estabeleceu
relacoes precisas entre clientes e fornecedores dos dois la-
dos do Atlantico e, assim sendo, os reagrupamentos de ne-
gros de certas “nacgoes"” africanas foram realizados insensi-
velmente em algumas regioes do Novo Mundo.” Os negros
oriundos de golfo de Benin foram na maior parte encami-
nhados para a Bahia, enquanto que os escravos bantos, do
Congo e Angola, eram mais frequentes no resto do Brasil*.
Em resumo, pode-se concluir que o Brasil recebeu, princi-
palmente, elementos pertencentes as culturas Sudanesas e
Bantos. Os sudaneses, portadores de cultura mais elevada e
procedentes da Costa da Guiné, espalharam-se pelo recon-
cavo da Bahia e vizinhancas. Ja os Bantos, de cultura mais
rudimentar e oriundos do Congo (Zaire), de Angola e de
Mocambique, difundiram-se pelo Maranhao, Zona da Ma-
ta Nordestina, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sao Paulo.”

MATERIAL E METODOS

Foram estudados 74 pacientes com diagnostico de anemia
falciforme, matriculados no Instituto Estadual de Hemato-
logia “Arthur de Siqueira Cavalcanti” — HEMORIO, com
idades de 2 a 51 anos com uma média de 18,4 anos.

Em relacao a naturalidade dos individuos, encontramos 67
(90,5%) do Rio de Janeiro, 2 (2,7%) da Bahia, 1 (1,4%) do
Maranhao, 1 (1,4%) de Minas Gerais, 2 (2,7%) da Paraiba
e 1 (1,4%) do Piaui.

Os parametros hematolégicos foram determinados usando-se
equipamento automatizado Coulter Counter modelo T-890.
As amostras de DNA foram obtidas a partir de leucécitos
colhidos do sangue periférico.*

Os haplétipos foram determinados a partir de 5 sitios poli-
morficos localizados no “cluster” do gene da globina beta
(6'Gama G, Gama G, Gama A, Pseudo-beta, 3' Beta), que
foram amplificados e o polimorfismo identificado através
de digestao com endonucleases de restricao.

As andlises estatisticas foram realizadas através do progra-
ma EPI-Info (Versao 6,04b). O nivel de significancia esta-
belecido foi p < 0,05 para todas as andlises.

Visando o estudo dos resultados laboratoriais relacionados
com a idade e, considerando a influéncia dos niveis de he-
moglobina fetal, subdividimos a amostra em dois grupos:
Criancas - idades de 2 a 13 anos e Adultos - idades de 14 a
51 anos. O Grupo de Criancas é constituido de 32 individu-
os com média de idade de 8,5 anos e o Grupo de Adultos é
formado por 42 individuos com média de 26,0 anos.

Os pacientes foram agrupados segundo seus genétipos e as
comparacoes estatisticas dos parametros hematolégicos fo-
ram realizadas entre os grupos formados'"*.

RESULTADOS

A observacdao dos parametros hematolégicos através das
médias e dos desvios padrao revela uma grande variacao
dos valores encontrados, demonstrando, desta forma, a
grande variabilidade clinico-laboratorial da anemia falcifor-
me (Tabela 1). O grupo de pacientes, (n = 74), apresentou
média (+ desvio padrdo) de hemacias 2,61 (+ 0,49) x10/mm?,
hemoglobina 7,93 (+ 1,26) g/dl, hematdécrito 23,38 (+ 3,54)
%, VGM 90,51 (+ 8,73) fl, HGM 30,53 (= 3,69) pg, CHGM
33,74 (= 1,74)%, reticuldcitos 11,80 (+ 6,64)% e hemoglobi-
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na fetal 6,66 (+ 4,61)%. Sobre a hemoglobina fetal, observa-
se uma diferenca estatisticamente significativa entre os se-
x0s (p = 0,0275). Os pacientes do grupo masculino apresen-
tam média de 4,92% enquanto o grupo feminino 6,40%.

A amplificacdo dos cinco sitios polimérficos do cluster do
gene da globina beta realizada em cada um dos pacientes
estudados permitiu a determinacao dos haplétipos dos 74
individuos.*

Os genétipos encontrados foram: 47 individuos Benin /
CAR (63,6%), 1 Benin / Senegal-Saudita (1,3%), 1 CAR /
Senegal-Saudita (1,3%), 16 CAR / CAR (21,6%) e 9 Benin
/ Benin (12,2%). Desta forma, temos 148 cromossomos ana-
lisados; 80 cromossomos CAR (54,0%), 66 cromossomos
Benin (44,6%) e 2 cromossomos Senegal/Saudita (1,4%)
(Tabela 2).

As médias e os desvios padrao de cada parametro para ca-
da um dos grupos de individuos segundo seus haplétipos
estdao apresentadas na Tabela 3.

As comparacgoes em relacao aos grupos Ben / Sen e CAR /
Sen ndao foram incluidos neste estudo por terem sido estes
genoétipos observados uma unica vez.

A andlise comparativa dos parametros hematolégicos entre
os individuos com haplétipos Ben/CAR e CAR/CAR reve-
lou resultados estatisticamente significativos somente em
relacdao a hemoglobina fetal (p = 0,0051), onde o grupo
Ben/CAR apresentou média superior. O mesmo ocorrendo
na comparacao entre os grupos Ben/Ben e CAR/CAR onde
a hemoglobina fetal mostrou-se mais elevada no grupo
Ben/Ben (p = 0,0173).

No estudo dos parametros hematolégicos entre os grupos
com haplétipos Ben/Ben e Ben/CAR, nao foram encontra-
das diferencas significativas para nenhum dos parametros.
As médias, os desvios padréo e o valor de "p" foram deter-
minadas para cada um dos parametros hematol6gicos em
cada grupo de pacientes, segundo seu genétipo (Tabela 4).

Tabela |
Parametros hematoldgicos, médias, desvios padrao e
valor de “p” apresentados nos grupos de adultos e
criancas com anemia falciforme (n = 74).

Adultos Criancas p

(N =42) (N=32)
Hemacias (x10%/mm?) 2,63 + 0,55 2,60 + 0,41 0,8699
Hemoglobina (g/dl) 8,02 + 1,44 7,80 + 0,99 0,5738
Hematdcrito (%) 23,82 = 3,98 22,80 = 2,80 0,3308
VGM (fl) 91,34 = 9,29 88,94 + 7,48 0,3762
HGM (pg) 30,49 = 3,59 30,34 = 3,69 0,9210
CHGM (%) 33,54 = 1,69 33,94 1,78 0,1549
Reticuldcitos (%) 11,19 = 6,31 12,56 = 7,05 0,4276
Hemoglobina Fetal (%) 5,42 = 3,79 8,29 + 5,12 0,0464

Tabela Il

Distribuicao dos haplétipos e cromossomos na
populacéao estudada (n = 74).

N® de Individuos N° de Cromossomos

(%) Benin CAR Senegal
Benin/ CAR 47 47 47
(63,6%)
Benin / Senegal 1 1 - 1
(1,3%)
Benin / Benin 9 18
(12,2%)
CAR/ Senegal 1 - 1 1
(1,3%)
CAR/CAR 16 - 32
(21,6%)
Total 74 66 80 2
(100%) (44,6%) (54,0)% (1,4%)

RBAC, vol. 39(2): 89-93, 2007



Tabela Il
Médias e desvios padrao dos parametros hematolégicos
para cada um dos grupos de pacientes estabelecidos.

HAPLOTIPOS
Benin/CAR Benin/Benin CAR/CAR
(n=47) (n=9) (n=16)
Hemacias (x 10°/mm?®) 2,54 = 0,450 2,82 + 0,644 2,65 +0,518
Hemaoglobina (g/dl) 7,81 = 1,359 8,19 = 0,790 7,94 1,212
Hematdcrito (%) 23,01 + 3,718 24,39 + 2,633 23,49 = 3,497
VGM (fl) 91,13 7,812 89,00 + 14,448 89,25 + 8,136
HGM (pg) 30,77 = 3,484 29,89 5,487 30,00 = 3,425
CHGM (%) 33,81 + 1,861 33,44 + 1,944 33,69 = 1,401
Reticuldcitos (%) 12,28 = 5,947 11,08 = 5,262 12,81 = 9,699
Hemoglobina Fetal (%) 6,92 = 4,136 7,42 = 4,362 3,96 = 3,417
Tabela IV

Médias e desvios padrao dos parametros hematolégicos
estabelecidos para cada um dos haplétipos observados.

HAPLOTIPOS
Parametros  Benin/CAR Benin/Benin Benin/Sen CAR/CAR CAR/Sen
(n=47) (n=9) (n=1) (n=16) (n=1)
Hemacias 2,54 2,82 - 2,65 -
(x 10°/mm?®) (0,450) (0,644) (0,518)
Hemoglobina 7,81 8,19 - 7,94 -
(g/dl) (1,359) (0,790) (1,212)
Hematdcrito 23,01 24,39 - 23,49 -
(%) (3,718) (2,633) (3,497)
VGM 91,13 89,00 - 89,25 -
(fl) (7,812) (14,448) (8,136)
HGM 30,77 29,89 - 30,00 -
(p9) (3,484) (5,487) (3,425)
CHGM 33,81 33,44 - 33,69 -
(%) (1,861) (1,944) (1,401)
Reticuldcitos 12,23 11,03 - 12,81 -
(%) (5,947) (5,262) (9,699)
Hemoglobina 6,92 7,42 - 3,96 -
Fetal (%) (4,136) (4,362) (3,417)
Populacao N° de CAR Benin Senegal
Cromossomos No No No
(%) (%) (%)
Belém (PA) 60 40 18 2
(66,7) (30,0) (3,3)
Salvador (BA) 188 95 92 1
(50,5) (49,0 (0,5)
Ribeirdo Preto (SP) 67 49 17 1
(73,0) (25,5) (1,5)
Campinas/ S&o Paulo (SP) 142 92 50 0
(64,7) (35,2) (0,0)
Porto Alegre (RS) 49 39 9 1
(79,6) (18,4) (2,0)
Rio de Janeiro (RJ) 148 80 66 2
(54,0) (44,6) (1,4)
Fortaleza (CE) 34 14 19 1
(41,2) (55,9) (2,9)
Total 688 409 271 8
(59,4) (39,4) 1,2)

Quadro 1 - Freqiiéncia de distribui¢ao (%) dos haplétipos em
algumas regides brasileiras.”"*"

Brasil

Salvador

Rio de Janeiro@

Figura 1 - Principais portos africanos fornecedores de escravos
para as cidades brasileiras

RBAGC, vol. 39(2): 89-93, 2007

DISCUSSAO

O curso clinico da anemia falciforme é influenciado por
uma série de fatores genéticos, adquiridos e por diferencas
ambientais. Entre as condi¢oes que podem modificar o cur-
so da doenca estao a alfa talassemia e os polimorfismos en-
contrados na regiao do gene beta, (haplétipos). Entretanto,
as tentativas de associacao entre os achados clinico-labora-
toriais e os haplétipos tém sido, na maioria dos casos,
frustradas7,26,27,28,29,30‘

Os valores de hemoglobina fetal observados para os gru-
pos masculino e feminino mostram uma diferenca signifi-
cativa. Esta diferenca, embora ndao completamente explica-
da, seria a responsavel por uma maior longevidade e uma
sintomatologia mais branda em pacientes do sexo femini-
no'.O grupo de criangas apresenta média de hemoglobina
fetal significativamente maior que o grupo dos adultos. Es-
tes resultados podem ser explicados baseados na mudanca
gradual do ritmo de sintese entre as cadeias gama e cadei-
as beta que ocorre no periodo peri-natal. Os recém-nasci-
dos apresentam niveis elevados de hemoglobina fetal, que
decrescem ao longo do tempo. Os pacientes falcémicos sé
apresentarao os sintomas tipicos da doenca quando os ni-
veis de hemoglobina S atingirem cerca de 75%, ou seja,
apos o decréscimo dos niveis de Hb F.

Em relacdo a freqiiéncia dos haplétipos observada na amos-
tra estudada, encontramos 80 (54,0%) cromossomos CAR, 66
(44,6%) cromossomos Benin e 2 (1,4%) cromossomos Sene-
gal. A literatura nacional nao é rica em dados sobre os ha-
plétipos do cluster beta, entretanto, segundo os dados dispo-
niveis, nossa amostra apresenta-se de forma semelhante aos
dados brasileiros que mostram uma predominancia dos cro-
mossomos tipo CAR entre os pacientes estudados.**

Os valores de hemoglobina fetal apresentaram-se superio-
res nos grupos Ben/CAR e Ben/Ben quando comparamos
cada um deles com o grupo CAR/CAR. A comparacao en-
tre os gendtipos Ben/Ben x Ben/CAR, nao apresentou dife-
rencas significativas em nenhum dos parametros hemato-
légicos, nem mesmo em relacdao a hemoglobina fetal.
Esses resultados, em parte, estao de acordo com a literatu-
ra que relata maiores niveis de hemoglobina fetal associa-
dos ao haplétipo Senegal seguido do haplétipo Benin e, por
ultimo, ao haplétipo CAR.** Os resultados observados en-
tre os genotipos CAR/CAR x Ben/CAR e Ben/Ben x
CAR/CAR em relacao a hemoglobina fetal, ratificam a des-
cricao do haplétipo Benin como mais benigno quando com-
parado ao haplétipo CAR, principalmente por causa da
maior concentracao desta hemoglobina.

Embora os pacientes portadores do haplétipo Senegal néao
tenham sido incluidos nestas analises, é interessante notar
os niveis de hemoglobina fetal observados. O paciente
CAR / Sen apresenta valor de hemoglobina fetal de 21,6%,
e o paciente Ben / Sen 6,8%. O primeiro é uma crianca de
3 anos, onde esperariamos niveis elevados de hemoglobi-
na fetal porém néao neste nivel . O segundo, um rapaz de
17 anos, apresenta valor de Hb F superior ao da média en-
contrada na populacdo estudada. E importante observar
que estes niveis de hemoglobina fetal elevados sao concor-
dantes com o relatado pela literatura.'o!3141819

Os niveis de hemoglobina fetal sao descritos na literatura
como haplétipo dependente e diretamente correlacionados
ao curso clinico da doenca'**. Em nosso grupo de pacien-
tes os valores observados para hemoglobina fetal apresen-
taram variagoes importantes entre os haplétipos, mostran-
do que os niveis desta hemoglobina seriam influenciados
pelos haplétipos.
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Os dados encontrados sobre a freqtiéncia dos haplétipos do
“cluster” da globina beta no Brasil associados aos fatos his-
téricos e as caracteristicas do periodo escravocrata brasilei-
ro, permitem algumas consideracoes.

Com base nos registros histéricos, sabemos que os primei-
ros escravos africanos, chegados a época das capitanias
hereditéarias, seriam oriundos do Noroeste da Africa, isto &,
da regiao do haplétipo Senegal. Estes primeiros escravos
chegaram ao Brasil através dos portos de Sao Luis e, prin-
cipalmente, do Recife.*

No entanto esta rota do trafico ndo durou muito tempo,
sendo logo substituida pela rota que partia da Baia de Be-
nin em direcao a capital Salvador, na Bahia. Durante mui-
tos anos esta foi a principal rota do trafico negreiro para o
Brasil, principalmente para suprir de mao de obra a cres-
cente lavoura acucareira do nordeste.

Com descoberta de ouro nas Minas Gerais tornou-se dificil
para a Coroa portuguesa o controle da mineracao a partir
da capital Salvador. Este fato talvez tenha sido um dos
principais motivos da mudanca da capital da Colénia para
o Rio de Janeiro, em 1763. A partir da mudanca da capital
intensifica-se o trafico entre a regido de Angola (Luanda,
Benguela e Cabinda) e o Rio de Janeiro (Figura 1).** A ne-
cessidade premente de mao de obra na regiao mineradora
foi um dos principais fatores da intensificacao desta rota,
pois a maior proximidade geogréfica entre as Minas gerais
e o Rio de Janeiro facilitava o deslocamento de escravos
para a regiao das minas. Desta forma, o Rio de janeiro pas-
sou a receber escravos de uma regiao africana distinta da
que abastecia Salvador. A regiao de Angola apresenta
maior freqiiéncia do haplétipo CAR*.

Com a prosperidade da mineracao do ouro e a proibicao in-
glesa do tréafico de escravos ao norte da linha do Equador,
cresce o papel do Rio de Janeiro nao s6 como principal por-
to de comércio brasileiro como também centro distribuidor
de escravos para o resto do pais.

Os documentos pesquisados caracterizam muito bem esta
diferenciacao entre as rotas do trafico negreiro. Partindo da
regiao da Baia de Benin o destino brasileiro era o porto de
Salvador, enquanto o Rio de Janeiro recebia escravos da
regiao de Angola (Figura 1).

A partir destes fatos, € possivel especular que inicialmente
a maioria dos escravos chegados ao Brasil seriam da regiao
do haplétipo Benin e que a Bahia e as regides vizinhas
apresentariam este haplétipo em maior freqiiéncia. Ja em
relacao ao Rio de Janeiro, a freqiiéncia maior seria do ha-
plétipo CAR. O haplétipo Senegal deveria ser encontrado
na regido nordeste a partir de Pernambuco até o Ma-
ranhao. Estas previsoes, no entanto, nao levam em conta a
alta taxa de mortalidade dos escravos no inicio da coloni-
zacao e as migracgoes internas. Todavia, de modo geral, es-
te quadro representaria de maneira satisfatéria uma pre-
visao da distribuicao dos haplétipos no Brasil.

Os dados disponiveis relacionados a freqiiéncia dos haplé-
tipos no Brasil mostram uma predominancia do haplétipo
CAR em todas as regides estudadas (Quadro 1). Nota-se
que a regiao de Sao Paulo, assim como Porto Alegre, apre-
sentam frequiéncias bastante elevadas deste haplétipo. Es-
tas observacoes estdao de acordo com os relatos histéricos
que mostram o Rio de Janeiro como centro distribuidor de
escravos para estes estados®*>¥.

A regido de Salvador também apresenta predominio do ha-
plétipo CAR embora esta regidao tenha sido abastecida in-
tensamente por escravos oriundos da regido da Baia de Be-
nin. Talvez a alta mortalidade, causada pelo péssimo trata-
mento dispensado aos escravos no inicio da colonizacao, e
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as migracgoes internas ocorridas em direcao a Minas Gerais
e Rio de Janeiro, possam explicar as freqiiéncias encontra-
das nesta drea. Também nao devemos deixar de considerar
que, talvez, o namero de individuos analisados ainda nao
seja o suficiente para calculos mais precisos. De qualquer
forma, a predominancia do haplétipo CAR em Salvador,
nao corresponde ao esperado.

Os resultados observados no Para mostram a maior fre-
quiéncia do haplétipo Senegal encontrada no pais (3,3%),
embora o haplétipo CAR seja o mais freqliente naquela po-
pulacao. A freqiiéncia do haplétipo Senegal nesta regiao
mostra-se concordante com a histéria e com as expectati-
vas desta discussao.™

Nossos dados estao de acordo com o observado no resto do
pais mostrando um predominio do haplétipo CAR (54,0%),
seguido do haplétipo Benin (44,6%) e Senegal (1,4%). Co-
mo descrito anteriormente, considerando-se a origem dos
escravos chegados ao Rio de Janeiro a predominancia do
haplétipo CAR nesta regiao seria, realmente, o mais prova-
vel.

Um fato interessante refere-se ao haplétipo Senegal que
foi observado somente em dois pacientes. Um deles (Ben/
Sen) é natural do Maranhao e o outro (CAR/Sen), embora
seja natural do Rio de Janeiro tem os pais maranhenses.
Esta observacao, embora em apenas dois casos, € no mini-
mo curiosa mostrando a presenca do haplétipo Senegal na-
quela regido e os elevados niveis de Hb fetal associados, o
que estd de acordo com a histéria do trafico.

Analisando as referéncias bibliograficas relativas ao perio-
do colonial, nota-se uma grande escassez de dados sobre a
escraviddo no Brasil principalmente em relacdo ao século
XIX. Uma grande parte dos documentos sobre a questao
dos escravos e do trafico foi destruida em 1891, ap6s a abo-
licao da escravatura. Este ato "abolicionista” atribuido a
Rui Barbosa, entdao Ministro das Financas, é controverso e
discutivel.

Desta forma, acreditamos que a determinacgao dos hapléti-
pos do “cluster” da globina beta seja de grande importan-
cia nado sé para o acompanhamento e prognoéstico dos paci-
entes de anemia falciforme, como também como ferramen-
ta para estudos antropolégicos que contribuam no esclare-
cimento da origem dos africanos que tanto contribuiram na
formacao etnoldgica, econdémica, cultural e social do Brasil.
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5. Para os inscritos no Congresso Brasileiro de Andlises Clinicas,
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Programa do Concurso (impresso ou em disquete).
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1 - De acordo com o Programa o Candidato é avaliado pela Banca
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TECC - Titulo de Especialista em Citologia Clinica, pela SBCC —
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certificado pela SBCC.
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verso do Certificado.
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sendo aprovado no Concurso do TEAC, o candidato tera o Certificado do
Titulo de Especialista em Andlises Clinicas, sem o apostilamento em

\\\Citologia Esfoliativa.

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

As Provas:

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

Obs: a avaliagdo em Citologia pela SBCC, serd Prova Escrita, Prética 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
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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 Ultima renovacao do Titulo de Especialista
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que se atualizou nos (ltimos cinco anos, enviando os documentos que
somem 2.000 pontos de acordo com o Capitulo lll - Da Avaliago, Artigo
8°, do Regulamento do TEAC.

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

Proximo Concurso do TEAC:

Informamos, que o 67° Concurso para Outorga do TEAC — Titulo de
Especialista em Andlises Clinicas, seré 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 inscrigéo para o Concurso do TEAC e TECC é no valor R$
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Estudo comparativo entre duas técnicas de dosagem
de metemoglobina (MHDb)

Comparative study between two techniques of methemoglobin (MHb) determination

Thiago Magalhdes Camargo’, Maria Izalina Ferreira Alves?, Sara de Jesus Oliveira’, Edson S.
Shitara® & Yoko Oshima-Franco®

/RESUMO - A hemoglobina é a proteina responsavel pelo transporte de oxigénio, fungéao vital ao organismo. A oxidagao de um &to-
mo de ferro da hemoglobina resulta na formacao de MHb, condicdao que pode ser de origem congénita ou adquirida. Metemoglobi-
nemia € caracterizada quando uma concentracao superior a 2% (Evelyn e Malloy, 1938; Hegesh et al., 1970) ou a 3,8% (Naoum et al.,
2004) da hemoglobina encontra-se na forma oxidada. O objetivo desta pesquisa, aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNI-
SO, foi verificar a correlacao existente entre a técnica de Hegesh et al. (1970) com a recente proposta por Naoum et al. (2004), atra-
vés do coeficiente de correlacao (r) de Pearson. Os voluntarios (50 estudantes da UNISO) que participaram da pesquisa apos assina-
rem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, eram hematimetricamente normais e nao-fumantes. Obteve-se um coeficiente de
correlacdo linear préoximo a 1 (r=0,93), indicando correlacao positiva entre os métodos e estatisticamente significativa pelo teste t-Stu-
dent (p<0,01). Embora nao se possa afirmar que exista diferenca estatistica entre as duas técnicas, dado que sdo medidas em escalas
diferentes, conclui-se que a técnica de Naoum ¢ vantajosa sobre a de Hegesh quanto a estabilidade, toxicidade de reagentes, riscos
ao analista e custos.

PALAVRAS-CHAVE - metemoglobinemia, método analitico, oxidacao da hemoglobina. Y,

~

SUMMARY - The hemoglobin is a protein responsible by the transport of oxygen, vital function to the organism. Methemoglobin
(MHD) occurs when the hemoglobin is oxidized to the ferric form, condition that could have genetic or acquired source. Methemoglo-
binemia is characterized when level higher to 2% (Evelyn e Malloy, 1938; Hegesh et al., 1970) or to 3,8% (Naoum et al., 2004) of he-
moglobin is oxidized. The objective of this study, approved by Committee for Ethics in Clinical Research (UNISO) and after obtained
the Informed Consent, was to verify the existent correlation between the Hegesh et al. (1970) with the recent proposed by Naoum et
al. (2004) techniques, by using of Person'’s coefficient (r). The volunteers (50 students from UNISO) were with normal hematimetric va-
Iues and were no-smokers. A coefficient of linear near to 1 was obtained (r=0,93), indicating a significative (p<0,01) and positive cor-
relation between the techniques. Although the techniques could not be compared statistically, since the scale are not equals, we can
conclude that the Naoum technique is advantageous on the Hegesh relative to the analytical stability, reagents toxicity, risks to ana-
lyst and costs.

KEYWORDS - analytical method, methemoglobinemia, oxidation of hemoglobin. Y,
INTRODUGAO réncia de cada determinacao sao obtidos de acordo com a
técnica analitica empregada. Assim, os valores normais en-
oxigénio (O:) existente no ar é uma molécula diatomi- contrados na literatura para a MHb variam de 1,5 a 2% em
Oca. Exceto por alguns organismos unicelulares, todos relacao a Hb total. Nessas técnicas usualmente sdo empre-
os animais, plantas e bactérias necessitam de O: para uma | 9adas sais de cianeto (cianeto de sodio e ferricianeto de po-
eficiente producao de energia pela cadeia de transporte de tassio), toxicos para todo tipo de vida animal, pois blo-
elétrons dependentes de O: (Halliwell e Gutterridge, 1998). queiam o transporte de oxigénio no metabolismo, pela ex-
A hemoglobina, proteina constituinte da hemaécia, realiza trema afinidade do cianeto com a enzima citocromo-oxida-
duas funcées biolégicas principais: transporte de O: do pul- | S€ responsavel pela respiracdo celular. Recentemente,
mao para os tecidos periféricos e transporte de CO: dos te- | Uma nova técnica analitica foi proposta por Naoum et al.
cidos periféricos ao pulméao, para posterior excrecao (Rod- (2004) sem a utilizacao de substancias de alta toxicidade,
well, 1998). Ela é constituida por duas cadeias beta, em cu- com parametros de normalidade de MHb entre 1,9 a 3,8%.
jo centro se localiza o grupo heme contendo um fon Fe* Assim, este estudo teve como objetivo verificar a existén-
(estado ferroso), onde liga o O:. Quando o Fe* é oxidado a cia ou nao de correlacao entre as duas técnicas de dosagem
Fe* (estado férrico), a hemoglobina torna-se incapaz de (Hegesh et al.,, 1970 e Naoum et al., 2004).
transportar o O: aos tecidos causando, entdo, hipéxia. Nes- ,
ta condicao, a hemoglobina passa a ser chamada de mete- MATERIAL E METODOS
moglobina (MHDb). ”
A MHbD pode ser de origem congénita ou adquirida, sendo Aspectos éticos 3
esta a causa mais freqiiente e podendo ser provocada por A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
medicamentos, alimentos e varios outros agentes quimicos. | da UNISO, sob protocolo 003/04.
As conseqiiéncias decorrentes da MHb elevada podem ser
vdrias, sendo a principal a cianose refrataria a oxigeniote- Sujeitos do estudo
rapia (Lepera, 2003). Foram voluntérios os estudantes (n=50) da UNISO que as-
Historicamente, a primeira técnica de determinacdo de sinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
MHDb foi a de Evelyn e Malloy (1938), que foi posteriormen- aparentemente saudaveis, hematimetricamente normais e
te adaptada por Hegesh et al. (1970). Os valores de refe- nao-fumantes.

Recebido em 25/10/2006
Aprovado em 13/11/2006
*Universidade de Sorocaba — UNISO - Curso de Farmécia
Cidade Universitaria, Rodovia Raposo Tavares km 92,5; Caixa Postal 578/587, CEP 18023-000.
Apoio Financeiro: Programa de Bolsas de Iniciagéo Cientifica (PROBIC/UNISO)
"Académico do Curso de Farmacia e Bolsista de Iniciagdo Cientifica; *Estaticista e Docente; *Bidloga e Docente; ‘Hematologista e Docente; “Farmacéutica e Docente
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Método analitico

Foram empregados para a dosagem de MHb o método es-
pectrofotométrico pela técnica de Hegesh et al. (1970) e
Naoum et al. (2004). As dosagens de MHDb foram realizadas
em duplicata e imediatamente apés a coleta das amostras.
Os reagentes e os fluxogramas dos procedimentos técnicos
de ambos os autores sao mostrados a seguir, no item 2.5
(Esquemas 1 e 2, respectivamente). O perfil hematol6gico
e hemograma foram determinados no sistema automatiza-
do Pentra 80 (ABX) e o VHS pelo método de Westergreen.

Amostra

As amostras de sangue (5 mL para cada técnica empregada)
foram coletadas diretamente para tubos comerciais de vacuo
(Vacutainer®) com pressoes negativas que contém a con-
centracao correta de anticoagulante (heparina e EDTA, res-
pectivamente, para as técnicas acima citadas), minimizando
as possiveis fontes de erro. Amostras colhidas com EDTA
também foram utilizadas para as analises hematolégicas.

Reagentes e fluxograma do procedimento técnico
1. Esquema 1 (Hegesh et al., 1970)

Reagentes:
e Solucao de KsFe(CN)s (ferricianeto de potéssio) 5% (p/v)
- Conservar em frasco escuro e preparar mensalmente.
e Tampao Fosfato pH 7,2
Solucao A : Pesar 68g de KH:PO: e completar para 1 li-
tro com dgua destilada.
Concentracao desta solucao: 0,5M
Solucao B: Pesar 20g de NaOH e completar para 1 litro
com agua destilada.
Concentracao desta solucao: 0,5M
Misturar 100mL da solucao A com 70mL da solucao B.
O pH deve ser 7,2.
e Solucao de Ferricianeto tamponada
Colocar 0,2 mL da solucao de ferricianeto 5% com 2,5
mL do tampao fosfato. Completar para 110 mL com
dgua destilada. Preparar diariamente.
e Solucao de cianeto de sédio a 5% (p/v)
Se no lugar de NaCN for usado KCN, pesar 13,3 g
para 100 mL.
e Solucao de acido acético 12% (v/v)
e Solucao neutralizada de cianeto
Misturar 1 mL da soluc@o do cianeto se sédio 5% com
0,9 mL da solucao de acido acético 12%. O tempo de
validade desta solucao é de 6 horas.

v

Colocar primeiramente 0,8 mL de sangue
total coletado com anticoagulante (Heparina)

v

’ Adicionar 2,2 mL de agua destilada ‘

Y

Adicionar uma gota de Triton —X -100 para
produzir hemolise total
(Deixar em rep por 3 mi

v

Adicionar 1 mL do Tampéao

Fosfato e misturar

Tubo A Tubo B
Y

Adicionar 2,4 mL do tubo 0 | [ Adicionar 02 mL do tubo 0 l

¥

’ Adicionar 2,2 mL da solugao ‘

de ferricianeto tamponada

96

Ajustar o espectrofotdbmetro em 632 nm e acertar o zero
contra o ar e fazer a leitura dos tubos A e B.

Adicionar em ambas as cubetas 80 pL da solug¢ao neutrali-
zada de cianeto e fazer novamente a leitura de C (cubeta
1) e D (cubeta 2).

A-C

eCdlculo de MHb (% Hb)= __A-C
(B-D)x 12

e O valor normal de metemoglobina para adultos sadios é
até 2% e o valor maximo tolerado € de 5%.

2. Esquema 2 (Naoum et al., 2004)
Reagentes

e Solucao estoque de Tampao Fosfato M/15:

Na:HPO:12H-0O 9g
KH:PO: 5,7 g
H-0 q.s.p. 1,0 litro

e Solugao trabalho Tampao Fosfato M/60 diluir 250 mL da
solucao estoque para 1 litro (q.s.p.) de agua destilada.

e Saponina 1%

}

Colocar primeiramente 100 pL de sangue
total coletado com anticoagulante (EDTA)

!

Adici 100 pL de
(Agitar para ocorrer hemdlise)

}

Adicionar 6 mL do Tampao Fosfato
M/60 (Homogeneizar)

Ajustar o espectrofotometro em 630 nm e usar o Tampao
Fosfato M/60 como branco, acertar o zero e fazer a leitura
do tubo A.

J;

’ Colocar 300 pL da mistura do tubo A ‘

!

Adicionar 3 mL do Tampao Fosfato
M/60(Homogeneizarporinversao)

Ajustar o espectrofotometro em 540 nm e usar o Tampao
Fosfato M/60 como branco e acertar o zero e fazer a leitu-
ra do tubo B.

eCdlculo da MHb
(% da Hb) = D.O. 630 nm x 100

D.O. 630nm + (D.O. 540nm x 10)

*Os valores normais de metemoglobina variam de 1,9 a
3,8%. Acima de 4% considera-se elevada.
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Verificacao de correlacao entre as técnicas

As médias das leituras em absorbancia foram obtidas e os
valores de MHD calculados, conforme preconizados pelos
autores das duas técnicas. Para verificar a reprodutibilida-
de e a sensibilidade entre as duas técnicas empregou-se o
coeficiente de correlacao de Pearson (r), e o teste t-Student
para testar a significancia estatistica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, duas técnicas de dosagem de MHb foram
comparadas, a de Hegesh et al. (1970) e a recente descrita
por Naoum et al. (2004), conforme a Tabela 1, em amostras
de sangue de voluntdrios (n=50), com valores hematimetri-
camente normais, como mostrado na Tabela 2.

Tabela |
Determinacao de MHb (%) pelas técnicas de
Hegesh et al. (I) e Naoum et al. (ll)

Voluntario 1 ] Voluntario | ]

1 1,5 3,4 26 1,5 3.4
2 0,6 2,7 27 0,3 2,2
3 0,8 2,7 28 0,4 2,3
4 1,9 3,6 29 1,1 3,1
5 0,9 2,8 30 0,2 1,9
6 0,6 2,5 31 0,4 1,9
7 1 2,9 32 1,1 2,9
8 0,4 2,3 33 0,4 2,3
9 0,2 1,9 34 1,2 3,1
10 0,4 2,3 35 1,8 3,7
1 1,8 2,4 36 1,3 3,4
12 1,2 2,9 37 1,3 3,2
13 0,4 2,0 38 0,7 2,6
14 1 2,9 39 0,2 2,1
15 0,9 2,8 40 0,7 2,7
16 1 2,9 41 2 3,8
17 0,1 2,0 42 0,4 2,3
18 0,3 2,2 43 1,6 3,4
19 0,9 2,7 44 0,2 2,2
20 1,2 3,1 45 1,2 3,1
21 1 2,9 46 0,1 1,9
22 0,4 2,3 47 1,8 3,6
23 0,3 2,2 48 0,2 2,0
24 2 3,9 49 0,8 2,7
25 1,7 3,7 50 1,2 3,1
Tabela Il
Valores hematimétricos dos voluntarios
Andlise realizada Média + DP
(valores de referéncia)
Eritrécito (4 — 6 milhdes /uL) 5+0,1
Hemoglobina (11,5 — 15,5 g/dL) 14,7+0,3
Hematdcrito (37 — 47%) 43,2% + 0,7
VHS (1-20 mm) 8,6+1,3
Leucocitos (4.000 — 10.000 /uL) 7.800 + 2
Neutréfilos (45 — 72%) 57% = 1,4
Linfécitos (20 — 35%) 31% +1,2
Monécitos (2 — 8%) 8% + 0,3
Eosindfilos (1 — 4%) 3% +0,4
Basofilos (0-1%) 1% + 0,04
Plaquetas (150.000 — 400.000 /uL) 265.000 + 0,3

Os resultados foram analisados para se verificar a existén-
cia ou nao de correlacao entre ambas as técnicas. A Figura
1 mostra que as técnicas guardam uma relacao significativa
(p<0,01) e positiva entre si, com r=0,93, bem préximo de 1,
o que garante a sua confiabilidade. Pode-se observar tam-
bém que pode ser ajustada uma reta de regressao linear,
Y =1,899 + 0,9406 X

onde Y sao os valores obtidos pela técnica de Hegesh et al.
(0 - 2%) e X os obtidos pela técnica de Naoum et al. (1,9 -
3,8%), ou seja, através dos valores obtidos pela primeira
técnica pode-se estimar quanto seria obtido sobre o mesmo
individuo pela segunda técnica.
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As médias obtidas foram 0,89 + 0,57 e 2,74 + 0,57, pela
técnica de Hegesh e Naoum, respectivamente, o que con-
firma que embora ndo comparéveis devido as diferentes
escalas entre elas, ambas tiveram desvios padroes iguais,
confirmando a igualdade quanto ao resultado.

4,00 +
3,50 +
3,00 +
2,50 +
2,00 +
1,50 +
1,00 +
0,50 +
0,00 1 : : | |
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
Naoum et al. (1,9 - 3,8%)

y = 1,899 + 0,9406x

Hegesh et al. (0 - 2%)

Figura 1 - Diagrama de dispersao e reta de regressao ajustada
pela relacao entre as técnicas.

Embora a avaliacdao da concentracao de metemoglobina se-
ja pouco solicitada aos laboratérios — uma das razoes, pro-
vavelmente, esteja no desconhecimento de sua importancia
como marcador biolégico em processos oxidativos ? ela de-
veria fazer parte da pratica médica, ja que um dos subpro-
dutos da formagdo da metemoglobina é o superéxido (O:’),
um radical livre nucleofilico (Gregus e Klaassen, 2001), com
importancia em inimeros processos fisiopatolégicos.

A metemoglobina é um parametro importante que pode
denunciar uma situacdo incompativel com a vida, e cuja
presenca em niveis elevados na corrente sanguinea impe-
de o transporte de oxigénio dos pulmoes aos tecidos peri-
féricos, causando hipé6xia e cianose. Embora a MHb congé-
nita seja importante, a adquirida assume grande relevan-
cia, uma vez que varias substancias quimicas sdo metemo-
globinizantes, incluindo até mesmo alguns medicamentos
(Lepera, 2003). Vale salientar que, culturalmente, o Brasil
é um pais cuja populacdo se automedica e, além disso, as
tentativas de suicidio e até mesmo os casos de intoxicacoes
acidentais sao frequentes.

Naoum et al. ao desenvolver a sua técnica tomou como re-
feréncia a técnica de Evelyn e Malloy, que foi desenvolvi-
da em 1938 e utiliza derivados do cianeto. Em 1970, He-
gesh et al. modificaram a técnica de Evelyn e Malloy
(1938), passando a utilizar pequenos volumes de amostra e
reagentes (na ordem de pL). Em uma avaliacao feita por
Dusse et al. (1998), a técnica de Hegesh et al. (1970) foi
mais precisa e sensivel do que a técnica original.

Os valores de referéncia das duas técnicas (em percentu-
ais) de MHb sao diferentes, ou seja, a técnica de Hegesh
tem um valor de normalidade até 2%, ja a de Naoum apre-
senta como normais, valores entre 1,9 a 3,8%. Essa dife-
renca de normalidade entre as duas analises é fundamen-
tada pelas reagoes quimicas com os derivados de cianeto,
ferricianeto de potdssio e cianeto de sédio (Hegesh et al.,
1970) e na espectrometria especifica de cada componente
sem interferentes quimicos (Naoum et al., 2004).

Os principios do método de Hegesh et al. (1970) foram bem
abordados por Kohn et al. (2002), sendo: as concentracoes
de MHb e Hb em hemolisados tém méxima absor¢cao em
comprimento de onda em torno de 630 nm. Para se obter a
medida de MHDb, a absorbancia do hemolisado a 632 nm foi
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primeiro determinada na auséncia de cianeto. Nova leitu-
ra foi obtida ap6s a adicao de solucdo neutralizada de cia-
neto (contendo cianeto de sédio e acido acético) ao hemo-
lisado. A adicao de cianeto elimina a contribuicao de MHb
neste comprimento de onda. A absorbancia na auséncia de
cianeto menos aquela na presenca de cianeto é a medida
da conversao de MHb presente na amostra a cianomete-
moglobina. A quantidade de Hb total no hemolisado foi de-
terminada pela oxidacao de todo heme para MHb, com fer-
ricianeto de potassio, e o registro da absorbancia a 632 nm.
Nova leitura foi obtida apés a adicdo de solucao neutrali-
zada de cianeto. A diferenca na absorbancia entre essas
amostras reflete a concentracao total de Hb no hemolisado.
O principio da técnica de Naoum et al. (2004) para a dosa-
gem da concentracao de MHb, em valores percentuais,
fundamenta-se na avaliacao da solucao de Hb, previamen-
te estabilizada em tampao fosfato M/60, em dois compri-
mentos de onda especificos para MHb (630 nm) e oxiemo-
globina (540 nm).

Desta forma, é importante que as técnicas analiticas exis-
tentes sejam avaliadas, para a escolha racional daquela a
ser utilizada, incluindo custos, baixa toxicidade dos rea-
gentes, reprodutibilidade e acima de tudo confiabilidade
na determinacao. Tais fatores sendo considerados levarao
a maior rapidez, tanto na andlise, como na instituicao da
terapéutica adequada (administracdo intravenosa de azul
de metileno), medida essencial em casos de intoxicacao
por substancias metemoglobinizantes.

CONCLUSAO

Ambas as técnicas mostraram-se eficientes na determi-
nacao de MHb. Embora nao se possa afirmar que exista di-
ferenca estatistica entre as duas técnicas, pois sdo medidas
em escalas diferentes, dado que houve correlacao signifi-
cativa e positiva entre as duas técnicas, pode-se escolher a
técnica de Naoum que, na pratica, mostrou-se vantajosa
sobre a de Hegesh, pois nao utiliza derivados do cianeto
em sua analise, é uma técnica muito estavel no momento
da leitura das amostras, € de menor custo e ainda isenta o
analista de contaminacodes, exceto aquelas préprias decor-
rentes do tipo da amostra empregada.
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ERRATA RBAC VL. 39 - N° 01/2007:

No trabalho intitulado "Efeito do tabagismo sobre o perfil lipidico e suas implicacoes em
detentos maternos do Presidio Estadual de Erechim - RS", a Tabela n° 3 é a seguinte:

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

n Nao Fumantes (cigarros/dia)
Parametros
Fumantes =10 111—120 >20 p
(mg/dL)
n=22 n=6 n=13 n=9
cT 150,09 = 25,91 162,50 = 40,04 145382134 16533=41,73 0,378
TG 104,95+ 60,03 128,16+ 110,64 100,07 +64,25 139,62 +93,82 0,592
HDL-C 43,77 + 12,22 39,66 + 9,93 46,61 + 8,58 3587640 0,122
LDL-C 84,04 + 22,55 97,00 +28,14 78,69 +24,76 99,37 24,76 0,295
GLICOSE 78,81+ 7,83 76,16 + 7,65 77,53 + 6,70 74,25+3,84 0,450
PS 12,13 0,77 12,66 = 0,51 12,30 £ 0,75 12,62+051 0,236
PD 80,53 8+ 0,89 7,92 +0,45 812:035 0,882
IDADE 29,90 + 9,13 29,83 +7,67 27,46 £ 6,23 27,87+6,10 0,796
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Revisao Rapida de 100%: um método eficiente na
deteccao de falso-negativo em citopatologia cervical*

100% Rapid Rescreening: an efficient method at detecting false negative cervical cytopathology

Edna Joana Claudio Manrique'; Rita Goreti Amaral’; Nadja Lindany Alves Souza®; Suelene Brito do
Nascimento Tavares®; Zair Benedita Pinheiro Albuquerque®; Gislaine Fonsechi-Carvasan® & Luiz
Carlos Zeferino®

do como método de controle interno da qualidade.

gativo

/RESUMO - Este estudo teve como objetivo comparar o desempenho da revisao rapida de 100%, revisao aleatéria de 10% como mé-
todos de controle interno da qualidade dos esfregacos cervicais negativos no escrutinio de rotina. Foram analisados 3.149 esfregacos
desses, 173 foram classificados como positivos, 2.887 como negativos e 89 esfregacos insatisfatorios. Os esfregacos classificados como
negativos foram submetidos aos métodos de revisao rapida de 100% e revisao aleatéria de 10%. A revisao rapida de 100% identifi-
cou 92 esfregacos suspeitos, desses 42 foram considerados positivos pelo diagnoéstico final. Dos 289 esfregacos encaminhados para a
revisdo de 10%, quatro foram considerados alterados, mas apenas um foi confirmado como positivo pelo diagnéstico final. A revisao
rapida de 100% é mais eficiente na detecgao de resultados falso-negativos do que a revisao aleatéria de 10% e pode ser recomenda-

PALAVRAS-CHAVE - céancer do colo uterino, controle de qualidade, revisao rapida, revisao aleatérias de 10% , esfregaco falso-ne-

~

/

internal quality control method.

/SUMMARY— The aim of this study was to compare the performance of the 100% rapid rescreening and the 10% random rescreening
as methods for internal quality control of cervical smears classified as negative during routine screening. A total of 3,149 smears we-
re analyzed, 173 were classified as positive and 2,887 as negative, while 89 smears were considered unsatisfactory. The smears clas-
sified as negative were submitted to the 100% rapid rescreening and the 10% random rescreening. The 100% rapid rescreening me-
thod identified 92 suspect smears, where 42 were considered positive as final diagnosis. Of the 289 smears submitted to the 10% res-
creening method, 4 were considered abnormal, but only one was confirmed positive as the final diagnosis. The 100% rapid rescree-
ning method is more efficient to detect false negative results than the 10% random rescreening and should be recommended as an

KEYWORDS - cervical cancer, quality control, rapid screening, 10% random rescreening, false negative smear Y,

INTRODUCAO

E consenso mundial que o cancer invasivo de colo uterino

pode ser evitado através do diagnoéstico precoce e trata-
mento de suas lesdes precursoras. Para esse fim, o exame
citopatolégico é o método mais utilizado para o rastreamen-
to dessas lesoes, pela sua sensibilidade, simplicidade e bai-
xo custo (Koss, 1989; Mandelblantt et al., 2002). Porém,
desde a década de oitenta vem sofrendo uma série de criti-
cas relacionadas a alta taxa de resultados falso-negativos,
que variam de 2% a 62%, os quais sao atribuidos principal-
mente a erros de coleta, escrutinio e interpretacao dos re-
sultados (Bosch, 1992; Mitchell & Medley, 1995; Michalas,
2000). Os resultados falso-negativos limitam o diagnoéstico
preciso da doenca e postergam o inicio da terapéutica, com
graves conseqliéncias para a paciente (Arcuri et al., 2002).
Na tentativa de minimizar os resultados falso-negativos, al-
gumas recomendacodes sao necessarias: melhoria na técnica
de coleta, otimizacao do controle interno da qualidade dos
laboratérios com a participacdo dos profissionais nos pro-
gramas de educacao continuada, aprimoramento individu-
al e teste de proficiéncia (Doornewaard et al., 1997; Mody
et al., 2000; ASC, 2001; Brasil, 2002). O controle interno da
qualidade em citopatologia ginecolégica visa identificar ca-
sos falso-negativos nao identificados no escrutinio de rotina
e prover meios para o laboratério assegurar o melhor ser-
vigo possivel a mulher, nao s6 informando resultados corre-
tos, mas também em tempo e formato correto (CDC, 1992;
Mody et al., 2000; ASC, 2001; Arcuri et al., 2002).

O método mais adotado como controle interno da qualidade
dos exames citopatolégicos € a revisdo aleatéria de 10% dos
esfregacos negativos, mas nao tem demonstrado ser eficien-
te para reduzir os indices de falso-negativos (Kraemer, 1989;
CDC, 1992; Melame & Flehinger, 1992; Tabbara & Sidawy,
1996; Baker et al., 1995; Melamed, 1996; Dudding, 2001).
No Brasil, de acordo com a Portaria Conjunta N°92/2001 do
Ministério da Saude, ficou estabelecido as normas do con-
trole da qualidade do exame citopatolégico cervical, onde
os laboratérios deverao adotar praticas que permitam a re-
visao de pelo menos 10% dos exames realizados que de-
verao ser selecionados de acordo com os roteiros de crité-
rios clinicos e citopatolégicos, todos os esfregacos insatisfa-
térios em decorréncia de hemorragia, esfregacos negativos
aleatorios totalizando, no minimo 5% do total dos exames
realizados (Brasil, 2002).

Outro método que tem sido abordado com a finalidade de
minimizar os resultados falso-negativos € a revisao rapida
de 100% de todos os esfregacos interpretados previamen-
te como negativos (Baker, 1991; Faraker, 1993; Faraker,
1996; Dudding et al., 2001; Faraker, 2001). Esse método
consiste em escrutinar rapidamente durante 30 a 120 se-
gundos todos os esfregacos interpretados previamente co-
mo negativos. Apés a revisao rapida, os esfregacos identi-
ficados como suspeitos sao submetidos a uma revisao deta-
lhada por um profissional experiente, que determinara o
diagnéstico final (Baker et al., 1995; Dudding et al., 2001;
Amaral et al., 2005). Outros estudos mostraram que a re-
visdo rapida de 100% dos esfregacgos negativos é uma al-
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ternativa eficiente na detecgao de resultados falso-negati-
vos além de apresentar melhor relacdo custo-beneficio
(Hutchinson, 1996; Arbyn, 2000; Amaral et al., 2005).

Em resumo, um dos problemas que os laboratérios de cito-
patologia enfrentam € a alta taxa de resultados falso-negati-
vos e arevisao de 10% dos esfregagos negativos nao tem de-
monstrado eficdcia enquanto método de controle interno da
qualidade. Assim, este estudo teve como objetivo comparar
o desempenho da revisao rapida de 100% e revisao aleat6-
ria de 10% como método de controle interno da qualidade
dos esfregacos cervicais negativos no escrutinio de rotina.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratério de Analises Clini-
cas Romulo Rocha da Faculdade de Farmacia da Universi-
dade Federal de Goias, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa dessa instituicdao. No periodo de marco a junho
2005 foram analisados 3.149 esfregacos dos quais o escru-
tinio de rotina classificou 173 esfregacos positivos, 2.887
negativos e 89 esfregacos insatisfatoérios.

Os esfregacos classificados como negativos pelo escrutinio
de rotina foram submetidos a revisao rapida de 100% e re-
visdo aleatéria de 10%, conforme o seguinte roteiro:
1-Revisao rapida de 100%, utilizando a objetiva de 10X e a
técnica Turret (Dudding et al., 2001), no tempo médio de
um minuto, conforme esquema abaixo:

LY

2- Revisao de 10% dos esfregagos negativos selecionados
aleatoriamente, utilizando tempo similar ao escrutinio de
rotina (em média cinco minutos) e classificado de acordo
com a alteracao encontrada.

Para a realizacao da revisao rapida de 100%, a equipe foi
previamente treinada, enquanto que, para a revisao alea-
téria de 10%, entendeu-se que nao havia necessidade de
treinamento prévio, pois este era o método utilizado como
controle interno da qualidade na rotina do Laboratério.
Todos os esfregacos identificados como suspeitos ou altera-
dos por qualquer uma das revisées foram submetidos a re-
visao detalhada e analisados por outros dois citologistas.
Os resultados concordantes foram considerados como di-
agnostico final. Quando havia discordancia, os esfregacos
eram revisados por um terceiro citologista e o diagnoéstico
final definido em uma reuniao de consenso.

As etapas de revisoes foram as cegas e os resultados foram
classificados de acordo com a Nomenclatura de Bethesda
2001 (Solomon & Nayar, 2004). Seis citologistas participa-
ram deste estudo, sendo que dois eram responsaveis pelo
escrutinio de rotina, e os outros quatro se alternavam na re-
alizacao das revisoes, de tal forma que eles nao revisaram
a mesma lamina mais de uma vez.

RESULTADOS

Dos 92 esfregacos suspeitos pela revisao rapida, 42 foram
confirmados como alterados pelo diagnéstico final. Dos
quatro esfregacos considerados como alterados pela re-
visao de 10% apenas um foi confirmado pelo diagnéstico
final e classificado como LSIL (Tabela 1 e Tabela 2).

100

Dos 42 esfregacgos falso-negativos confirmados pelo diag-
noéstico final, 19 foram classificados como células escamo-
sas atipicas de significado indeterminado (ASC-US), dois
como células escamosas atipicas, ndo podendo excluir
lesao de alto grau (ASC-H), 19 como lesao intra-epitelial
escamosa de baixo grau (LSIL) e dois como lesao intra-epi-
telial escamosa de alto grau (HSIL) (Tabela 2).

A tabela 3 mostra que dos 42 esfregacos alterados que nao
foram detectados pelo primeiro escrutinio, mas detectado
pela revisao rapida e confirmados pelo diagnoéstico final re-
presentou 19,5% do total de 215 esfregacos positivos da po-
pulacao de estudo. A maioria dos esfregacos falso-negativos
foram classificados pelo diagnéstico final como ASC-US/H
(9,8%), seguido de LSIL (8,8%), apenas 0,9% de HSIL. Ne-
nhum esfregaco adicional de carcinoma escamoso e atipia
glandular foi identificado. Enquanto que, a revisao de 10%
representou 0,46% do total de 215 esfregacos positivos.

Tabela |
Desempenho da revisao rapida de 100% e Revisao de 10%

Categoria n
Esfregacos submetidos a revisao rapida 2.887
Negativos pela revisao rapida 2.795
Suspeitos pela revisao rapida 92
Positivos pelo diagnéstico final 42
Esfregagos submetidos a reviséo aleatéria de 10% 289
Alterados pela revisao de 10% 04
Positivos pelo diagndstico final 01

Tabela Il
Esfregacos suspeitos pela revisao rapida de 100% e
alterados pela revisao aleatdria de 10% e
confirmados pelo diagnéstico final

Revisoes N° de casos

Revisao Rapida de 100%

Casos suspeitos 92
Confirmados pelo diagnéstico final 42
ASC-US 19
ASC-H 02
LSIL 19
HSIL 02
Revisao Aleatéria de 10%

Casos alterados 04
Confirmados pelo diagnéstico final 01
LSIL 01

ASC-US- Células escamosas atipicas de significado indeterminado; ASC-H- Células
escamosas atipicas ndo é possivel excluir uma leséo intra-epitelial de alto grau;
LSIL- Les&o intra-epitelial de baixo grau; HSIL- Les&o intra-epitelial de alto grau

Tabela Ill
Resultados alterados encontrados no primeiro

escrutinio, na revisao rapida de 100% e revisao
de 10%: 215/3.149 esfregacos

Categoria Primeiro Revisao Revisao Total
diagnéstica  escrutinio rapida de 10%

ASC-US 64 (2,03%) 19 (0,6 0%) - 83 (2,6%)
ASC-H 05 (0,16%) 02 (0,0 6%) - 07 (0,2%)
LSIL 65(2,06%) 19(0,60%) 01(0,03%) 84 (2,7%)
HSIL 32 (1,02%) 02 (0,0 6%) - 34 (1,1%)
Ca invasivo 01 (0,0 3%) - - 01(0,03%)
AG 08 (0,2 5%) - - 08 (0,25%)
Total 173 (5,5%) 42 (1,3%) 01(0,03%) 215(6,8%)

ASC-US — Células escamosas atipicas de significado indeterminado; ASC-H — Células
escamosas atipicas néo é possivel excluir uma lesao intra-epitelial de alto grau; LSIL — Les&do
intra-epitelial de baixo grau; HSIL — Lesao intra-epitelial de alto grau; AG — Atipia glandular
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DISCUSSAO

Este estudo mostrou um bom desempenho do método de
revisdo rapida de 100% que detectou 42 vezes mais esfre-
gacos falso-negativos do que a revisao aleatéria de 10%.
Esse resultado representa um acréscimo de 1,3% de esfre-
gacos alterados identificados pela revisao rapida de 100%,
ao passo que, a revisao aleatéria de 10% apresentou um
acréscimo de 0,03%. O tunico esfregaco falso-negativo
identificado pela revisao aleatéria de 10% também foi
identificado como suspeito pela revisao rapida de 100%.
Observou-se, também, que 0,9% dos esfregacos falso-ne-
gativos detectados pela revisao rapida foram classificados
como HSIL. Esses resultados sao concordantes com outros
estudos (Diehl & Prolla, 1998; Dudding, 2001; Amaral et al.,
2005; Ferraz et al., 2005).

Amaral et al. (2005) compararam o desempenho dos méto-
dos de revisao rapida de 100% e revisao aleatéria de 10%
dos esfregacos negativos como métodos de garantia inter-
na da qualidade. Observaram que a revisao rapida apre-
sentou sensibilidade de 73,5% enquanto que, a revisao de
10% obteve sensibilidade de 40,9%. Esse estudo mostrou
que a revisao rapida é uma alternativa eficiente para redu-
zir as taxas de resultados falso-negativos dos exames
citopatolégicos.

Em outro estudo de revisao rapida de 100% os autores con-
cluiram que esse método é mais eficiente do que a revisao
de 10% na deteccao de anormalidades dos esfregacos cer-
vico-vaginais (Ferraz et al., 20095).

Lemay & Meisels (1999) em um estudo de revisdao rdpida
detectou 329 esfregacos suspeitos, e a revisao detalhada
confirmou 43 casos falso-negativos, dos quais, 36 foram
classificados como ASCUS e 7 LIE-BG. Aproximadamente
a cada sete esfregacos suspeitos, um foi confirmado pela
revisao detalhada. Os autores concluiram que a revisao ra-
pida de todos os esfregacos negativos € um método mais
eficiente como controle interno da qualidade do que a re-
visao aleatéria de 10%, porém as custas de um grande nu-
mero de falso-positivos. O presente estudo obteve uma fre-
qiéncia de falso-positivos da revisao rdpida bem menor do
que o estudo acima citado, a cada dois esfregacos suspeito
um foi confirmado pelo diagnéstico final.

Arbyn et al. (2000) em um estudo de metandlise, conclui-
ram que a revisao rapida de 100% dos esfregacos negati-
vos € um método eficiente e tem melhor relacao custo-be-
neficio como controle interno da qualidade do que a re-
visao aleatéria de 10%.

Em um editorial onde foi comparada a relagao custo-bene-
ficio de diversos métodos alternativos de revisao, a revisao
rapida de 100% foi a que detectou mais casos falso-negati-
vos com menor custo. Apesar de nao ser o objetivo deste
estudo analisar custo-beneficio, observou-se que os dois
métodos de controle interno da qualidade praticamente
nao exigem investimentos; os equipamentos sao os mes-
mos utilizados rotineiramente no laboratério e tem o custo
operacional relativamente baixo (Hutchinson, 1996).

O Laboratério Romulo Rocha adotava como método de
controle interno da qualidade a revisao aleatéria de 10%.
A partir deste estudo observou-se a vantagem de imple-
mentar o método de revisao rapida de 100% como contro-
le interno da qualidade, pois além de detectar um maior
numero de resultados falso-negativos quando comparado
com a revisao aleatéria de 10%, possibilita também a ava-
liacao continua do desempenho da equipe, bem como
identificar a variabilidade interobservadores em relacao
aos diagnésticos limitrofes.
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Uso simultaneo do método do polimorfismo confor-
macional de fita simples e da citometria de fluxo no
aumento da eficacia da deteccao de anormalidades do
gene e da proteina p53 na leucemia mieldéide créonica*

Simultaneous use of the single strand conformation polymorphism method and flow cytometry for
increasing the detection efficacy of abnormalities in the gene and p53 protein in chronic myeloid leukemia
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/RESUMO - Introducao: A proteina p53 desempenha um importante papel no controle do ciclo de celular e reparo no DNA danifica-
do. Em pacientes com leucemia de mieléide cronica (LMC) as mutag¢oes neste gene sao encontradas em até 30% dos casos, especial-
mente na crise blastica (LMC-CB), sendo a detecgao de alteragoes nesse gene ou proteina importantes na avaliacao da evolugao cli-
nica da LMC. O sequenciamento de DNA é descrito como o método capaz de identificar as mutacoes do gene TP53, sendo, no entan-
to uma técnica complexa e dispendiosa, o que dificulta seu emprego em larga escala, sendo, atualmente, proposto a pesquisa da pro-
teina p53 por métodos imunoldgicos e a técnica da reacao em cadeia da polimerase seguida pelo estudo do polimorfismo conformaci-
onal de fita simples (PCR/SSCP). Métodos: Analisaram-se amostras de 72 pacientes com LMC: 54 de LMC em fase cronica (33 fase
inicial ou LMC-FCi e 21 em fase cronica tardia ou LMC-FCtd), 7 em fase acelerada ou LMC-Ac e 11 em crise de blastica (LMC-CB).
Foram realizados PCR para os exons 5-9 para posterior estudo pelo SSCP e a expressao de proteina de p53 foi feita por citometria de
fluxo. Resultados: Na andlise do PCR-SSCP, alteracoes de mobilidade eletroforética indicativa de mutacao do gene de TP53 foi obser-
vado em 11/72 pacientes e a expressao da proteina p53 em 17/72 pacientes. O SSCP anormal foi visto em dois casos de LMC-FCi (exon
7), quatro LMC-FCt (um exon 7, um exon 8 e dois exons 8-9), um na LMC-FAc (exon 8) e quatro na LMC-CB (dois no exon 5, um no
exon 6 e um no exon 8-9). Neste grupo, a proteina de p53 estava expressa sete casos (todas LMC-CB e AC e 2 LMC-FCtd), havendo
correlacdo estatisticamente significativa entre os resultados dos dois métodos. Conclusées: Estes resultados sugerem que os dois mé-
todos conjuntamente empregados podem aumentar a sensibilidade na deteccao de anormalidades do gene e proteina p53 nos paci-
entes com LMC. A presenca de SSCP anormal associado a expressao da proteina de p53 nas fases avancadas desta doenca na maio-
ria de casos, sugere que estes exames possam se empregados como indicadores de progressao para a LMC.

PALAVRAS-CHAVE - Mutacao do gene TP53; proteina p53; reacdo em cadeia da polimerase; polimorfismo conformacional de fita
simples; citometria de fluxo; leucemia mieléide cronica. /

(¢ SUMMARY - Context: The p53 protein play an important role in the control of the cell cycle and DNA repair. In patients with chro-\
nic myeloid leukemia (CML) mutation in this gene were found in up to 30%, especially among those in blast crisis. At present, the
only widely available technology that reliable detects and defines all mutations is DNA sequencing. However, the routine sequencing
of the entire TP53 gene in all cases suggestive of mutation in the laboratorial routine is prohibitively costly, complex, and time consu-
ming. To screen for TP53 abnormalities in CML patients, both p53 protein expression bay immunologic methods and single strand con-
formation polymorphism of polymerase chain reaction products (SSCP-PCR) is proposed. Methods: We report the results of an analy-
sis of 72 samples from CML patients:54 in chronic phase :33 in initial phase (ICP-CML) and 21 in late phase (LCP-CML), 7 in accele-
rated phase (AP-CML) and 11in blast crisis (BC-CML). DNA structure for 5-9 exons of the TP53 gene were analyzed by PCR-SSCP and
p53 protein expression by flow cytometry (CF). Results: By PCR-SSCP analysis, shifts in eletrophoretic mobility of the TP53 gene we-
re detected in 11 out of CML patients and p53 protein expression in 17 out of 72 CML patients. The abnormal SSCP pattern were sho-
wed in two cases of ICP-CML (exon 7), four LCP-CML (one exon 7 and exon 8 and two exons 8-9), one in AP-CML (exon 8) and four
in BC-CML (two in exon 5, one in exon 6 and one in exon 8-9). In this group, the p53 protein were express in 17 cases (all CB and AC
of CML patients and 2 out of 5 LCP samples of CML patients) and the statistical analysis by qui-square test showed correlation bet-
ween this two tests. Conclusions: These results suggest that the two methods together can increase the sensibility of screening for p53
abnormalities in CML patients. The presence of abnormal SSCP associated to the p53 protein expression in advanced phases of this
disease in the most of cases, suggesting that these tests can be used as an indicator of progression of CML.

KEYWORDS - TP53 gene mutation; p53 protein; Polymerase Chain Reaction; Single Strand Conformation Polymorphism; Flow Cyto-
metry; Chronic Myeloid Leukemia. /

INTRODUQAO dos casos'?®. A presenca ou auséncia de mutacoes nesse ge-

ne tem importantes implicacoes prognésticas para alguns

utacées do gene TP53 e / ou inativacdo da proteina tipos de tumores. Em tumores de mama ela € indicativa de
Mp53 sdo as alteracoes genéticas mais freqiientes nos uma pior evolucao de doenga metastatica e também de fa-
tumores malignos humanos, ocorrendo em cerca de 50% lha na resposta a quimioterapia‘. A avaliacao do status do
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gene e proteina p53 também pode ser ttil em outras formas
de cancer como nos casos de cancer de cé6lon e bexiga, atu-
ando com fator prognéstico independente’=.

Nas hemopatias malignas, alteracao do gene e da proteina
p53 tem sido observada com menor freqiiéncia, quando
comparadas com os tumores sélidos, predominando, po-
rém, em doencgas com curso clinico desfavoravel®*, tais co-
mo na recorréncia da leucemia linf6ide aguda (LLA), trans-
formacao da sindrome mielodisplasica (SMD) para leuce-
mia mieléide aguda (LMA) e na transformacédo da leuce-
mia linféide crénica (LLC) para sindrome de Richter®*.
Em portadores de leucemia mieléide crénica (LMC) a ex-
pressao da proteina p53 mutada tem sido mais observada
na fase de crise bléastica (LMC-CB), com incidéncia de 20 a
30% dos casos'**®. Na fase cronica da doenca (LMC-FC) es-
sa freqliéncia gira em torno de 5%, sugerindo que a mu-
tacao do gene TP53 possa ser um evento adquirido ao lon-
go do processo evolutivo da doenca (Figura 01)"'***. Nessas
doencas, tem sido constatada maior freqiiéncia da ex-
pressao da proteina p53 mutada nos casos de LMC em cri-
se blastica miel6ide quando comparadas com a LMC em
crise blastica linf6éide".

Os métodos de detecgdo das alteracdes do gene e da pro-
teina p53 disponiveis incluem os métodos imunolégicos de
deteccao da proteina p53, as andlises moleculares e estu-
dos das alteracoes estruturais dos cromossomos 17 envol-
vendo o l6cus 13p17*.

A deteccao da proteina por meio de anticorpos monoclo-
nais (AcMo) anti-p53 baseia-se na premissa de que a pro-
teina p53 funcional (selvagem) encontra-se presente no
nucleo das células em pequena concentracao e que, tendo
a sua vida média reduzida (de 6 a 20 minutos), ndo pode
ser facilmente detectada''. Quando, porém, ocorre a ina-
tivacdo da proteina p53 por mutacao do gene TP53 ou mes-
mo por outro mecanismo, varios fatores que regulam a sua
expressao sao acionados, tornando a proteina mais estavel
e detectdvel por técnicas imunoldgicas, tais como a imuno-
histoquimica, imunocitoquimica ou Western blot'**. As
desvantagens desses métodos estdao relacionadas ao fato
de que deles serem incapazes de identificar a proteina p53
em tumores com mutacdao non sense em suas seqiiéncias
genéticas, visto que, em tais mutacoes, ocorre auséncia de
transcricdo para a proteina p53 (mutacao stop codon). Cal-
cula-se, no entanto, que essas alteracoes ocorram em me-
nos de 20% das mutac¢oes do gene TP53 em tumores huma-
nos”. Outra grande dificuldade na elaboracdao dessas me-
todologias é o fato das mesmas serem laboriosas o que di-
ficulta o seu emprego na rotina laboratorial'*".

Mais recentemente, a citometria de fluxo (CF) tem se desta-
cado como um método eficaz na deteccao da proteina p53
em células tumorais'®’**. Este método apresenta como
vantagem sobre os demais o fato de ser uma técnica semi-
automatizada onde se pode processar e analisar rapidamen-
te um grande nimero de amostras em tempo reduzido'™".
A CF apresenta a vantagem de ser uma técnica semi-auto-
matizada em que se pode processar e analisar, conjunta-
mente, um grande numero de amostras em tempo reduzi-
do", apresentando também como vantagem a possibilida-
de da andlise multiparamétrica, fornecendo informacodes
adicionais tais como analise simultanea de dois ou mais an-
tigenos concomitantemente além da possibilidade de
quantificacdo antigénica’.

Dentre as andlises moleculares, as técnicas de sequencia-
mento de DNA conseguem detectar mutacdes através da
leitura de seqiiéncia de nucleotideos a partir de DNA ex-
traidos a partir de amostras de células tumorais. Por se tra-
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tarem de técnicas de alta sensibilidade, o sequenciamento
consegue detectar praticamente todas as mutacoes atual-
mente descritas no gene TP53**. As técnicas de sequenci-
amento de DNA, no entanto, oferecem a desvantagem de
somente identificarem a presenca de mutacdes no gene
TP53 quando a presenca de alelos da forma selvagem nao
excedam 2/3 do material analisado, caso contrério, po-
derao existir falsos resultados negativos®*. Isso dificulta a
realizacao e interpretacao desses exames em neoplasias
hematolégicas em virtude da contaminagdo das amostras
por células ndo neoplésicas e, portanto, contendo alelo sel-
vagem do gene TP53% *. Deve-se, também, levar em con-
ta, o fato de que as técnicas sao métodos caro e trabalho-
sos que dependem de equipamentos sofisticados, razao pe-
la qual nao se recomenda o seu uso em grande nimero de
amostras ou como método de diagnoéstico de rotina.

A reacdo em cadeia de polimerase ou PCR do inglés poly-
merase chain reaction seguida pela andlise do polimorfis-
mo conformacional de fita simples ou SSCP do inglés sin-
gle-stranded conformacional polymorphism analysis tem
sido apontado como um 6timo método de triagem para mu-
tacdo do gene TP53%*%*, Trata-se de uma técnica mais sim-
ples que permite a identificacao de amostras com mutacao
do tipo missense, sendo mais adequada para estudos com
grande numero de amostras, além de ter boa correlacao
com a expressdo da proteina p53 mutada®#®,

O PCR/SSCP permite detectar alteracoes moleculares em
DNA de fita simples que causam mudancas na mobilidade
eletroforética®. Teoricamente, a mudanca de um Unico nu-
cleotideo é capaz de induzir a diferenca de mobilidade ele-
troforética na fita simples em gel de poliacrilamida nao
desnaturante®. A sensibilidade desse método é considera-
da alta, conseguindo detectar até 80% das mutacgoes pre-
sentes em fragmentos menores que 300 pares de bases
(bp)*. As desvantagens desse método estdo relacionadas
ao fato de que ele ser incapaz de identificar certas alte-
racoes como delecgoes e iniciadores flanqueando uma re-
gido maior que 300 bp também néao sdo recomendadas,
uma vez que a sensibilidade desta técnica é inversamente
proporcional ao tamanho do fragmento amplificado®.
Embora indiretamente, uma outra forma de avaliacao do
status do gene TP53 é a andlise citogenética que pode ser
util na deteccéo de delegdes no braco curto do cromossomo
17 em particular (regido 17p13)*. Adicionalmente, técnicas
de citogenética molecular ou hibridizag¢do in situ, podem
ser utilizadas gragas ao uso de sondas fluorescentes capa-
zes de hibridizar com a regiao p13 do cromossomo 17. Es-
sas alteracoes cromossomicas sao comumente observadas
nas formas graves de LLC", crise blastica da LMC"*% e
também na transformacao de SMD para LMA™®,

Este trabalho teve objetivo investigar alteracoes do gene e
da proteina p53 em pacientes com LMC, empregando si-
multaneamente um método de deteccao de mutacao para
o gene TP53 e de expressao da proteina p53: o polimorfis-
mo conformacional de fita simples e a citometria de fluxo
respectivamente.

Adicionalmente, procuramos correlacionar estes resultados
entre si, estdgios evolutivos da LMC e com fatores prog-
noéstico para esta doenca.

MATERIAIS E METODOS

AMOSTRAS

1.Pacientes

Foram selecionados para estudo uns totais de 71 pacientes
com leucemia mieléide cronica (LMC) em diversos estdgios
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evolutivos da doenca e atendidos no Laboratério de Hema-
tologia Celular e Molecular (LHCM) do Servico de Hema-
tologia do Hospital do Cancer I (HC-I), Instituto Nacional
de Céancer-RJ (INCA): 33 fase cronica inicial (LMC-FCin),
21 em fase cronica tardia (LMC-FCtd) 7 em fase acelerada
(LMC-FAc) e 11 em crise blastica (LMC-CB) dos quais, 9
em crise blastica mieléide e 2 em crise blastica linféide.

O diagnéstico da LMC baseou-se em critérios clinicos e la-
boratoriais proposto pela WHO (The Word Health Organi-
zation classification of neoplasms of the hematopoietic and
Iymphoid tissues: report of the Clinical Advisory Commit-
tee Meeting — Airlie House, Virginia, November 1977)*%.
Os dados laboratoriais empregado neste estudo incluiram o
hemograma, contagem de plaquetas, mielograma, determi-
nacao de fosfatase alcalina leucocitdria, andlise citogenéti-
ca e pesquisa do BCR/ABL. Os dados do hemograma, con-
tagem de plaquetas e fosfatese alcalina leucocitdria foram
obtidos no Servico de Patologia Clinica do HC-I - INCA; a
citogenética e pesquisa do BCR/ABL nos Laboratérios de
Citogenética e Biologia Molecular do Centro de Transplan-
te de Medula Ossea do (CEMO/ INCA), os aspirados de
medula 6ssea no Servico de Hematologia do HC-I /INCA.
Informacoes sobre os dados demograficos, clinicos e labo-
ratoriais obtidos foram devidamente agrupados com re-
lacao aos fatores prognésticos descritos para a LMC (Tabe-
la 1) para posterior correlacao com a expressao da pro-
teina p53 e andlise do PCR/SSCP.

2 Amostras controle

2.1. Amostras controle para expressao positiva e negativa
da proteina p53 por citometria de fluxo.

As linhagens de células tumorais humanas foram emprega-
das como controle de expressao positiva e negativa para a
expressao da proteina p53 por CF. Células das linhagens
GLC-4, Raji, Namalva e HT-29 que expressam a proteina
p53 mutada, as linhagens MCF-7, H460, MT-2 e C91pl, que
expressam a p53 selvagem foram utilizadas como controles
positivos e as linhagens K562, Lucena, Daudi, HL-60 e Jur-
kat como controle negativo' *****, Paralelamente, foram uti-
lizadas células mononucleares de 40 individuos sadios (do-
adores de sangue) para o estabelecimento do ponto de cor-
te dos niveis de expressao da proteina p53 pela CF"#4953,
2.2. Amostras controle para o estudo da reacao em cadeia
da polimerase e polimorfismo conformacional de fita sim-
ples de DNA (PCR/SSCP).

Como controles positivos para o PCR/SSCP foram utiliza-
dos DNA extraido de amostras de linfoma de Burkitt que ti-
nham mutacao para diversos exons do gene TP53 e que
apresentaram um padrao alterado de migracao no
PCR/SSCP* e também amostras de DNA extraidos de lin-
fécitos procedentes de individuos saudaveis, os quais ser-
viram como padrao de migracao normal.

Todas as amostras dos pacientes e doadores de sangue fo-
ram coletados ap6s os individuos ou seus representantes
legais serem esclarecidos dos objetivos do presente traba-
lho e assinado o termo de consentimento pés-informado.

METODOS

1. Cultivo das células das linhagens leucémicas humanas

Células procedentes de linhagens leucémicas foram cultiva-
das em garrafas de poliestireno para cultura de células (Tu-
bos Falcon, Becton Dickinson and Company, Franklin Lo-
pes, NJ, USA) contendo meio de cultura RPMI (RPMI-medi-
um 1640 / Sigma, St. Louis, Missouri, USA), suplementado
com soro fetal bovino (Bovine Calf Sera, Gibco™, Invitrogen
Corporation, Burlington, Canada). As células foram encuba-
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das inicialmente em uma concentracao de 3 — 10 x 10° célu-
las / mL a 37°C, com uma atmosfera de 5% de CO,7#+*,

2. Separacao de células mononucleares

Amostras de MO e SP foram coletadas em tubos heparini-
zados e as células mononucleares separadas em gradiente
de densidade (Ficoll-Hypaque, 1077 / Sigma, St. Louis,
Missouri, USA). Apés esse procedimento, as células mono-
nucleares foram lavadas trés vezes com solucao fisiolégica
(NaCl 0,9%) e ressuspendidas em meio de cultura RPMI
(RPMI-medium 1640 / Sigma, St. Louis, Missouri, USA), su-
plementado com 10% de soro bovino fetal (SFB / Biomast,
Brasil) sendo ajustadas para a concentracao final de 1,0 x
10° células/mL'""*.

3. Teste de viabilidade celular

As células mononucleares foram incubadas em solucao de
azul de tripan (Triplan blue / Merck, Frankfurter, Germany)
a 0,5% em solucao salina tamponada com fosfatos pH 7,4
(Phosphate Buffer Saline — PBS / Sigma, St. Louis, Missou-
ri, USA), na proporcao de 9/1. Ap6s a homogeneizacao, a
mistura foi observada ao microscépio 6ptico, sendo descar-
tadas amostras com viabilidade inferior a 80%' -,

4. Deteccao da proteina p53 por citometria de fluxo

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

A suspensao celular ajustada na concentracao 1,0 x 10° /
células por mL por tubo foi incubada com solucao de lise
previamente diluida a 10% em agua destilada por 10 mi-
nutos a temperatura ambiente, sequido de uma centrifu-
gacao a 1.500 rpm por 7 minutos, descarte do sobrenadan-
te e homogeneizacao do sedimento. Apds ressuspender o
sedimento em 2 mL de solucao de Tween-20 diluido a 0,5%
em PBS (Tween-20 / BHD, England), esta mistura foi cen-
trifugada 2 vezes a 1.500 rpm'""*>*.

Apbs o descarte do sobrenadante, o sedimento foi homoge-
neizado e adicionado sobre o mesmo 10uL de AcMo anti-
p53 (DO-7 / Dako, Carpintaria, CA, USA) conjugado a iso-
tiocianato de fluorosceina (FITC), seguida de uma incu-
bacao por 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz. Apos esta etapa, o sedimento foi homogeneizado
em 2 mL de solucao de PBS/Tween-20, seguida de centri-
fugacao a 1.500 rpm por 5 minutos, desprezado o sobrena-
dante e o sedimento ressuspendido e submetido a mais
uma lavagem com solucao de PBS/Tween-20. Apés o des-
carte do sobrenadante, ao sedimento final foi adicionado 1
mL de solucao de formaldeido diluido a 1% em PBS (For-
maldeido PA / Vetec, Brasil) e estocado na geladeira ao
abrigo da luz até o momento da leitura no CF"*,

Para cada amostra foi utilizado um tubo controle de marcacao
inespecifica, empregando-se para tal, imunoglobulina inespe-
cifica conjugada ao FITC diluida conforme as especificagoes
do fabricante (IgG 1-FITC, Dako, Carpintaria, CA, USA).

A leitura e as andlises foram realizadas no citbmetro Fluo-
rescence Activated Cell Analyser (FACScan, San Jose, CA,
USA) empregando o software Cell Quest (The Cell Quest™
Software, Becton Dickinson Immunocytometry Systems,
San Jose, CA, USA), com aquisicao de 20.000 eventos, ten-
do como pardmetros FSC e SSC em escala linear e FL1 em
escala logaritmica que detecta a fluorescéncia verde, ou
seja, a reacao antigeno/anticorpo conjugado ao FITC!3 %,
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Os resultados foram fornecidos na forma de histogramas
(Figura 2) com valores de percentual da populacao celular
com reacdao positiva para o AcMo anti-p53 e também a
quantificacdo antigénica da proteina p53 através da inten-
sidade média de fluorescéncia (IMF), calculada pela razao
entre a IMF do tubo com o AcMo anti p53 e a IMF, calcu-
lado a partir da razdo do IMF do tubo com células da mes-
ma amostra marcado com anticorpos inespecificos'* #4953,

5. Reacao em cadeia da polimerase e polimorfismo con-
formacional de fita simples de DNA (PCR/SSCP).

Os estudos da mutacao para os exons 5, 6, 7, 8 e 9 do gene
TP53 foram realizados em todas as amostras dos pacientes
com LMC, paralelamente ao estudo da expressdo da proteina
p53 por CF. Este procedimento foi realizado através da técni-
ca do polimorfismo conformacional de fita simples (SSCP) nos
produtos de amplificacao para os exons acima citados.

5.1. Extracao de DNA genémico

As amostras de sedimento de células mononucleares sepa-
radas por gradiente de Ficoll-Hypaque (buffy coat) e ajus-
tadas na concentracao de 1,0 x 10° terao o seu DNA extrai-
do usando o kit de extracdo de DNA gendémico (Genomic
DNA isolation; Kit Gentra systems, Minneapolis, USA).
Quando o concentrado de células mononucleares continha
hemacias, as amostras foram previamente tratadas com so-
lucdo de lise para glébulos vermelhos. Em um microtubo
conico de 1,5 mL (Eppendorf, Westbury, NY, USA), foi adi-
cionado 15 -25pul de buffy coat. Adicionado sobre o mesmo,
solucao de eritrécitos (RBC Lysis Solution; Kit, Gentra
Systems, Minneapolis, USA) na proporcao de 3 partes de
RBC lyse solution para 1 parte de buffy coat. O tubo foi in-
vertido varias vezes para homogeneizar a mistura e incu-
bado por 5 minutos a temperatura ambiente, invertendo
novamente o tubo pelo menos uma vez durante o tempo de
incubacao. Os tubos foram centrifugados por 20 segundos
a 13.000 - 16.000 rpm, o sobrenadante descartado com uma
pipeta, deixando o sedimento visivel de células brancas e
aproximadamente 10 — 20 pL de liquido residual.

Em seguida, os tubos foram vigorosamente agitados em
um vortex para ressuspender as células no liquido residu-
al. Em seguida, adicionou-se sobre a suspensao de celular,
300nL de solucao de lise celular (Cell Lysis Solution, Kit,
Gentra Systems; Minneapolis, USA), misturando bem com
uma pipeta para lisar as células. Se ainda assim os agrega-
dos se mostrarem visiveis, procedeu uma incubacao da
mistura a 37°C, por uma hora ou a temperatura ambiente,
por 24 horas até que a solucao tornar-se homogénea.
Adicionou-se 1,5pL de solucao de Rnase (RNase A Soluti-
on; Kit, Gentra Systems; Minneapolis, USA) ao lisado de
células e o tubo foi invertido 25 vezes para misturar a
amostra e, entao, incubado em um banho maria a 37°C por
15 - 60 minutos. Apés este periodo, a amostra foi resfriada
a temperatura ambiente, e sobre a mesma adicionada
100pL de solucao de precipitacao protéica (Protein Precipi-
tation Solution; Kit Gentra Systems, Minneapolis, USA) ao
lisado de células. A mistura foi entdo homogeneizada vigo-
rosamente em um vortex em velocidade alta por 20 segun-
dos objetivando misturar uniformemente a solucao de pre-
cipitacao protéica ao lisado de células.

A solucao foi entao centrifugada a 13.000 — 16.000 rpm por
10 minutos. O precipitado protéico forma um sedimento vi-
sivel com tonalidade variando de marrom a branco. Quan-
do o sedimento nao se mostrou visivel, a mistura foi subme-
tida a uma nova homogeneizacao no vortex e incubada em
gelo por 5 minutos sendo entao novamente centrifugada.
Apés a centrifugacdo, o sobrenadante contendo o DNA foi
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transferido para um tubo coénico limpo de 1,5 mL contendo
300pL de Isopropanol 100% (2- propanol, Merck). Apds o
descarte do sedimento protéico, a mistura foi homogeneiza-
da delicadamente e congelada em um freezer por uma ho-
ra para obtencao de uma melhor precipitacao do DNA, que
se mostrard visivel como uma pequena nuvem branca sus-
pensa no isopropanol. A mistura foi entdao centrifugada a
13.000 - 16.000 rpm por 5 minutos e o DNA surgiu como um
pequeno precipitado branco no fundo do tubo. O sobrena-
dante foi delicadamente descartado, o tubo drenado em um
papel de absorvente limpo para retirar o excesso de isopro-
panol. Apés esse procedimento, foi adicionado sobre o mes-
mo 300pL de etanol 70%, (Etanol, Merck) e o tubo foi inver-
tido varias vezes para lavar o precipitado de DNA. O tubo
foi entao novamente centrifugado a 13.000 — 16.000 rpm por
1 minuto e o sobrenadante descartado cuidadosamente pa-
ra nao perder o DNA. O tubo foi novamente invertido e dre-
nado brevemente em papel absorvente limpo e, em segui-
da, a amostra foi deixada exposta a temperatura ambiente
por 30 minutos para total evaporacao do etanol.

Ao DNA precipitado, foi pipetado 50pL de solucao de hi-
dratacao de DNA (DNA Hydratation Solution; Kit Gentra
systems, Minneapolis, USA). O DNA re-hidratado foi incu-
bando por uma hora a 65°C ou overnight a temperatura
ambiente. As amostras foram entao estocadas a -4°C até o
momento de andlise.

5.2. Leitura da concentracao de DNA genémico

A concentracao de DNA nas amostras foi determinada
através da leitura em espectofotometro, utilizando-se as
medidas de absorbancia nos comprimentos de onda de 260
e 280nm. Para tal, uma aliquota de 1pL de DNA de cada
amostra foi diluida em 999pL de agua Milli Q estéril com-
pletando um volume final de 1000nL. O espectofotémetro
marca Ultrospec 3000 (Pharmacia, Biotech) foi calibrado a
260 e 280nm e a absorbancia das amostras diluidas foi me-
dida. O DNA foi considerado de boa qualidade quando a
relacao da densidade 6ptica obtida (DO) no comprimento
de onda de 260/280 foi maior que 1,7.

5.3. Avaliacao da integridade do DNA genémico

A integridade do DNA extraido foi inicialmente avaliada
através de corrida eletroforética a 50 volts em gel de agarose
a 1% no tampao TAE 1X (Trizma base, EDTA 0,5 M pH 8,0,
dcido acético glacial). Para tal, foi aplicado 10pL de DNA e
2pL do corante azul de bromofenol e xilenocianol, sendo o
gel corado com brometo de etideo (0.5mg/mL), durante 10
minutos, e visualizados por meio da incidéncia de radiacao
ultravioleta, em uma camara escura equipada com um tran-
siluminador, e registrado por uma camera digital acoplada a
um microcomputador dotado de um software de captura e
andlise de imagens em tempo real (ChemImager™).
Adicionalmente, a avaliacao da integridade do DNA geno-
mico também foi feita a partir de amplificacoes do gene
constitutivo gliceraldeido phosphato desidrogenase
(GAPDH), sendo descartadas as amostras que nao obtive-
ram amplificacao. O GAPDH foi escolhido como controle
pelo fato de ser expresso de maneira constante e abundan-
te nas células de mamifero*.

5.4. Reacao em cadeia da polimerase para os exons 5, 6, 7,
8 e 8-9 do gene TP53.

Os primers usados na reacao de PCR foram sintetizados
pela GIBCO-BRL. As seqliéncias de nucleotideos dos pri-
mers foram: 5F 5'- CAGTACTCCCCTGCCCTCAA-3', 5R
5'-CACCATCGCTATCTGAGCAG-3"; 6F 5'-CACT-
GATTGCTCTTAGGTCT-3', 6R 5'-AGTTGCAAACCA-
GACCTCAG-3'; 7F 5'-CTAGGTTGGCTCTGACTGTA-3',
7R 5'-TGACCTGGAGTCTTCCAGTG-3'; 8F 5'-
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CTTCTCTTTTCCTATCCTGA-3', 8R 5'-TCTTGTCCT-
GCTTGCT-3'; 8/9F 5'-AGTGGTAATCTACTGGGACG-3',
8/9R 5'-TCTCCATCCAGTGGTTTCTT-3".

Para a reacao da PCR foram utilizados 100-500ng de DNA,
25 pmoles de cada primer dos exons 5, 6, 7, 8, 8/9, 0.2mM
de DNTPs, 1U de Taq Polimerase (GIBCO/BRL) 1,5 a
3mM/L de MgCl: (GIBCO/BRL), em um volume final de
45pl (exon 6 e 8, 25pl). O programa da reacao de PCR in-
cluiu 35 ciclos de desnaturacao a 94°C, anelamento (tem-
peraturas de anelamento foram adequadas para cada par
de primers) e extensao a 72°C sendo realizado em um ter-
mociclador (PC-100, MJ Research, USA).

A partir da obtencao dos produtos de amplificacao da PCR
(amplicons), aliquotas de 5pL. de cada amostra foram adici-
onadas a 1pL de tampao de amostra (azul de bromofenol a
0,25%, xilenocianol-FF a 0,25% e glicerol a 30,00%) e entao
analisadas por meio de eletroforese em gel de agarose a 2
% em tampao TBE (Tris-Borato-EDTA), contendo Tris-HC1
a 0,45mM, acido boérico a 0,45mM e acido etilenodiamino-
tetraacético (EDTA) a 2,5mM em pH 8,0. Os parametros de
eletroforese adotados foram 100 V de corrente por 30 minu-
tos. O nuimero de bases do DNA amplificado foi determina-
do por comparacao a um marcador de peso molecular e
100bp utilizado foi o DNA “ladder" de 100 bp (Gibco-BRL).
Apobs a separacao eletroforética, cada gel foi cuidadosa-
mente removido e corado por imersao em uma solucao de
brometo de etidio a 0,5pg/mL por 3 minutos. Dessa so-
lucédo, os géis de agarose contendo os produtos de PCR
eram lavados com dgua destilada (dez minutos) e visuali-
zados por meio da incidéncia de radiacao ultravioleta de
modo similar ao do DNA gendmico. Apés os devidos ajus-
tes de exposicao cada imagem foi documentada e armaze-
nada em formato digitalizado, tornando-se disponivel para
a etapa de andlise de imagem. O tamanho dos amplicons
foram: 190bp para o exon 5, 144bp para o exon 6, 118bp
para o exon 7, 180 bp para o exon 8, 289 bp para o exon 8/9
e 110 bp para o gene constitutivo GAPDH (Figura 3).

5.5. Analise do polimorfismo conformacional de fita sim-
ples (SSCP) do gene TP53.

A técnica do PCR/SSCP foi baseada no método descrito
originalmente por Orita e colaboradores (1989)* e padroni-
zada e adaptada no LHCM/ HC-1/INCA-RJ por Klumb e
colaboradores®. Os produtos de PCR foram diluidos na pro-
porcao de 1:2 em tampao desnaturante, contendo formami-
da a 98%/10mM EDTA, 0,1% de azul de bromofenol e
0,025% de xileno cyanol; aquecidos a 95°C durante 10 mi-
nutos, imersas imediatamente em gelo e aplicadas em gel
de poliacrilamida em concentracao de 8% (exons 5 e 6) e
10% (exons 7, 8 e 8-9), contendo TBE (pH 8.3). A corrida
foi realizada a 40-60 volts a temperatura de 18 a 20°C com
duracédo variando de 14 a 19 horas. Apo6s eletroforese, os
géis foram corados por nitrato de prata de acordo com o
protocolo inicialmente proposto por Bassam e colaborado-
res (1991)*%, Em uma primeira etapa, os géis foram fixados
em solucao fixadora contendo etanol 10% e acido acético
glacial 0,75% por 10 minutos, sob agitacao leve, porém
constante. Em seguida, foi realizada a coloracao do gel por
solucdo de nitrato de prata 0,3% por 10 minutos, também
sob agitacao constante. Para retirada do excesso de prata
do gel, foram realizadas duas lavagens sucessivas com
dgua Milli-Q, que nao ultrapassaram um minuto de du-
racao. Por fim, foi adicionada, sob agitacao constante dos
géis, uma solucao reveladora contendo hidréxido de sédio
3% e formaldeido 0,3%, por tempo suficiente para que as
bandas fossem visualizadas. A seguir, a revelacao foi blo-
queada com a solucao fixadora inicial***. Os géis foram se-
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cos em papel celofane, com ou sem glicerol a 10%, “scane-
ados” e analisados. Como controle positivo de migracao al-
terada foram empregadas amostras de DNA extraido dos
casos em que foi detectado previamente um padrao altera-
do de migracao no PCR/SSCP e DNA procedentes de lin-
fécitos de individuos saudaveis, os quais serviram como
amostras padrao de controle de migracao normal.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos nos dois ensaios foram analisados por di-
ferentes testes estatisticos através do software estatistico
Statistic Pack for Social Sciences (SPSS for Windows versao
9.0; Copyright ® SPSS, INC), sendo considerados estatisti-
camente significativos quando p < 0,05.

Para comparacao dos resultados da expressao da proteina
p53 e resultados do PCR/SSCP empregou-se o teste do qui
quadrado, na correlacdo da expressao da proteina p53 e do
PCR/SSCP com fatores prognoésticos, empregou-se os tes-
tes Mann-Whitney e Kruskall-Wallis. A avaliacao dos valo-
res de expressao, medias e desvio padrao para a proteina
p53 nas amostras de pacientes, foram realizadas empre-
gando o software Microsoft ® Excel 2000 versao 9.0, o qual
também foi utilizado na construcao do gréfico de figura de
dispersao relativo a intensidade antigénica a proteina p53
determinado pela citometria de fluxo dos pacientes com
LMC (Figura 5).

RESULTADOS

1.Caracteristicas gerais dos pacientes

Os dados laboratoriais dos pacientes estudados estao con-
tidos na tabela III. A leucometria superior a 50.000/mm® es-
tava presente na maioria dos casos em todas as fases evo-
lutivas da doenca, correspondendo a 63% dos casos em fa-
se cronica inicial, 61,9% dos pacientes em fase cronica tar-
dia, 57% na fase acelerada e 63,6% dos pacientes em crise
blastica. O percentual de blastos no SP inferior a 10% foi
observado em todos os pacientes na fase crénica da do-
enca. Quatro pacientes em fase acelerada apresentavam
contagem de células blasticas variando entre 10 e 19% e
trés com contagem dessas células oscilando entre 20 e
29%. Todos os pacientes em crise blastica apresentavam
contagem de blastos maior que 30%.

A contagem de plaquetas foi maior que 150.000/mm?® na mai-
oria dos pacientes em fase cronica. Na fase acelerada e crise
blastica observou-se plaquetopenia na maioria dos casos.
Os niveis de hemoglobina dentro dos limites de normalida-
de estavam presentes na maioria dos pacientes na fase cro-
nica inicial e tardia da doenca representando 66,7 e 51,7%
dos casos respectivamente. Pacientes com anemia acentu-
ada (dosagem de hemoglobina inferior a 10,0g/dL) foram
observadas nos casos mais graves como na crise blastica e
na fase acelerada representando 63,6 e 57,1% dos casos
respectivamente.

A andlise citogenética foi feita em 55 casos (24/33 pacien-
tes em fase cronica inicial, 12/21 em fase cronica tardia, to-
dos os 7 pacientes em fase acelerada e 8/11 pacientes em
crise bléastica). O cromossomo Philadelphia (Ph) ou
£(9;22)(q34.1;q11.21) foi detectado em 16/33 casos de LMC
em fase cronica inicial, 10/21 casos em fase cronica tardia,
4/7 em fase acelerada e 4/11 pacientes em crise bléstica.
Auséncia do cromossomo Ph foi observada em 5 /33 casos
em fase cronica inicial, 1 /21 em fase cronica tardia, 3/7 em
fase cronica acelerada, e 3/7 em fase acelerada e 2/11 pa-
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cientes em crise blastica. As alteracoes citogenéticas adici-
onais a t(9;22) foram vistas em 9,1% casos de LMC na fase
cronica inicial, 23,8% da LMC fase cronica tardia, 42,9%
das LMC em fase acelerada e em 18,2% dos casos de LMC
em crise blastica.

2. Analise da proteina p53 por citometria de fluxo

2.1. Amostras controle

A andlise da expressao da proteina p53 nas células de li-
nhagens leucémicas humanas GLC-4, HT-29, H460, MT-2,
C91pl, Raji e Namalva por CF mostraram elevado percen-
tual de células positivamente marcadas e valores expressi-
vos de IMF, contrastando com as linhagens HL-60, Daudi,
Jurkat, K562 e Lucena onde se observou auséncia de ex-
pressao da proteina p53. Resultados similares aos observa-
dos nas células oriundas das linhagens HL-60, Daudi, Jur-
kat, K562 e Lucena também foram observados em linféci-
tos normais procedentes de 40 doadores de sangue sadios
que serviram como valores de cut-off para expressao da
proteina p53 pela CF. Estes valores de expressao oscilaram
de 0 a 4% de células positivamente marcadas e 1,0 a 1,4
nos valores do IMF (Tabela II).

2.2. Amostras dos pacientes com LMC

Nas andlises da expressao da proteina p53 em amostras dos
pacientes com LMC, os resultados foram considerados posi-
tivos quando as células apresentaram o valor do IMF maior
que 1,4 de acordo com os valores do cut off estabelecidos no
LHCM/;HC-I/INCA-RJ, mediante a andlise prévia das cé-
lulas controles (linhagens de células tumorais e linfocitos
normais oriundos de 40 doadores de sangue)'”#449,

Os niveis de expressao da proteina p53 na totalidade dos
casos de LMC, assim como em seus subtipos evolutivos,
estao demonstrados na figura 6, constando de 17 casos po-
sitivos (23,6%) e 55 (76,4) negativos na totalidade dos casos
analisados. A proteina p53 estava expressa em 6,0% dos ca-
sos de LMC-FCin, em 14,3% da LMC-FCtd, em 57,5% da
LMC-FAc e 72,3% na LMC-CB, sendo observada corre-
lacao estatisticamente significativa entre a expressao da
proteina p53 estdagios mais avancados da LMC (p=0,0002).

Em relacao ao percentual de células p53 positivas e aos ni-
veis de intensidade antigénica, observaram-se valores
mais significativos nas fases mais avancadas da LMC (Ac e
CB) quando comparadas com as amostras coletadas de in-
dividuo na fase cronica da doenca (Tabela IV e Figura 5).

3. Resultados da técnica do polimorfismo conformacional
de fita simples (PCR/SSCP) e correlacao dos mesmos com
a expressao da proteina p53.

Um padrao de migracao alterado para o PCR/SSCP indica-
tivo de mutacéao foi observado no exon 5 em duas amostras
(ambas LMC-CB), uma no exon 6 (LMC-CB), trés no exon
7 (todos LMC-FCtd), dois no exon 8 (um LMC-FCtd e um
LMC-FAc) e trés nos exons 8-9 (dois em LMC-FAc e um em
LMC-CB), totalizado 11/72 casos (15,3%) (Tabela V).

A presenca de amostras com expressao da proteina p53 as-
sociada ao PCR/SSCP com padrao alterado de migragao foi
observada em 7 casos (9,7%), expressao da proteina p53 e
PCR/SSCP com padrao normal de migracao em 10 amos-
tras (13,9%), padrao anormal do PCR/SSCP, porém sem ex-
pressao da proteina p53 em 4 casos (5,6,%). A associacao
dos resultados duplamente negativos, ou seja, a presenca
de PCR/SSCP sem alteracoes de migracdao e auséncia de
expressao da proteina p53 foi observada em 54 amostras
(75%) (Tabela VI).
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4. Correlacao entre a expressao da proteina p53 e resul-
tados do PCR/SSCP com os fatores prognésticos dos paci-
entes com LMC.

Na tabela VII estao discriminadas as correlacoes entre a
expressao da proteina p53, resultados do PCR/SSCP e fa-
tores prognoésticos para a LMC. Com relacdo a expressao
da proteina p53, observou-se correlacdo estatisticamente
significativa com: a idade, plaquetopenia, niveis de hemo-
globina inferiores a 10g/dL, contagem elevada de células
blasticas no SP, alteracdes citogenéticas, esplenomegalia e
hepatomegalia. Entretanto, nas andlises dos resultados do
PCR/SSCP foi observado correlacao estatisticamente signi-
ficativa apenas com a plaquetopenia, contagem elevada de
células blasticas no SP, esplenomegalia e hepatomegalia.

DISCUSSAO

As alteragoes genéticas envolvendo o gene TP53 ocorrem
em aproximadamente 50% dos tumores humanos e inclu-
em a troca de nucleotideos na seqiiéncia do gene TP53
(mutacao missense), assim como delecdes, inversoes e
translocagoes envolvendo o cromossomo 17, havendo uma
estreita correlacao dessas alteracdes genéticas com a esta-
bilizacdo e acimulo da proteina p53 no ntcleo das células™
21053 Tal fato tem levado numerosos estudiosos a pesquisar
a expressao da proteina p53, como indicadora de prognés-
tico em neoplasias humanas de diversas origens.

Outras formas de inativacdo da proteina p53 incluem inte-
racoes com outras proteinas regulatérias do ciclo celular
como as proteinas p16 e MDM2 e também proteinas virais
como o antigeno TAX do virus linfotrépico de células T hu-
mana (HTLV) e EBNAS do virus Epstein-Barr (EBV)"**. Es-
sas proteinas, quando interagem com a proteina p53 levam
a inativacao, estabilizacdo e acimulo da proteina p53 no
nucleo da célula, tornando possivel a sua detecgao'**.

A associacao entre a mutacao e a superexpressao da pro-
teina p53 e a evolugao clinica desfavoravel nas leucemias
tém sido observada em varios trabalhos'****, Na LMC, es-
te achado genético é raramente observado nas fases inici-
ais da doenca, apresentando, no entanto, tendéncia a au-
mentar nas fases mais avancadas da doenca, havendo uma
estreita correlacao desse achado com fatores prognéstico
desfavoraveis, resisténcia ao tratamento e menor tempo de
sobrevida global®'*.

Os principais objetivos deste estudo foram de investigar a
incidéncia de alteragdoes do gene e da proteina p53 na
LMC. Para este fim, foi inicialmente padronizada e aplica-
da a técnica de PCR/SSCP em amostras de MO e/ ou SP
desses pacientes, para, entdo, correlacionar esses resulta-
dos com a expressao da proteina p53 e fatores prognéstico
para esta doenca contidos na tabela I. Para este fim, inici-
almente, foram realizadas amplificacoes para os exons 5 -
9 em todas amostras pela reacao da PCR. A escolha destes
exons para avaliacdo de mutacao se deu pelo fato de ser
nessa regido que se concentram mais de 90% das mu-
tacoes do gene TP53 em humanos*®!%%,

Tendo em vista o método do PCR/SSCP se basear na obser-
vacgado do padrdo de migracao, se fez necessaria a presenca
de amostras contendo sabidamente padroes de migracao
alterado e normal para, entao, se poder fazer uma compa-
racao com as amostras a serem testadas. Como padrao de
migracao alterado, foram empregadas amostras de DNA
procedentes de pacientes com linfoma de Burkitt anterior-
mente testadas pela técnica do PCR/SSCP, nas mesmas
condicoes do trabalho por Klumb CE e colaboradores
(2003)*. Como padrao de migracao normal para o
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PCR/SSCP foram aproveitadas amostras de DNA extraidas
de linfécitos normais que serviram como controle de ex-
pressao negativa para a proteina p53 por CF.

Na deteccao da proteina p53 por CF, empregou-se como
controle células tumorais referidas na literatura como posi-
tivas e negativas na expressao da proteina p53, as quais fo-
ram testadas em triplicata para confirmar a reprodutibili-
dade do método. Paralelamente também foram emprega-
dos linfécitos periféricos normais procedentes de 40 indivi-
duos sadios, os quais serviram como controles negativos e
para o estabelecimento do ponto de corte para niveis de
expressao antigénica da proteina p53'7444953,

Observou-se nestes casos, intensidade antigénica elevada
em células das linhagens com mutacdo do tipo missense
para o gene TP53: Namalva com mutacao nos codons 248
do exon 7"7*; Raji (codon 234, exon 7)"*; HT-29 (codon
273, exon 8)"* e GLC-4 (codon 132, exon 5)"*45! em detri-
mento das linhagens MCF-7"7; H460"7 e MT-2". Essas li-
nhagens expressam a forma selvagem do gene e, possivel-
mente, apresentam outros mecanismos de estabilizacao da
proteina”*. As linhagens K-562 e Daudi, que também
apresentam mutacao do gene TP53 no codons 135 do exon
5 e codon 213 do exon 6, respectivamente, nao mostraram
expressao da proteina p53 pelo fato destas mutagoes impe-
direm a transcricao da proteina (mutacao do tipo stop co-
don)”74°>% ocorrendo o mesmo com a linhagem Jurkat
que também apresenta mutacao do tipo stop codon no c6-
don 196 do exon 6'7***, A linhagem HL60 apresenta ausén-
cia de transcricao da proteina p53 por apresentar delecao
no lécus 13p do cromossomo 17717455,

Os resultados das andlises da expressao da proteina p53
nas amostras dos pacientes com LMC, obtidas por CF, mos-
traram diferentes niveis de expressao, havendo, no entan-
to, niveis mais elevados nos casos de doenca mais avanca-
da (Tabela IV e Figura 5).

A presenca do PCR/SSCP, com padrao de migracao eletro-
forético alterado observado em 11 amostras, corresponde-
ram, na maioria dos casos, a pacientes com tempo mais
prolongado de doenca e que também expressaram a pro-
teina p53 (Tabelas V e VI), tratando-se de achados compa-
tiveis com o descrito na literatura, onde é relatada a pre-
senca de mutacoes para o gene TP53 nas fases mais
avancadas da LMC %1553 O fato dessa alteracao molecular
também ter sido detectada nas fases cronica da LMC (dois
na LMC-FCi e quatro na LMC-FCtd), pode ser o indicio de
evolucao da doenca ainda nao detectado clinicamente.
Na LMC-CB esta alteracao ocorre em cerca de 30% nos ca-
sos, sendo mais freqiiente na crise blastica mieléide do que
na linféide. Isto tem sido atribuido a uma maior freqiiéncia
de alteracoes cromossomicas (delegoes e translocacoes) en-
volvendo o cromossomo 17 em pacientes com crise blastica
mieléide quando comparadas aos casos de LMC com evo-
lucao para crise blastica linf6ide'!3 152333953 Tq] fato foi ob-
servado no presente artigo, onde se constatou que todos os
4 casos de LMC-CB com o PCR/SSCP com padrao de mi-
gracao eletroforetico alterado e que também expressaram a
proteina p53 eram de pacientes em crise blastica mieldide,
sendo que dois destes pacientes apresentaram alteracao es-
trutural envolvendo o cromossomo 17 (Tabelas V e VI).
Dentre outros fatores de mau prognéstico para LMC, a ex-
pressao da proteina p53 apresentou correlacao estatistica-
mente significativa com baixos niveis de hemoglobina e pla-
quetopenia, correlacionando também com o percentual ele-
vado de blastos no SP, presenca de alteragoes citogenéticas
adicionais, esplenomegalia, hepatomegalia e idade avanca-
da. Trata-se de correlacoes esperadas, pois estes referenciais
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sao fatores descritos como de mau prognéstico para LMC, e
que se mostram mais presentes nos estagios mais avancadas
da doenca. Assim como constatado nos resultados da andli-
se do PCR/SSCP, resultados positivos para esse marcador
observado ainda na fase inicial da LMC de alguns pacientes
também podem refletir indicio de evolucgéo clinica desfavo-
ravel, ndo detectado clinicamente (Tabela VII).

Com relacdo a correlacdo entre resultados obtidos pelo
PCR/SSCP e fatores prognésticos para a LMC, observou-se
correlacao estatisticamente significativa apenas com a pre-
senca de esplenomegalia, hepatomegalia, elevado numero de
células blésticas no SP e correlacao inversa com a contagem
de plaquetas (Tabela VII). Estes achados refletem, de certa
forma, uma maior sensibilidade da deteccao da proteina p53
pela CF quando comparado com o PCR/SSCP na avaliacao da
deteccao das alteracdes do gene e / ou proteina p53.

O PCR/SSCP é descrito como método de elevada sensibili-
dade para deteccao de mutacao do gene TP53, girando em
torno de 80% dos casos, quando os fragmentos dos produ-
tos de amplificacoes do PCR analisados apresentam peso
molecular variando em torno de 100 a 300 bp. No entanto,
nem todas as mutacoes podem ser detectadas por este mé-
todo, tais como mutacoes em fragmentos maiores que 300
bp. Além do mais, este € método inadequado a deteccao de
mutacdes nao missense como delecdes ou em fragmentos
de DNA com peso molecular maior que 300 bp, uma vez
que a sensibilidade desta técnica é inversamente proporci-
onal ao tamanho do fragmento amplificado®.

Uma das limita¢oes das técnicas de biologia molecular na
investigagao de mutacoes do gene TP53 em amostras de
sangue sdo os resultados falsos negativos em decorréncia da
amplificacao de alelos selvagens do gene TP53 pela reacao
da PCR, que pode ocorrer por causa da contaminacao das
amostras por células nao tumorais, embora isto seja mais fre-
quente nas reagoes de sequenciamento, quando compara-
das com PCR/SSCP. O fato é que diante desta situacao tor-
na-se necessaria a adicao de métodos de clonagem dos pro-
dutos de PCR para s6 entdo posteriormente proceder a rea-
lizacao do PCR/SSCP e / ou o sequenciamento de DNA.
Outra limitacdo da interpretacao das andlises do PCR/SSCP
é o fato dessas alteracoes dos padroes de migracao eletro-
forética também ocorrerem em amostras que contenham
polimorfismo para o gene TP53, tornando recomendavel
uma posterior andlise de seqliienciamento de DNA das
amostras positivas para a confirmacao da mutacao.

Tais limitagoes metodolégicas dificultam a realizacdo e in-
terpretacao desses testes, que também podem ser implica-
dos como indicadores para elevacao do tempo e custos pa-
ra a realizacao destes exames, dificultando sua utilizagao
na rotina laboratorial em larga escala.

No entanto, o padrao de migracao alterado para o
PCR/SSCP observados nas amostras de pacientes com
LMC do presente estudo reforca a possibilidade de que os
padrdes de migracao eletroforética anormal sejam de fato
decorrentes de mutacao missense em razao da auséncia de
relatos sobre polimorfismos constitucional para os exons 5,
6, 7, 8 € 9 do gene TP53.

Reforcando as consideracoes acima descritas, a correlacao
direta entre amostras que apresentaram PCR/SSCP com al-
teracdo de migracdao eletroforética concomitantemente
com a superexpressao da proteina p53, bem como a asso-
ciacao de amostras com padrao de eletroforese normal e fe-
nétipo p53 negativo, na maioria dos casos, reforcam a pos-
sibilidade de que as amostras com SSCP alterado de fato
continham mutacao do tipo missense para o gene TP53.
Adicionalmente, o pequeno ntimero de amostras de paci-

109



entes com LMC-FCi que apresentaram o PCR/SSCP alte- Tabela Il
rado, em contraste com o maior nimero de casos com as Caracteristicas laboratoriais dos pacientes com LMC
mesmas alteracoes do PCR-SSCP nas amostras proceden- LMC/FC in] LMC/FC td. LMC/AC. LMC / CB.
tes de casos mais avancados da doenca, mostram-se dentro Dados Laboratoriais n (%) n (%) n (%) n (%)
do descrito pela literatura, que relata maior freqiiéncia de 33 21 7 "
alteracoes do gene e proteina p53 nos casos mais avanca- Leucocitos (x 10 °)
dos da LMC?, reforca ainda mais a conviccao de que os re- 50,0 21(636) 13 (61.9) 04(57.1) 07 (63.6)
- f - 49,0 — 20,0 07 (21,2) 04 (19,0) 01(14,3) 01(9,1)
sultados do PCR/SSCP com padrao de migracao altgrado <200 05 (15.1) 04 (19.0) 02 (28.6) 03 (27.3)
eram de fato decorrentes da presenca de mutacao missen- % Blastos (SP)
se no gene TP53. 230 00(-) 00(-) 00(-) 11(100)
20 - 29 00(-) 00(-) 3 (42,6) 00(-)
Tabela | 10 -19 00(-) 00(-) 4(57,1) 00(-)
Fatores prognésticos para LMC empregados neste estudo <10 33 (100) 21(100) 00 ( -) 00(-)
Plaquetas (x 10 °)
Variaveis Favoravel Desfavoravel =150,0 32(97,0) 13 (61,9) 02 (28,6) 00(-)
<150,0 — 100,0 01 (3,0) 03 (14,3) 02 (28,6) 03 (27,3)
Idade < 55 anos =55 anos <100,0 00(-) 05 (23,0) 05 (71,4) 08 (72,7)
Sexo Feminino Masculino HB (g /dL)
>12,0 22 (66,7) 12 (57,1) 01 (14,3) 02 (18,2)
Leucometria Global <100.000 / mm® > 100.000 / mm?® 11,9 - 10,0 10(30,3) 08 (38,1) 02 (28,6) 02 (18,2)
3 3 <10,0 01 (3,0) 01 (4,8) 04 (57,1) 07 (63,6)
Plaquetas 2100.000 / mm 2100.000 / mm Citogenética
Hemoglobina >10g / dL <10,0g/dL Cromossomo Ph (+) 16 (48,5) 10 (47,6) 04 (57,1) 04 (36,4)
Cromossomo Ph (-) 05 (15,1) 01 (4,8) 00(-) 02 (18,2)
SNC Ausente Presente Ph/+AD 03 (9,1) 05 (23,8) 03 (42,9) 02 (18,2)
) N3o realizado 09 (27,3) 05 (23,8) 00(-) 03 (27,3)
Hepatomega“a Ausente Presente AC/FCin) Leucemia mieldide cronica em fase cronica inicial; (LMC/ FCtd) Leucemia mieldide crénica em fase cronica
. dia; (LMC/AC) Leucemia mieldide cronica em fase acelerada; (LMC/CB) Leucemia mieldide crénica em crise blastica;
ESplenOmega“a Ausente Presente 1) Cromossomo Philadelphia; (Ph / + AD) Cromossomo Philadelphia mais alteragdes citogenéticas adicionais.
Blastos (SP) >1% <1% Tabela IV

Variaveis dos valores de expressao da proteina p53 por

Fase cronica Fase Acelerada;

Status Crise Blastica citometria de fluxo em amostras de pacientes com
leucemia mieléide cronica.
Citogenética Ph (+) Ph (-); alteragdes -
adicionais LMC, n.72 Min - Max MD Me dp
Ph: t(9;22), Cromossomo Philadelphia Percentual
Referéncias: Tura *’; Socal *; Serra et al **; Barnett e Eaves **; Foti *'. Total de casos 0-98 13 0 + 07
Fase croénica inicial 0-15 2,0 0 +1,0
Tabela ll F onica tardi 0-49 2 0 5,0
~ . . . - +
Expressao da proteina p53 em células de linhagem ase cronica fardia =
tumoral humana e linfécitos de doadores sadios Fase acelerada 0-86 36 26 +37
obtidos por citometria de fluxo. Crise blastica 0-98 54 58 +34
. . IMF
Células Citomstrla de fluxo Total d 1,0-11,9 1,59 1,0 + 1,66
tumorais (%) IMF otal de casos S ' ' =0
Variagéo (m*) Variag.éo (m*) Fase croénica inicial 1,0-1,4 1,10 1,0 + 0,07
F 6nica tardi. 1,0-1,8 1,13 1,0 +0,05
HT-29 97 + 1 (98) 12,2+0,2 (12,1) ase cronica fardia *
Fase acelerada 1,0-3,3 1,84 1,67 +0,81
HL-60 0 1.0 Crise blastica 1,0-11,9 3,79 2,30 + 0,30
GLCH4 98 +1 (98) 452 +1,2 (45’2) (MD) media; (Me) mediana; (dp) desvio padrédo; (Min-Max) mediadas minimas e maximas;
(IMF) indice médio de intensidade de fluorescéncia.
K562 0 1.3+0,1(1,3) Tabela V
Lucena 0 12%0,1(1,2) Correlacao entre PCR/ SSCP com migracao anormal,
expressao da proteina p53, alteracoes citogenéticas e
Jurkat 0 1,1£0,1(1,3) fases evolutivas da leucemia mieléide crénica.
MT-2 86 + 1 (87) 3.56+0.2(3,5) Casos SScP Proteina p53 Citogenética
C91p| 88+ 8 (88) 44+11 (4’2) (status) (exons) (IMF)
) #01-FCin 7 1,0 Ph+
Daudi 2+1(3) 1,1+0,1(1,1) #02 - FCin 7 1,4 Ph+
Raii 93+7(93) | 522%29(513) #03 - Fed 8-9 30 o
# 04 - FCtd 8-9 1,3 Ph+
Namalva 92 + 5 (93) 43,9 £ 11,8 (42,4) # 05 - FCtd 8 1,1 Ph+
H460 80 + 5 (82) 2,5+ 0,6 (2,6) #06 - FCtd 7 2,2 Ph+
# 07 - FAc 8 1,6 Ph+, del 8 (p11); trissomia 19
MCF-7 44 + 1 (44) 2,2+£0,5(2,2) # 08 — CBmi 5 11,9 Ph+, del 17 (p1)
# 09 — CBmi 5 3,2 Ph+
Doadores (n. 40) 2+2(0,47) 1,2+0,2(1,08) _
# 10 — CBmi 6 1,7 Ph+; del 5; del 17
OBS: (m) media dos valores determinados pela realizagéo dos testes em #11 — CBmi 8-9 9.1 Normal (Ph-)

triplicata, exceto em linfécitos normais (controle negativo) oriundas de 40
diferentes doadores; (%): percentual de células positivamente marcadas;
(IMF) indice médio de intensidade de fluorescéncia.

(FAc) fase acelerada; (FCtd) fase cronica tardia; (Fci) fase crénica inicial; (CBmi) Crise
blastica mieldide; (Ph) Cromossomo Philadelphia.
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Tabela VI
Associacao entre a expressao das proteinas p53 e analise
do polimorfismo conformacional de fita simples (SSCP)

SSCP (migragao eletroforética alterada)
Expressao da - .
proteina p53 Positivo Negativo
n. (%) n. (%) P
positivo 07 (9,7) 10 (13,9)
negativo 04 (5,6) 51(70,8) 0,0024*

(*) Teste do qui-quadrado corrigido pelo Fisher exato; (n) nimero de casos estudados

Tabela Vil
Correlacao entre a expressao da proteina p53 e as
alteracoes do PCR/SSCP com fatores prognéstico
nos pacientes com LMC.

FATORES PROGNOSTICOS Expressao da p53 SSCP
Teste p | Teste P
Idade < 55a
Mann -Whitney 0,044 | Mann -Whitney 0,44
Sexo M
F Mann -Whitney 0,76 | Mann -Whitney 0,22
Leucometria / mm?® (2 100.000 )| Mann -Whitney 0,88 | Mann -Whitney 0,38
Plaquetometria / mm® (< 100.000) Mann -Whitney 0,00 037 | Mann -Whitney 0,046
Hb / gdL (< 10) | Mann -Whitney 0,033 | Mann -Whitney 0,22
Blastos % (SP) <10%
10 —29%
>30% | Kruskall-Wallis 0,0003 | Kruskall -Wallis 0,04
Citogenética Ph+
Ph-
Ph+ e alteragdes cromossomicas adicionais | Kruskall-Wallis 0,044 | Kruskall -Wallis 0,99
Esplenomegalia Mann -Whitney 0,0007 | Mann -Whitney 0,0004
Hepatomegalia Mann -W hitney 0,0005 | Mann -Whitney 0,0001

ivo (p< 0,05). (PCRISSCP) Reagdo em cadeia da polimerase e polimorfismo
conformacional de fita simples ou single-stranded i (Ph) Cromossomo Philadelphia

1° evento
t(9:22)
BCR-ABL 2° evento
@ Mutagoes
adicionais

meemm——an——

Alteragoes cromossomicas @ @
envolvendo o cromossomo 17 @

Mutagao
s LMC-CB

do aene TP53

LMC-FC

Figura 01 - Modelo proposto para o mecanismo de envolvimento
do gene TP53 na evolucgao clinica da leucemia mieldide cronica.
Na LMC, diversos estudos tém demonstrado que alteragdes no gene
ou proteina p53 ocorrem principalmente nas fases de transformacao
e crise blastica (CB), estando diretamente relacionada com as altera-
¢oes envolvendo o cromossomo 17. No inicio da fase cronica da
LMC (LMC-FCi) ocorre o primeiro evento relacionado a doenca que é
o surgimento da t (9;22) ou cromossomo Philadelphia. Nas fases de
transformacao surgem alteragdes citogenéticas adicionais, muitas
das quais envolvendo o sitio de localizagdo do gene TP53, levando a
mutagéo do gene TP53.

Baseado em Rotter e Prokocimer 1 e Cavalcanti Junior 53.
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Figura 02 - Exemplos de histogramas com a expressao da protei-
na p53 e controle isotipico IgG1 em uma amostra de um pacien-
te com LMC.

A: Representacao gréafica de um histograma do tipo dot-plot do espalhamento lumino-
so das caracteristicas fisicas das células (tamanho e complexidade interna. Em desta-
que (vermelho) a populagdo analisada. B: Grafico de intensidade de fluorescéncia: em
vermelho controle isotipico de marcagdo inespecifica e em cor verde, histograma
representativo de marcacgao positiva com anticorpo monoclonal DO-7.

144 pb
190 pb
Exon 5 Exon 6
118 pb
a i 180 pb
Exon 7 Exon 8
! e o
Exon8-9 Constitutivo

Figura 3-.Eletroforese realizada em gel de agarose a 2% conten-
do brometo de etidio, revelando os produtos de amplificacao
para os exons 5, 6, 7, 8 e 8 - 9 do gene TP53 e do gene constitu-
tivo gliceraldeido phosfato desidrogenase (GAPDH).

Exon 7

Exon8- 9

Figura 4 - PCR /SSCP em amostras de pacientes com leucemia
mieldéide crénica apés coloracao pela prata.

CN: controle normal; CA: controle anormal.

Em destaque na seta, as amostras dos pacientes e controles
com padrao de migracao eletroforético alterado.
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11,9 @

9,1= ®

Legenda

10 (@) FA; média: 1,84
3 (@) CB; média: 3,80
ase inicial, FCt: Fase Cronica
Tardia,FA: Fase Acelerada, CB:Crise blastica.

Kruskal Wallis; p=0,0005

Intensidade média de fluorescéncia

oANw A

O LNy
Ll

Leucemia Mieléide Cronica

Figura 05- Correlagcao dos niveis de intensidade antigénica da
proteina p53 determinado por intensidade média de fluorescén-
cia por citometria de fluxo e e estagios evolutivos da leucemia
mieldide cronica.

OBS: os valores abaixo das linhas tracejadas representam os resultados negativos.

D n° de amostras testadas

80
I:, n° de amostras positivas
60
Kruskall-Wallis (P= 0,0002)
40

23,6%
20 72,3%
14,3% 57,1% ey
g =

1

o

n°. 72 n°17 n°33 n.2 n°21n°3 n°7 n°%4 n°11 n°8'
LMC Fase Fase Fase Crise
cronica  cronica acelerada blastica
inicial tardia

Figura 6 - Leucemia mieldide cronica e a expressao da proteina
p53 de acordo com o estagio evolutivo.

CONCLUSAO

Em tultima anélise, conforme pode ser constatado, os niveis
de expressao da proteina p53 e o padrdo de migracao alte-
rado do PCR/SSCP estavam mais presentes nas fases ace-
lerada e de crise blastica da LMC, quando comparadas
com os casos examinados ao diagnéstico (LMC-FCi), suge-
rido desta forma que a pesquisa das alteragoes do gene e
da proteina p53 possam ser empregadas como biomarca-
dor adicional de monitoramento de evolucao clinica desfa-
voravel para esta doenca.
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Bactérias Isoladas de Ponta de Cateter Venoso
Central e Suscetibilidade Antimicrobiana em um
Hospital Publico de Belém-PA

Isolated Bacteria of Tip of Central Veined Catheter and Antimicrobial Susceptibility in a Public
Hospital of Belém-PA

Mariniuza Alves Cardoso Melo'; Rosana Cristiane da Silva Monteirol; Antonia Benedita
Rodrigues Vieira%; Maria Angélica Bolini Brazdo® & José Maria dos Santos Vieira*

/RESUMO - A presenca do cateter venoso central (CVC) no organismo aumenta o risco de colonizacao de microrganismos podendo
levar a disseminacao microbiana principalmente em internados de Unidade de Terapia Intensiva. O objetivo do trabalho foi determi-
nar os microrganismos mais freqtientes e o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos em ponta de CVC provenientes de pacientes
do Hospital Pronto Socorro Municipal Dr. Humberto Maradei Pereira, Belém-PA, entre janeiro-2003 a dezembro-2004. Foram execu-
tadas 61 culturas e antibiogramas de pontas de CVC pelo método semiquantitativo de Maki. A identificacao dos agentes e os testes
de suscetibilidade seguiram metodologias convencionais e sistema automatizado ATB-Expression. Foram positivas 56(91,8%) culturas
com prevaléncia de Pseudomonas aeruginosa 26,8%, Staphylococcus aureus 21,4% e Staphylococcus coagulase negativa-SCN 16,1%.
Os isolados de P. aeruginosa demonstraram maior sensibilidade para Colistina (100%), Fosfomicina (93,3%), Imipinem e Meropenem
(80%) tendo resisténcia acima de 40% aos demais antimicrobianos testados. Foram encontradas cepas oxacilina-resistentes de 41,7%
para S. aureus e 11,1% para S. coagulase negativa sendo todas sensiveis a Vancomicina. Isolados de S. aureus e SCN apresentaram
sensibilidade acima de 70% a Nitrofurantoina, Vancomicina, Teicoplanina, Minociclina, Quinopristina-Dalfopristina e Acido Fusidico
tendo revelado elevada resisténcia para Clindamicina, Cotrimoxazol, Penicilina G, Eritromicina, Rifampicina, Norfloxacina e Tetraci-
clina.

\PALAVRAS-CHAVE - cateter, suscetibilidade antimicrobiana, P. aeruginosa, ORSA. /

/SUMMARY - The presence of the central veined catheter in human organism increases the risk of colonization of microrganisms
mainly in admitted patients the Intensive Care Unit. The objective of this assignment was to determine the most frequent microrga-
nisms and the susceptibility profile to the antimicrobial in tip of veined catheter originating from patients who were admitted in “Hos-
pital Pronto Socorro Municipal Dr. Humberto Maradei Pereira”, Belém — PA, from January 2003 to December 2004. Sixty-one culture
and antibiograms of catheter were analyzed to the semi quantitative method of Maki. The agent’s identification and the susceptibility
tests followed conventional methodologies and ATB — Expression authorized system. They were positive 56(91.8%) cultures with pre-
valence of Pseudomonas aeruginosa 26.8%, Staphylococcus aureus 21.4% and Staphylococcus coagulase negative-SCN 16.1% The
stumps of P. aeruginosa demonstrated a larger sensibility for Colistin (100%), Fosfomicin (93.3%), Imipenem (80%) and Meropenem
(80%), there was a resistance of more than 40% in the other tested antimicrobial. Among the Staphylococcus, there were oxacilin-re-
sistant stumps of 41.7% for S. aureus and 11.1% for Staphylococcus negative coagulase, but all of them were sensitive to vancomicin.
The stumps of S. aureus and Staphylococcus negative coagulase presented sensibility above 70% to nitrofurantoin, vancomicin teico-
planin, minociclin, quinopristin-dalfopristin and fusidic acid, which revealed high resistance (above 50%) to clindamicin, cotrimoxa-
zol, penicillin G, eritromicin, rifampicin, norfloxacin and tetraciclin.

KEYWORDS - catheter, antimicrobial susceptibility, P. aeruginosa, ORSA.

/

INTRODUCAO

Ouso do cateter vascular central (CVC) representou um
grande avanco no diagnodstico e na terapéutica em
medicina. Muitos procedimentos clinicos e cirirgicos pu-
deram ser realizados a partir do desenvolvimento desta
tecnologia. Entretanto, com este advento, houve também
uma grande e crescente preocupac¢ao com a infeccao hos-
pitalar, pois ao representar um acesso direto do meio exte-
rior com o intravascular, funciona como corpo estranho, de-
sencadeando muitas vezes um processo inflamatério no lo-
cal de sua aplicagao’.

O contato direto do CVC com a corrente sangiiinea ofere-
ce um risco iminente de disseminacao, principalmente de
bactérias para o sangue, podendo desencadear posterior
bacteremias ou até sepse. Quanto mais tempo o CVC per-
manecer no local de sua insercao, maiores sao os riscos de
contrair uma infeccao®.

O CVC é um procedimento, embora invasivo, cada dia

mais freqiiente e fundamental nos hospitais do mundo to-
do, pois muitos pacientes necessitam desse dispositivo pa-
ra sua sobrevivéncia. Embora seja importante ressaltar que
a maior parte das infeccdes da corrente sangiiinea esteja
associada a algum dispositivo intracelular, as principais
causas das infeccoes decorrentes ao uso do CVC sao a fal-
ta de orientacao e de conscientizacao do pessoal de satude
sobre a identificacao precoce dos fatores de risco®.

Com o amplo uso de CVC, aumentou, proporcionalmente,
a incidéncia de infec¢des nosocomiais, ocorrendo modifi-
cagoes na freqiéncia de microrganismos patogénicos. A
microbiota contaminante tornou-se bastante variada, os
microrganismos que antes eram raramente isolados, hoje
sdo mais comuns nas infeccées. Em estudos clinicos, se
aceita como critério laboratorial para o diagnéstico de in-
feccoes relacionadas ao cateter, que uma contagem de
bactérias igual ou superior a 15 Unidades Formadoras de
Colénia (UFC) é sugestiva de infeccao e, inferior a este va-
lor, seja colonizacao®*.

Recebido em 09/01/2006
Aprovado em 26/02/2007
'Alunas do Curso de Especializagdo em Andlises Clinicas/Depto. de Farméacia/CCS/UFPA; 2Departamento de Patologia/Centro de Ciéncias Biologicas/UFPA;
SLaboratério de Andlises Clinicas Dra. Ruth Brazao-Belém-PA; ‘Departamento de Farmacia/Centro de Ciéncias da Saude/UFPA
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Achados importantes ressaltam o isolamento de bactérias
provenientes de sitios anatémicos do corpo humano, entre
elas estao os Staphylococcus coagulase negativa (SCN)
que vem se destacando como o agente mais freqiientemen-
te encontrado®*#.

O objetivo do trabalho foi determinar a microbiota bacteri-
ana resultante de culturas positivas de ponta de cateter ve-
noso central (CVC) no Hospital do Pronto Socorro Munici-
pal Dr. Humberto Maradei Pereira (HPSMG), Belém-PA,
durante o periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2004
e tracar um perfil de suscetibilidade destas bactérias fren-
te aos antimicrobianos de uso clinico.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se um estudo retrospectivo de 61 culturas de pon-
tas de cateteres venosos centrais (CVC), obtidos por verifi-
cacao de dados nos arquivos de registro de cultura do hospi-
tal e fichas de notificacao da CCIH (Comissao de Controle
de Infeccao Hospitalar), que integra o HPSMG, Belém-PA.
Os arquivos apresentavam informacoes de culturas referen-
tes aos pacientes hospitalizados nas unidades do HPSMG,
no periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2004, tais co-
mo: identificacao do paciente, crescimento ou nao de agen-
te infeccioso, bactérias isoladas, resisténcia e sensibilidade
antimicrobiana. As unidades do Hospital que tiveram ponta
de CVC analisadas foram: Clinica Médica (MED), Clinica
Cirdrgica (CIR), Clinica Pediatrica (PED), Unidade de Tera-
pia Intensiva (UTI) e Unidade de Recuperacao (UR).

As pontas de CVC central foram enviadas ao Laboratério
de Analises Clinicas Dra. Ruth Brazédo para realizacdo de
cultura e antibiograma. Para o cultivo, foi utilizada a Téc-
nica Semiquantitativa de Maki" e apés o periodo de incu-
bacao (24 a 48h/35°C), todas as placas foram avaliadas pa-
ra o crescimento de microrganismos. Foram consideradas
positivas as culturas que apresentaram contagem igual ou
superior a 15 UFC. A identificacdo dos microrganismos iso-
lados foi realizada através de provas bioquimicas conven-
cionais e pelo sistema automatizado ATB Expression (Bio-
Merieux). Os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos
foram realizados pela técnica de difusdao em disco? e méto-
do de microdiluicao automatizada ATB Expression (Bio-
Merieux). Foram testados os principais antimicrobianos
padronizados e atualizados, sendo os resultados interpreta-
dos conforme os critérios recomendados pela Clinical and
laboratory Standands Institute.

RESULTADOS

No periodo de janeiro-2003 a dezembro-2004, o HPSMG
enviou 61 pontas de CVC ao Laboratério de Andlises Cli-
nicas Dra. Ruth Brazao para realizacao de cultura e antibi-
ograma. Desse total, 56 (91,8%) apresentaram cultura po-
sitiva e 05 (8,2%) negativas (Fig. 1).

[ Culturas Negativas 8,20%
[ Culturas Positivas

91,80%

FIGURA 1 - Resultados das culturas de ponta de cateter venoso
central de pacientes internados no HPSMG no periodo de janei-
ro-2003 a dezembro-2004.
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As culturas positivas foram em maior ocorréncia no sexo
masculino (66,1%) (Fig. 2).

[dMasculino

34% M Feminino

66%

FIGURA 2 - Ocorréncia de culturas positivas de ponta de cate-
ter venoso central quanto ao sexo de pacientes internados no
HPSMG no periodo de janeiro-2003 a dezembro-2004.

Em relacdao a procedéncia das amostras, foram obtidos 56
isolados sendo 36 (64,3%) provenientes da UTI, 15 (26,8%)
da MED e 05 (8,9%) da CIR, nao sendo observados cultu-
ras positivas nos sitios PED e UR (Fig. 3).

OuTl
CICLINICA MEDICA
B CLINICA CIRURGICA

8,90%

26,80%

64,30%

FIGURA 3 - Procedéncia de ponta de cateter venoso central
com culturas positivas em sitios do HPSMG no periodo de
janeiro-2003 a dezembro-2004.

De acordo com a Tabela 1, Pseudomonas aeruginosa
(26,8%), seguidas de Staphylococcus aureus (21,4%) e
Staphylococcus sp. coagulase negativa (16,0%), foram os
microrganismos mais freqiientemente observados.

Tabela |
Microrganismos isolados de ponta de cateteres venosos
centrais provenientes de pacientes internados no HPSMG
no periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2004.

MICROORGANISMOS
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Staphylococcus sp coagulase negative
Klebsiella ornithinolytica

ISOLADOS
15 (26,8%)
12 (21,4%)
09 (16, 0%)
06 (10,7%)

Acinetobacter baumanii 05 (8,9%)
Enterobacter cloacae 02 (3,6%)
Enterobacter aerogenes 01 (1,8%)
Enterobacter sakasakiil 01 (1,8%)
Enterobacter freundii 01 (1,8%)
Candida albicans 01 (1,8%)
Alcaligenes sp. 01 (1,8%)
Klebsiella oxytoca 01 (1,8%)
Proteus mirabilis 01 (1,8%)
TOTAL 56 (100%)

Fonte: Arquivo de registro de culturas do hospital e fichas de notificacdo da CCIH (HPSMG, 2005).

A Tabela 2 mostra que as cepas de P. aeruginosa foram
mais sensiveis para Colistina (100%), Fosfomicina (93,3 %),
Imipenem e Meropenem (80%) respectivamente. Frente a
todos os demais antimicrobianos testados (Ticarcilina, Pi-
peracilina+Tazobactam, Ampicilina+Sulbactam, Ticarcil-
na+Clavulanato, Ceftazidima, Cotrimoxazol, Piperacilina,
Gentamicina e Netilmicina), estas cepas apresentaram re-
sisténcia in vitro acima de 70%.
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Tabela Il
Perfil de suscetibilidade de 15 cepas de Pseudomonas
aeruginosa isoladas de ponta de cateter central de
pacientes internados no HPSMG no periodo de
janeiro de 2003 a dezembro de 2004.

ANTIBIOTICO SENSIBILIDADE (%) RESISTENCIA (%)

Colistina 100,0 0,0

Fosfomicina 93,3 6,7

Imipenem 80,0 20,0
Meropenem 80,0 20,0
Ciprofloxacina 40,0 60,0
Cefepima 26,7 73,3
Tobramicina 26,7 73,3
Amicacina 26,7 73,3
Cotrimoxazol 13,3 86,7
Piperacilina 13,3 86,7
Gentamicina 13,3 86,7
Netilmicina 13,3 86,7
Piperacilina+Tazo bactam 6,7 93,3
Ampicilina+Sulbactam 6,7 93,3
Ceftazidima 6,7 93,3
Ticarcilina+Clavulanato 6,7 93,3
Ticarcilina 0,0 100,0

Fonte: Arquivo de registro de culturas do hospital e fichas de notificacdo da CCIH (HPSMG, 2005).

Todos os isolados de Staphylococcus aureus e Staphylococ-
cus coagulase negativa foram sensiveis a Vancomicina,
Teicoplanina e Nitrofurantoina, sendo que houve uma taxa
de 41,7% de cepas oxacilina-resistentes para S. aureus
(ORSA) e 11,1% para Staphylococcus coagulase negativa
(ORSCN). Para os antimicrobianos Penicilina G, Cotrimo-
xazol, Clindamicina, Eritromicina, Gentamicina, Rifampici-
na, Tetraciclina e Norfloxacina houve resisténcia acima de
50% (Tabela 3 e 4).

Tabela Il
Perfil de sensibilidade de Staphylococcus aureus isolados
de ponta de cateter central de pacientes internados no
HPSMG no periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2004.

ANTIBIOTICO SENSIBILIDADE (%) RESISTENCIA (%)
Nitrofurantoina 100,0 0,0
Vancomicina 100,0 0,0
Teichoplanina 100,0 0,0
Minociclina 83,3 16,7
Quinopristina-Dalfopristina 75,0 25,0
Acido Fusidico 75,0 25,0
Oxacilina 58,3 41,7
Rifampicina 41,7 58,3
Levofloxacina 33,3 66,7
Tetraciclina 25,0 75,0
Eritromicina 25,0 75,0
Clindamicina 25,0 75,0
Norfloxacina 16,7 83,3
Cotrimoxazol 16,7 83,3
Gentamicina 16,7 83,3
Penicilina G 8,3 91,7

Fonte: Arquivo de registro de culturas do hospital e fichas de notificacdo da CCIH (HPSMG, 2005).

Tabela IV
Perfil de sensibilidade de Staphylococcus coagulase nega-
tiva isolados de ponta de cateter central de pacientes inter-
nados no HPSMG no periodo de janeiro de 2003 a

dezembro de 2004.

ANTIBIOTICO SENSIBILIDADE (%) RESISTENCIA (%)
Nitrofurantoina 100,0 0,00
Vancomicina 100,0 0,00
Teichoplanina 100,0 0,00
Oxacilina 88,9 11
Minociclina 77,8 22,2
Quinopristna-Dalfopristina 77,8 22,2
Acido Fusidico 66,7 33,3
Norfloxacina 44,4 55,6
Tetraciclina 22,2 77,8
Rifampicina 22,2 77,8
Gentamicina 22,2 77,8
Penicilina G 11 88,9
Eritromicina 11 88,9
Cotrimoxazol 11 88,9
Clindamicina 11,1 88,9

Fonte: Arquivo de registro de culturas do hospital e fichas de notificagéo da CCIH (HPSMG, 2005).
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DISCUSSAO

Através da técnica semiquantitativa de Maki", foi verifica-
do que 91,8% das culturas de ponta de CVC foram positi-
vas. Este valor foi mais alto do que os dados relatados na li-
teratura consultada que mostraram valores entre 47 a
70%1011141625 No entanto, esta variabilidade nos valores po-
de ser atribuida as diferentes populagdes de pacientes es-
tudados e as diversas indicac¢ées do uso de CVC?.

Em relacao ao sexo, foram registrados 66,1% de culturas
positivas de ponta de CVC. Estes resultados foram seme-
lhantes aos encontrados por alguns autores''®*, embora
sexo nao esteja associado aos principais fatores de risco re-
lacionados ao uso do CVC3112529,

Considerando o sitio hospitalar, a UTI foi o ambiente onde
mais ocorreram casos de culturas positivas de ponta de
CVC (64,3%). Resultados semelhantes foram encontrados
por alguns autores**. A UTI é o ambiente hospitalar mais
critico, ocasionando presenca de maior nivel de resisténcia
bacteriana, sendo responsavel em boa parte pelas in-
fecgoes nosocomiais devido a grande concentracao de pa-
cientes de alto risco, que dependendo de suas condicoes
clinicas, favorecem o surgimento destas".

P. aeruginosa foi a bactéria mais freqiiente em pontas de
CVC no HPSMG, sendo isolada em 26,8% das culturas que
apresentaram crescimento bacteriano, seguida de S. au-
reus isolado em 21,4%. E importante ressaltar que a P. ae-
ruginosa tém como habitat o trato gastrointestinal e, usual-
mente, colonizam instrumentos, recipientes e ambientes
hospitalares imidos. Além disso, sdo contaminantes de di-
versas solucoes e infusdes tornando-se importante patége-
no de infec¢oes nosocomiais'***,

Quanto a eficacia dos antimocrobianos, os isolados de P. ae-
ruginosa mostraram que Colistina (100%), Fosfomicina
(93,3%), Imipenem, Meropenem (80%), foram os mais efica-
zes. Resultados semelhantes foram reportados na literatura
exceto em relacdo a Fosfomicina®. Entretanto é importante
observar que microrganismos como a P. aeruginosa desen-
volvem resisténcia a Fosfomicina rapidamente e, para retar-
dar o surgimento da resisténcia, € indispensavel utilizar es-
te antimicrobiano em associacao com outros antibiéticos'.
Em relacao aos Carbapenens (Imipinem e Meropenem), P.
aeruginosa apresentou taxas de resisténcia de 20%. Este mi-
crorganismo tem demonstrado resisténcia entre 15 a 35% a
todos os antimicrobianos disponiveis comercialmente no
Brasil®*. Valores excedendo a 48% de resisténcia de P. aeru-
ginosa a estes antimicrobianos ja foram relatados no Brasil®.
Todos os isolados de P. aeruginosa desenvolveram resistén-
cia frente a Ticarcilina e acima de 60% em relacao aos de-
mais antimicrobianos. Estes dados podem estar condiciona-
dos ao uso extensivo destes antimicrobianos dentro do hos-
pital e pelos fatores de risco relacionados ao uso do CVC*%,
O S. aureus foi o segundo agente mais isolado. E importan-
te destacar que este € um agente etiol6gico oriundo de in-
feccoes adquiridas tanto na comunidade quanto em hospi-
tais, sendo considerado a espécie mais virulenta dos
Staphylococcus sp., apresentando ampla gama de fatores
que contribuem para essa viruléncia®.

Os resultados da Tabela 3 mostraram que 41,7% das cepas
isoladas de S. aureus sdo resistentes a Oxacilina. A referida
resisténcia, somada a outros fatores, vem favorecendo o au-
mento das infecgoes causadas por estes microrganismos, co-
nhecidos como ORSA (S. aureus oxacilina-resistentes)*. Tais
microrganismos sao considerados como um dos principais
agentes das infeccdes nosocomiais no Brasil, ocasionando
morbidade, mortalidade e custos consideraveis, o que repre-
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senta um sério problema para as institui¢ées de satde.

Alta freqliéncia de ORSA foi relatada também em outros tra-
balhos,’*** mostrando que o controle da disseminacao dessa
bactéria nos hospitais exige a adocao de medidas especificas.
Os antibioéticos - lactamicos (ex: Oxacilina) devem ser de
primeira escolha para o tratamento parenteral das in-
fecgoes causadas por S. aureus, quando o mesmo € susce-
tivel e, na ocorréncia de cepas ORSA, a Vancomicina de-
verd ser a droga empregada. Porém, é importante obser-
var se o S. aureus for susceptivel aos (- lactamicos, o uso
indiscriminado do antibiético Vancomicina selecionara ce-
pas resistentes, apresentando maior indice de falha tera-
péutica do que a Oxacilina e menor poder para controlar a
bacteremia em pacientes com endocardite™.

Vancomicina, Teicoplanina e Nitrofurantoina foram os an-
timicrobianos mais eficazes para S. aureus tendo acgao so-
bre todos os isolados (Tabela 3). Os menos eficazes foram a
Penicilina G, Cotrimoxazol, Nitrofurantoina e Gentamici-
na. Resultados semelhantes foram relatados no Brasil**.
Staphylococcus sp. coagulase negativa (SCN), embora se-
jam considerados contaminantes de diferentes materiais
biolégicos, obtidos de pacientes internados, apresentou
neste estudo 16,1% de isolados, evidenciando que estes
microrganismos apresentam importancia crescente na eti-
ologia das infeccoes relacionadas a cateter, como demons-
trado por outros trabalhos que relataram, freqiiéncia de
quase o dobro dos nossos resultados™*.

Varios pesquisadores observaram que os principais agentes
Gram-positivos causadores de infeccao relacionados a cate-
ter sao S. aureus e SCN e que estes sao provenientes da pe-
le do paciente, como microbiota da area de insercao do ca-
teter, ou veiculados pela equipe de satde®**'**. Porém, deve-
se ressaltar que o método usualmente empregado para estu-
do requer a remocao da ponta do CVC para a realizagao de
culturas e que somente 15 a 25% dos cateteres removidos
por suspeita de infeccao estao realmente infectados®*®.
Quanto a acao dos antibiéticos frente ao SCN isolados de
CVC notou-se que todos os isolados foram sensiveis a Van-
comicina, Teicoplanina e Nitrofurantoina e 88,9% a Oxaci-
lina. Ocorreu alta resisténcia (88,9%) a Penicilina G, Eritro-
micina e Clindamicina. Dados semelhantes foram obtidos
por outros autores no Brasil**.

Frente a Norfloxacina, tanto os isolados de S. aureus quan-
to os de SCN apresentaram alta resisténcia (Tabela 3 e 4).
A aquisicao de resisténcia por parte desses microrganis-
mos as quinolonas foi demonstrada por outros autores®**:.
Dentre os mecanismos que provoca esta resisténcia, o mais
importante e mais freqliente é decorrente da alteracao do
sitio de acao desses antimicrobianos (DNA girase) devido a
mutacao no gene GyrA*.

A ocorréncia de S. aureus foi maior que SCN, mas este ul-
timo apresentou um superior perfil de sensibilidade a Oxa-
cilina, revelando a importancia da vigilancia na sua susce-
tibilidade. Os SCN apesar de fazerem parte da microbiota
normal da pele, vém ganhando importancia, estando rela-
cionado ao aumento de morbidade em doentes internados
em UTI e bercarios de alto risco**.

A alta freqiiéncia em culturas de ponta de CVC pode ser
justificada por ser este patégeno um colonizante da pele,
aderindo-se a superficie do cateter em aproximadamente
30 minutos e desenvolvendo microcolénias em 1 hora, com
elevada colonizagdo em 6 a 12 horas. Estas col6nias vém,
eventualmente, cobertas por glicocdlix — uma barreira aos
antibiéticos, neutroéfilos fagécitos e macréfagos™.

Os resultados do presente estudo revelam que a contami-
nacao de CVC e a resisténcia bacteriana a antimicrobia-
nos, continuam representando um sério problema de sat-
de publica, necessitando de medidas de vigilancia eficazes
para reduzir os indices de infec¢des nosocomiais no Brasil.
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Suscetibilidade antimicrobiana de bactérias isoladas de
infeccoes do trato urinario de pacientes atendidos no
Hospital Universitario Bettina Ferro de Souza, Belém-PA

Antibiotic susceptibility antimicrobial of uropathogens isolated from culture of patients with uri-
nary tract infections from the University Hospital Bettina Ferro de Souza, Belém-PA
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/RESUMO - As infecgoes do trato urinario (ITU) sao causadas na maioria das vezes por bactérias da microbiota intestinal e os agen-
tes antimicrobianos apresentam um papel importante no tratamento e prevencao destas infec¢oes. Visando conhecer o perfil de sus-
cetibilidade de bactérias causadoras de ITU em pacientes atendidos no Hospital Universitario Bettina Ferro de Souza (HUBFS), foram
analisados os resultados de 919 uroculturas. A identificacao das bactérias foi realizada por métodos bioquimicos tradicionais e o anti-
biograma pelo método de disco-difusdo. Foram positivas 208(22,6%) uroculturas. Houve maior freqiiéncia de ITU em mulheres
(78,9%) e em adultos (47,6%). Escherichia coli (69,8%), Enterobacter sp (7,2%) e Klebsiella sp (5,8%) foram as bactérias Gram-nega-
tivas-GN mais isoladas. Entre as Gram-positivas-GP, Staphylococcus coagulase negativa-SCN (4,8%) e S. saprophyticus (2,9%) foram
as mais prevalentes. As bactérias GN demonstraram elevada resisténcia aos antibiéticos ampicilina (69%), amicacina (67,4 %); sulfa-
metaxazol-trimetropina (61,5%) e alta sensibilidade a cefotaxima (92,5%), ceftazidima (89,8%), ciprofloxacina (88,8%) e gentamicina
(86,1%). Os cocos GP demonstraram boa sensibilidade apenas a oxacilina (90%) e ciprofloxacina (80%), apresentando resisténcia aci-
ma de 50% aos demais antibidticos testados. Os resultados reforcam a necessidade do conhecimento do perfil de suscetibilidade an-

timicrobiana das bactérias causadoras de ITU, para evitar o uso incorreto de antibiéticos.
PALAVRAS-CHAVE - Infeccao do trato urindrio; resisténcia bacteriana; antibiograma; antibiéticos.

UTIs to avoid the abusive use of antibiotics.

/SUMMARY - The major cause of tract infections (UTIs) are bacteria from the intestinal microbiota, and the antibiotic therapy is the
mainstay of treatment and prevention of these infections. To establish the profile of bacteria susceptibility in patients with UTI from
the University Hospital Bettina Ferro de Souza (HUBFS), 919 urine samples were cultured and assessed their susceptibility, to com-
mon antibiotics Uropathogens identification was done by traditional biochemical methods and antibiogram was determined by the
disk-diffusion method. 208(22.6%) urine cultures were positive. There was higher UTI frequency in women (78.9%) and adults
(47.6%). Escherichia coli (69.8%), Enterobacter sp (7.2%) and Klebsiella sp (5.8%) were the most frequently isolated Gram-negatives
(GN) bacteria. Coagulase negative Staphylococcus (CNS) (4.8%) and S. saprophyticus (2.9%) were the most prevalent among the
Gram-positive (GP) bacteria. GN bacteria demonstrated high resistance to ampicilin (69%), amicacin (67.4%); sulfametaxazol-trime-
tropin (61.5%) and high sensibility only for oxacilin (90%) and ciprofloxacin (80%), with resistance higher than the other tested anti-
biotics. The results sustain the need to establish a better knowledge of the antibiotic susceptibility profile of the bacteria that cause

KEYWORDS - urinary tract infection; uropathogens; resistance bacterian; antibiogram; antibiotics. Y,
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INTRODUGAO

Infecgéo do trato urindrio (ITU) caracteriza-se pela pre-
senca de microrganismos que se multiplicam nas vias
urindrias, constituidas pelos rins, ureteres, bexiga e ure-
tra”. E um dos processos infecciosos mais comuns que aco-
mete homens e mulheres, em qualquer idade, apresentan-
do, entretanto, maior freqiiéncia no sexo feminino e em
adultos*. Cerca de 10 a 20% das mulheres contraem ITU
em alguma época da sua vida, sendo que dentre estas, 25
a 30% apresentam recidivas'"'. Em criancas ao atingir os
rins pode deixar seqiielas, denominada cicatriz renal®.

A ITU representa o principal tipo de infeccao hospitalar e
é uma das mais freqiientes causas de consulta na pratica
médica, com cerca de 40% do total das infeccdes adquiri-
das em hospitais e, em custo, 14% do valor total despendi-
do com as infeccoes nosocomiais’.

A etiologia das ITU tem sido analisada e estabelecida de
forma razoavelmente consistente. A grande maioria das
ITU é causada por enterobactérias, mas também podem ser
provocadas por outros microorganismos. E. coli permanece

o uropatégeno predominantemente isolado de infeccgoes
agudas comunitdrias nao complicadas. Klebsiella, Entero-
bacter e Proteus, com menor freqiiéncia, causam cistite e
pielonefrite sem complicagoes*®.

O objetivo do trabalho foi realizar um estudo da prevalén-
cia de bactérias isoladas de ITU em pacientes do Hospital
Universitdrio Bettina Ferro de Souza (HUBFS), Belém-PA,
e tracar o perfil de suscetibilidade destas bactérias frente
aos antimicrobianos, visando auxiliar o controle desta in-
feccdo e minimizar o uso incorreto de antibiéticos.

MATERIAL E METODOS

Os dados obtidos foram coletados, retrospectivamente, nos
arquivos do Laboratério de Analises Clinicas do Departa-
mento de Farmécia da Universidade Federal do Para
(LAC/DEFAR/UFPA). Foram estudadas 919 uroculturas re-
alizadas no periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2004
de pacientes atendidos e tratados no HUBFS.

As amostras de urina foram coletadas, em frascos esterili-
zados, apos anti-sepsia do meato geniturindrio e semeadas
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em meio Maconkey (MERCK) e CLED (MERCK) e incuba-
dos a 37°C por 24 horas. A identificacdo das bactérias GN
foi realizada através de provas bioquimicas tradicionais e a
dos cocos GP através da prova da coagulase e da sensibili-
dade ao disco de novobiocina'. Foram consideradas cultu-
ras positivas, aquelas apresentando contagem de colonias
igual ou superior a 10° UFC/mL no meio CLED, utilizando
alca calibrada de 0,001 mL. Os testes de suscetibilidade
aos antimicrobianos foram realizados pelo método de di-
fusdo de discos em dgar Mueller-Hinton sequndo os crité-
rios recomendados pelo CLINICAL AND LABORATORY
STANDARDS INSTITUTE.

Para as bactérias GN, foram testados os antibioticos: Ami-
cacina; Ampicilina; Cefalotina; Cefotaxima; Cefoxitina;
Ceftazidima; Ciprofloxacina; Gentamicina; Nitrofurantoi-
na; Norfloxacina; Tobramicina e Sulfametoxazol-Trimetro-
pina. Para as GP, foram utilizados: Ciprofloxacina; Cloran-
fenicol; Clindamicina; Eritromicina; Gentamicina; Nitrofu-
rantoina; Penicilina; Rifampicina; Oxacilina; Tetraciclina e
Sulfametoxazol-Trimetropina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2004,
foram realizadas no LAC/DEFAR/UFPA, 919 uroculturas
de pacientes atendidos no HUBFS. Dentre estas, 711
(77,4%) foram negativas e apenas 208 (22,6%) foram posi-
tivas (Fig. 1), isto é, apresentaram contagem de colonias
acima de 10° UFC/mL de urina. Em virtude da alta fre-
quéncia de uroculturas negativas normalmente relatadas
na literatura, é recomendada a utilizacdao do exame do se-
dimento urindrio e da bacterioscopia pelo Gram como exa-
mes de triagem laboratorial visando a reducao dos custos
para o sistema de satde, ja que é elevada a solicitacdo de
uroculturas®.

Positiva
s

Negativa
s

Figura 1 - Resultados de 919 uroculturas realizadas no Hospital
Universitario Bettina Ferro de Souza, Belém-PA, no periodo de
janeiro 2002 a dezembro de 2004.

De acordo com a Tabela 1, dentre as 208 uroculturas posi-
tivas, a bactéria de maior prevaléncia, causando ITU nos
pacientes, foi E. coli com 69,8% dos casos, seguida de En-
terobacter sp 7,2% e Klebsiella sp 5,8%. De fato, as bac-
térias GN do trato normal do intestino sdo as que mais pro-
vocam ITU e entre estas a E. coli € citada como predomi-
nante em varios trabalhos que relataram tanto infeccoes
com cepas da comunidade como do ambiente hospita-
lar*®*, Entre as bactérias GP, Staphylococcus CN (4,8%) e
S. saprophyticus (2,9%) foram as mais freqlientes. O isola-
mento de SCN em material clinico deve ser avaliado, pois
estas bactérias apesar de fazerem parte da microbiota nor-
mal da pele, vém sendo relacionadas ao aumento de mor-
bidade em doentes de alto risco internados em UTI e
bercérios'’.
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A maioria dos pacientes com ITU foi do sexo feminino, re-
presentando 78,9% dos pacientes, enquanto que apenas
21,1% foram do sexo masculino (Tabela 1). As infec¢oes
urindrias sao mais freqiientes em mulheres pelo motivo
destas apresentaram uma uretra curta e facilmente atingi-
vel pelas bactérias da regido perianal, sendo, portanto, me-
nos eficazes em deter a infeccao’.

E. coli também foi a bactéria mais prevalente tanto no sexo
feminino como no masculino. E. coli, Enterobacter sp, Kleb-
siella sp, SCN, Proteus sp, Citrobacter sp e S. aureus foram
encontradas nos dois sexos. Alcaligenes sp foi isolada so-
mente em mulheres, por outro lado, Edwardisiella sp e P.
aeruginosa apenas em homens (Tabela 1). Estes dados su-
gerem que as infec¢des urindrias provocadas por bactérias
GN, nao obedecem a um mesmo padrao nos dois sexos.

Tabela |
Bactérias isoladas de urina de pacientes com ITU, de
acordo com o sexo, no Hospital Universitario Bettina
Ferro de Souza, Belém-PA, no periodo de
janeiro 2002 a dezembro de 2004.

BACTERIA FEMININO MASCULINO TOTAL
Escherichia coli 126 (60,6%). 19 (9,2%) 145 (69,8%)
Enterobacter sp. 9 (4,3%) 6 (2,9%) 15 (7,2%)
Klebsiella sp. 9 (4,3%) 3(1,5%) 12 (5,8%)
Staphylococcus coagulase negativa 8 (3,8%) 2 (1,0%) 10 (4,8%)
Proteus sp. 3(1,5%) 4 (1,9%) 7 (3,4%)
S. saprophyticus 2 (1,0%) 4 (1,9%) 6 (2,9%)
Citrobacter sp. 2 (1,0%) 3(1,4%) 5(2,4%)
S. aureus 3(1,4%) 1(0,5%) 4 (1,9%)
Alcaligenes sp. 2 (1,0%) 0 (0%) 2 (1,0%)
Edwarsiella sp. 0 (0%) 1(0,4%) 1(0,4%)
Pseudomonas aeruginosa 0 (0%) 1(0,4%) 1(0,4%)

TOTAL 164 (78,9%) 44 (211%) 208 (100%)

A Tabela 2 revela que os pacientes mais acometidos com
ITU eram adultos (35,5%). Entre os idosos, apesar da fre-
giiéncia mais baixa (14,1%), foi encontrado um maior ni-
mero de espécies bacterianas (E. coli, Enterobacter, Klebsi-
ella, Proteus, Citrobacter, Alcaligenes Edwardisiella, P. ae-
ruginosa, S. aureus, S. saprophyticus e outros SCN). Paci-
entes idosos podem apresentar uma etiologia bacteriana
bastante variada, principalmente os hospitalizados®".
As criancas apresentaram 20,2% de uroculturas positivas.
A ITU é freqliente nesta faixa de idade, com a apresen-
tacdo clinica variando de bacteritria assintomatica a pielo-
nefrite aguda, o que representa potencial risco de bacteri-
mia e instalacdes de lesboes renais irreversiveis®.
Tabela Il

Bactérias isoladas de urina de pacientes com ITU, de

acordo com a idade, no Hospital Universitario Bettina
Ferro de Souza, Belém-PA, no periodo de janeiro 2002 a

dezembro de 2004.

BACTERIA CRIANCA ADULTO IDOSO TOTAL
Escherichia coli 42 (20,2%) 74 (35,5%) 29 (14,1%) 145 (69,8%)
Enterobacter sp. 2 (1%) 7 (3,4%) 6 (2,8%) 15 (7,2%)
Kilebsiella sp. 7 (3,4%) 3(1,4%) 2(1,0%) 12 (5,8%)
Staphylococcus coag. Neg. 3 (1,4%) 5(2,4%) 2(1,0%) 10 (4,8%)
Proteus sp. 2(1,0%) 4(1,9%) 1(0,5%) 7 (3,4%)
S. saprophyticus 0 2 (1,0%) 4 (1,9%) 6 (2,9%)
Citrobacter sp. 2(1,0%) 0 3(1,4%) 5(2,4%)
S. aureus 0 2 (1,0%) 2(0,9%) 4 (1,9%)
Alcaligenes sp. 0 0 2(1,0%) 2(1,0%)
Edwarsiella sp. 0 0 1(0,4%) 1(0,4%)
P. aeruginosa 0 0 1(0,4%) 1(0,4%)

TOTAL 59 (28,5%) 99 (47,6%) 50 (23,9%) 208 (100%)
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A Tabela 3 mostra que os isolados de enterobactérias apre-
sentaram boa sensibilidade a vérios antibiéticos: Cefotaxi-
ma (92,5%), Ceftazidima (89,8%), Ciprofloxacina (88,8%),
Gentamicina 86,1%), Norfloxacina (77%), Cefalotina
(76,4%) e Nitrofurantoina (74,3%). Entretanto, houve ele-
vada resisténcia frente a Ampicilina (69%), Amicacina
(67,4%) e Sulfametaxazol-trimetropina (61,5%), antibioti-
cos muito utilizados na terapia empirica de ITU ndo com-
plicada. O sulfametaxol-trimetroprim é recomendado para
o tratamento empirico de ITU apenas em regides onde a re-
sisténcia dos microrganismos frente a esta droga, nao ul-
trapasse 10-20%".

Tabela Il
Suscetibilidade antimicrobiana de 187 amostras de
Enterobactérias isoladas da urina de pacientes com ITU,
no Hospital Universitario Bettina Ferro de Souza, Belém-
PA, no periodo de janeiro 2002 a dezembro de 2004.

ANTIBIOTICO SENSIVEL RESISTENTE
Cefotaxima 173 (92,5%) 14 (7,5%)
Ceftazidima 168 (89,8%) 19 (10,2%)
Ciprofloxacina 166 (88,8%) 21 (11,2%)
Gentamicina 161 (86,1%) 26 (13,9%)
Norfloxacina 144 (77,0%) 43 (23,0%)
Cefalotina 143 (76,4%) 44 (23,6%)
Nitrofurantoina 139 (74,3%) 48 (25,7%)
Tobramicina 128 (68,4%) 59 (31,6%)
Cefoxitina 127 (67,9%) 60 (32,1%)
Sulfametaxazol-Trimetropina 72 (38,5%) 115 (61,5%)
Amicacina 61 (32,6%) 126 (67,4%)
Ampicilina 58 (31,0%) 129 (69,0%)

De acordo com a tabela 4, os isolados de cocos gram-posi-
tivos demonstraram boa sensibilidade apenas para oxacili-
na (90%) e ciprofloxacina (80%) e uma elevada resisténcia
(acima de 50%) para os demais antibiéticos testados. Tra-
balhos tém demonstrado o desenvolvimento de resisténcia
multipla por isolados de S. aureus oxacilina resistente (OR-
SA) e Staphylococcus coagulase negativa oxacilina resis-
tentes (ORSCN) frente a outros grupos de antimicrobianos
como eritromicina, ciprofloxacina, gentamicina, clindami-
cina e sulfametaxazol-trimetropina, o que dificulta o trata-
mento e o controle das ITU provocadas por estas bactéri-
as®*. Estes resultados demonstraram ser recomendavel re-
ver os antibiéticos que tenham eficacia em ITU, principal-
mente as causadas por cocos gram-positivos.

Tabela IV
Suscetibilidade antimicrobiana de 187 amostras de
Enterobactérias isoladas da urina de pacientes com ITU,
no Hospital Universitario Bettina Ferro de Souza, Belém-
PA, no periodo de janeiro 2002 a dezembro de 2004.

ANTIBIOTICO SENSIVEL  RESISTENTE
Oxacilina 18 (90,0%) 2 (10,0%)
Ciprofloxacina 16 (80,0%) 4 (20,0%)
Rifampicina 9 (45,0%) 11 (55,0%)
Gentamicina 8 (40,0%) 12 (60,0%)
Tetraciclina 8 (40,0%) 12 (60,0%)
Sulfamet.-Trimetropim 7 (35,0%) 13 (65,%)
Cloranfenicol 5 (25,5%) 15 (75%)
Eritromicina 4 (20,00%) 16 (80,0%)
Penicilina 4(20,0%) 16 (80,0%)
Nitrofurantoina 3 (15,0%) 17 (75,0%)
Clindamicina 2(10,0%) 18 (90,0%)
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A resisténcia a varios antibi6ticos por bactérias isoladas de
pacientes com ITU tém sido freqliientemente descrita?®®'>7%,
Em vista disso, é de grande importancia o conhecimento do
perfil de suscetibilidade antimicrobiana das bactérias causa-
doras de ITU, para o correto tratamento da infeccao. O uso
incorreto de antibiéticos no tratamento das ITU, principal-
mente de origem hospitalar, pode levar a uma piora da in-
feccao e favorecer o aparecimento de cepas bacterianas re-
sistentes. E necessario desestimular o uso indiscriminado e
por automedicacao de antibiéticos nas ITU, procurando ori-
entar a equipe médica e a populacao para os riscos deste ato.

REFERENCIAS

1.Andriolo, A. Guia de medicina ambulatorial e hospitalar: Medicina Laboratori-
al. 1a. Edicdo. Séo Paulo, Manole, 2005.

2. Bezerra, M.I; Fernandes, T.A .; Bezerra, C.M.; Ottaviani, G.P. Estudo da pre-
valéncia dos agentes bacterianos isolados em uroculturas realizadas no La-
boratério do esquadrdo de Saude da Base Aérea de Natal. RBAC (Suple-
mento), 36(2): 1B, 2004.

3. Blatt, J.M. & Piazza, C.E. Perfil de sensibilidade de cepas Staphylococcus
aureus e Staphylococcus coagulase negativo isolados em pacientes interna-
dos. RABC, 36(2): 129-131, 2004

4. Chaves, J.M.; Menezes, E.A.; Moreira, A.A.; Cunha, FA.; Carvalho, TM.J.P.
Perfil de sensibilidade dos antimicrobianos utilizados em infec¢des urinarias

de pacientes do Hospital de Referéncia Sdo Lucas da Cidade de Crateus-
Ceara. Infarma, v. 15, n.1-2, p. 9-10, 2003.

5. Daza, R.; Gutierrez, J.; Piedrola, G. Antibiotic Susceptibility of Bacterial Strain
Isolated from Patie with Community-Acquired Urinary Trac Infections. Dispo-
nivel em: www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?SUBIMIT=Y. Acesso em
06 ago., 2005.

6. Ferrugem, F; Souza, FV.; Menchen, A.E.; Oliveira, C.F,; Bender, E.A.; Schus-
ter, A.P. et al. Prevaléncia de microrganismos e perfil de sensibilidade em
amostras de uroculturas ambulatoriais na Regido de Santa Cruz do Sul-Rio
Grande do Sul. RABC (Suplemento), 36(2):61B, 2004.

7. Garret, D.O.; Jochimelson, E.; Murfitt, K. et al. The emergence of decreased
susceptibility to vancomicina in Staphylococcus epidermidis.Infection Jour-
nal of Medicine, 20:167-170. 1999.

8. Grude, N.; Tveten, Y.; Kristiansen, B.E. Urinary Tract Infections in Norway:
Bacterial Etiology and Susceptibility. A Retrospective Study of Clinical Isola-
tes. Disponivel em: www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi?SUBIMIT=Y,
Acesso em 06 ago., 2005.

9. Maragoni, D; Rappanini, C.; Meurer, B. Infeccées do Trato Urinario. In:
Schechter, M.; Maragoni, D. (eds.). Doengas Infecciosas: Conduta Diagnés-
tica e Terapéutica. Rio de Janeiro. Guanabara Koogan, 1998, p. 425-55.

10. Menezes, E.A .; Silveira, L.A .; Cunha, F. A .; Cavalcante, M.S.; Teixeira, A
.B.; Oliveira, I.R.N.; Salviano, M.N.C. Perfil de resistencia aos antimicrobia-
nos de Pseudomonas isoladas no Hospital Geral de Fortaleza. RABC, vol.
35, n.4, p. 177-180, 2003.

11. Mims, C.; Playfair, J.; Roitt, I.; Wakelin, D.; Williams, R. Microbiologia Médi-
ca, 22 edicdo, Sédo Paulo, Manole, 2002, 584p.

12. National Comittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Perfomance
Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests; Approved Standard -
Eighth Edition. document M2-A8. Wayne, Pennsylvania, USA, 2003.

13. Nicolle, L.E. Urinary Tract Infecction: Traditional Pharmacologic Therapies.
Disponivel em: www.medline.com.br. Acesso em 06 ago., 2005.

14. Oplustil, C.P;; Zoccoli, C.M.; Tobouti, N.R.; Sinto, S.I. Microbiologia Clinica .
2a. Edicdo, Sao Paulo, Sarvier, 2004.

15. Sader. H. et al. Pathogen frequency and resistance patterns in Brazilian
Hospital: sumary of results from three years of the SENTRY antimicrobial
surveillance program. BJID, 5(4):201-213, 2001.

16. Sobel, J.D.; Kauffman, C.A.; McKinsey, D. et al. Candiduria: a randomized,
double-blind study of treatment with fluconazole and placebo. Clin. Infect.
Dis.30: 19-24, 2000.

17. Tenover, F.C.; Lancaster, M.V.; Hill, B. et al. Characterization of Staphylococ-
cus with reduced susceptibilities to vancomicina and others glycopeptides.
J. Clin. Microb. 36(4): 1020-1027, 1998.

18. Treitinger, A.; Costa, A. S.; Cataneo, D.H.; Dacol, F. A otimizagao dos pro-
cedimentos laboratoriais para o diagnéstico das infec¢des do trato urinario.
RABC (Suplemento), 36(2): 1B, 2004.

19. Warren, J. W.; Abrutyn, E.; Hebel, J.R.; Johnson, J.R.; Schaetter, A.J.;
Stamm, W.E. guidelines for antimicrobial treatment of uncomplicated acute
bacterial cystitis and acute pyelonephritis in women. Clin. Infect. Dis. 29:
745-758, 1999.

20. Zielbell, A. et al. Perfil da suscetibilidade dos antimicrobianos mais utiliza-
dos no tratamento das infecgdes urindrias de pacientes do Laboratério Exa-
me de Barra do Gargas-MT. RBAC, v.36, n.2, p.71B, 2004.

ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA
Prof. Dr. José Maria dos Santos Vieira

Departamento de Farmacia-UFPA

Av. Augusto Corréa, 01 — Campus do Guama

CEP. 66075-110 Belém - PA

E-mail: jmvieira@ufpa.br

121



PREMIO PNCO

REGULAMENTO

1 - DO PREMIO
1) O Prémio PNCQ é promovido pela Sociedade Brasileira de Anélises Clinicas, com o patrocinio do
Programa Nacional de Controle de Qualidade - PNCQ;
2) O Prémio sera no valor correspondente a R$ 5.000,00 (cinco mil reais), além de diploma alusivo;
3) O Prémio sera entregue na solenidade programada pela SBAC nos Congressos Brasileiros de
Analises Clinicas - CBAC.

1l - DOS OBJETIVOS
O “Prémio PNCQ”tem por objetivos;
1) Estimular o desenvolvimento de pesquisas na area de Controle de Qualidade no Pais; e
2) Premiar o melhor trabalho sobre controle de qualidade inscrito e apresentado na sessé@o de Temas
Livres dos CBAC, com vistas a melhoria técnica do Laboratério Clinico.

1l - DA PARTICIPACAD

1) Poderéo concorrer ao Prémio, todos os trabalhos inscritos e apresentados na sesséo de Temas
Livres dos Congressos Brasileiros de Andlises Clinicas;

2) Para concorrer ao Prémio, os autores deverdo remeter a Secretaria da SBAC, até 30 dias antes
do Congresso, 05 (cinco) cépias em papel do trabalho original completo e uma cépia em disquete
ou CD (linguagem Word for Windows), atendendo as normas de publicagao da Revista Brasileira
de Analises Clinicas, contendo: introdugéo (com objetivo definido do trabalho) material e métodos,
resultados, discussao, concluséo, bibliografia, resumo em portugués, summary em inglés, palavras
chaves (unitermos) e keywords (uniterms).

3) Os trabalhos concorrentes deverao ser escritos em portugués eser originais, ainda nao publicados
nem comprometidos para publicagdo em qualquer Revista Cientifica da Especialidade;

4) O trabalho premiado sera obrigatoriamente publicado na integra, com exclusividade, na Revista
Brasileira de Andlises Clinicas;

5) Os demais trabalhos selecionados pela Comissao Julgadora para concorrer ao Prémio PNCQ,
poderao ser publicados na Revista Brasileira de Analises Clinicas;

6) O nao atendimento aos itens 1 a 3 desqualifica o trabalho e/ou o recebimento do Prémio.

IV - DA COMISSAO JULGADORA

1) A Comissao Julgadora sera composta de pelo menos 05 (cinco) membros nomeados pela
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas, sendo um o Presidente;

2) A composicao da Comissao Julgadora sera divulgada pela SBAC nos Programas oficiais dos
CBAC;

3) A Comisséo Julgadora selecionara os 03 (trés) melhores trabalhos apresentados, outorgando a
um deles o Prémio PNCQ, e aos outros 02 (dois), sera outorgado um diploma de Mencéo
Honrosa;

4) A decisé@o da Comisséo Julgadora é soberana e irrecorrivel.

V - DISPOSICOES GERAIS

1) O Prémio PNCQ ¢ indivisivel e sera conferido a apenas um trabalho, ficando a inteiro critério dos
autores seu eventual rateio;

2) O Trabalho concorrente ao Prémio PNCQ obrigatoriamente, deve ser apresentado em sessao de
Temas Livres por um dos autores regularmente inscrito no Congresso;

3) Caso a Comisséao Julgadora dos Prémios decidir ndo premiar nenhum dos trabalhos apresentados
para concorrer ao prémio em virtude de n&o atingir os objetivos de prémios, o valor deste sera
revertido para pagamento dos andncios da empresa promotora publicados na RBAC, no SBAC
Jornal e divulgados no site da SBAC.

4) Os casos omissos seréo resolvidos pela Diretoria da Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas,
ouvida a Comissao Julgadora.

Rio de Janeiro, 30 de dezembro de 2004.
Dr. Ulisses Tuma
Presidente

Informacdes:
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas

Prémio PNCQ
Rua Vicente Licinio, 95 - Tijuca + 20270-902 - Rio de Janeiro + RJ

- J

122 RBAC, vol. 39(2), 2007




Cancer do colo do utero: tecnologias emergentes no
diagnéstico, tratamento e prevencao da doenca

Cervical uterine cancer: emerging technologies on the diagnosis, treatment and disease prevention

Nubia Margani Wolschick', Marcia Edilaine Lopes Consolaro®, Linda Emiko Suzuki® & Cinthia
Gandolfi Boer’

/RESUMO - O céancer do colo uterino é conhecido como uma das causas mais freqiientes de ébito na populagdo feminina em todo o\
mundo: sdo estimados 500.000 novos casos da doenca por ano. Estudos epidemiol6gicos tém mostrado forte associacao entre a infeccao
pelo papilomavirus humano (HPV), doenga viral sexualmente transmissivel mais comum, e o cancer de colo uterino. Tipos de HPV de
baixo risco (exemplo, 6 e 11) sao os agentes causadores das verrugas genitais, enquanto que os tipos de alto risco (exemplo, 16 e 18)
estdo diretamente ligados ao cancer. Recentes avancos tém levado a um melhor entendimento de como o HPV causa cancer a nivel
molecular e da resposta imunolégica ao virus. Nesta revisao, sao discutidos aspectos da infeccao com tipos oncogénicos de HPV, no-
vas estratégias de rastreamento utilizando testes moleculares e outros métodos como adjuvantes a citologia, bem como o desenvolvi-
mento de vacinas profilaticas e terapéuticas como uma alternativa na prevencao do carcinoma cervical e suas lesdes precursoras.
PALAVRAS-CHAVE - Cancer do colo uterino; papilomavirus humano; diagnéstico molecular; terapias alternativas. J

/SUMMARY - Worldwilde, the cervical cancer is known as one of the most frequent cause of death in female population: each year,
an estimated 500,000 cases are newly diagnosed. Epidemiologic studies have shown strong association of human papillomavirus
(HPV) infection, the most common sexually transmitted viral disease, with cervical cancer. Low-risk types of HPV (eg, 6 and 11) are
the causative agents of genital warts, whereas high-risk types (eg, 16 and 18) have been connected with cervical cancer. Recent ad-
vances have led to a better understanding of how HPV causes cancer on a molecular level and of the immunologic response to HPV.
This paper reviews important aspects of infection with oncogenic HPV types, new strategies incorporating molecular testing and other
methods as adjunct to cytology, as well as the development of prophylactic and therapeutic vaccines as an alternative for preventing

cervical cancer and precursor lesions.

KEYWORDS - Cervical cancer; human papillomavirus; molecular diagnosis; alternative therapy. Y,

INTRODUCAO

Océncer de colo uterino ainda é um problema de satde
publica nos paises em desenvolvimento, pois apresen-
ta altas taxas de prevaléncia e mortalidade em mulheres de
nivel social e econ6émico baixo e em fase produtiva de su-
as vidas. Estas mulheres, uma vez doentes, ocupam leitos
hospitalares, o que compromete seu papel no mercado de
trabalho, privando-as do convivio familiar e acarretando
um prejuizo social consideravel’. Sao estimados 500.000
novos casos da doenca por ano, dos quais 79% ocorrem nos
paises em desenvolvimento®'®*, No Brasil, a estimativa em
2006 foi de 19.260 novos casos. Sem considerar os tumores
de pele ndo-melanomas, o cancer do colo do ttero é o mais
incidente na regiao Norte, o segundo tumor mais inciden-
te nas regioes Sul, Centro-Oeste e Nordeste e o terceiro
mais freqiente na regidao Sudeste?.

Estudos epidemiolégicos e experimentais tém demonstra-
do a associacao entre o papilomavirus humano (HPV) e o
cancer de colo uterino. O HPV esta implicado em 99,7 %
dos casos de carcinoma cervical no mundo todo®. Mais de
200 tipos de HPV foram identificados através da andlise da
seqiiéncia de DNA, e 85 genétipos do HPV foram bem ca-
racterizados até agora. Estes diferentes tipos virais variam
no seu tropismo tecidual, associacoes com diferentes lesoes
e potencial oncogénico®. Cerca de 35 tipos diferentes de
HPV infectam o trato genital, e pelo menos 20 destes estao
associados ao cancer de colo do utero'. Os HPVs genitais
podem infectar o epitélio escamoso e as membranas muco-
sas da cérvice, da vagina, da vulva, do pénis e da regiao
perianal, podendo induzir ao aparecimento de verrugas
anogenitais (condiloma acuminado), lesoes intra-epiteliais

escamosas pré-cancerosas ou canceres’.

O cancer de colo uterino desenvolve-se a partir de lesdes
precursoras denominadas lesoes intra-epiteliais escamosas
(SIL - squamous intra-epithelial lesions), classificadas co-
mo de alto ou baixo grau, dependendo do nivel de ruptura
da diferenciacao epitelial. A producao viral ocorre nas
lesoes de baixo grau, estando restrita as células basais. Nos
carcinomas, o DNA viral estd integrado ao genoma da cé-
lula hospedeira, e nenhuma producao viral é observada®.
As lesoes decorrentes da infeccao pelo HPV geralmente
provocam alteracoes morfolégicas caracteristicas, detectéd-
veis pela citologia dos raspados cérvico-vaginais. O exame
citopatolégico de Papanicolaou tem sido recomendado co-
mo método de rastreamento de grandes populacoes, a fim
de detectar lesoes pré-malignas e malignas®*. A nomencla-
tura para emissao de laudos citopatolégicos aceita atual-
mente no mundo todo é o Sistema Bethesda 2001%. Este
sistema classifica as anormalidades de células epiteliais es-
camosas em quatro categorias: (1) Células escamosas atipi-
cas (ASC); (2) Lesao intra-epitelial escamosa de baixo grau
(LSIL); (3) Lesao intra-epitelial escamosa de alto grau
(HSIL); e (4) Carcinoma de células escamosas. A categoria
ASC contém duas subcategorias: ASC-US (células escamo-
sas atipicas de significado indeterminado), que se refere as
alteracoes sugestivas tanto de LSIL como de SIL de grau
indeterminado, e ASC-H (células escamosas atipicas, ndo é
possivel excluir uma HSIL), cuja designacao é reservada
para a minoria dos casos de ASC onde as alteracoes citolo-
gicas sao sugestivas de HSIL. As lesdes de baixo grau
(LSIL) abrangem as alteracoes celulares causadas pelo
HPV (coilocitose) e uma displasia leve ou neoplasia intra-
epitelial cervical (NIC) 1. As lesdes de alto grau (HSIL)
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abrangem displasia moderada, displasia severa e carcino-
ma in situ ou NIC 2 e 3%,

Embora o exame citopatolégico seja reconhecido como a
razao primdria para a drastica reducao do cancer cervical,
ele apresenta limitacoes com relacao a sensibilidade para
a deteccao das lesoes pré-malignas® . Além disso, a gran-
de maioria das infecgdes por HPV genital é assintomatica e
autolimitada. Somente 10 a 20% das mulheres HPV-positi-
vas apresentam anormalidades citolégicas®. Atualmente,
existe grande preocupacao com a melhoria do diagnoéstico
das infeccbes por HPV, visto que, em paises em desenvol-
vimento, a triagem citol6gica vem falhando em promover a
reducao na incidéncia de cancer cervical®. Considerando
as evidéncias da associagdo da infecgao por HPV com o de-
senvolvimento do cancer de colo uterino, este trabalho de
revisao teve por objetivos avaliar a etiologia e a patogéne-
se do cancer do colo do utero, os novos métodos de de-
teccdo do HPV, além de discutir alternativas terapéuticas
para este tipo de cancer e suas lesdes precursoras.

VIROLOGIA

Os papilomavirus humanos sao pequenos virus pertencen-
tes a familia Papovaviridae, constituidos por uma unica
molécula de acido desoxirribonucleico (DNA) circular du-
plo, contendo aproximadamente 7900 pares de base. Re-
centes técnicas de biologia molecular utilizando reacao em
cadeia da polimerase (PCR - polymerase chain reaction) e
sondas de DNA tém facilitado a tipagem e a caracterizacao
do HPV. Por definicdo, cada tipo viral é determinado por
conter menos de 90% de homologia nos pares de base de
seu DNA com qualquer outro tipo de HPV j4 identificado®.
Genétipos especificos do HPV sao conhecidos como os
principais causadores de lesées intra-epiteliais escamosas
e do cancer cervical. De acordo com seu potencial oncogé-
nico, os diferentes tipos de HPV sao classificados como vi-
rus de baixo risco (6, 11, 42, 43 e 44) e de alto risco (16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 e 70)* %, Os ti-
pos 16 e 18 causam aproximadamente 70% de todos os ca-
sos de cancer cervical em todo o mundo, enquanto que os
tipos 6 e 11 causam a maioria das verrugas genitais tanto
em homens quanto em mulheres*.

PATOGENESE E PAPEL ONCOGENICO DO HPV

A organizacao genomica dos papilomavirus pode ser divi-
dida em duas regioes codificantes, separadas por um seg-
mento regulatério ndo codificante. A regido precoce E
(early) codifica os genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7, necessa-
rios para a replicacao viral e a transformacao celular. A re-
gido tardia L (Iate) contém os genes L1 e L2 que codificam
as proteinas estruturais do capsideo. A regido nao codifi-
cante estd envolvida no controle da transcrigdao e da repli-
cacao do virus®*.

A infeccgao pelo HPV por si s6 nado é suficiente para a car-
cinogénese. A progressao tumoral ocorre em uma pequena
porcentagem de individuos infectados e esta estimulada
por mutdgenos quimicos, fisicos ou infecciosos®. A entrada
do virus nas células basais do epitélio escamoso estratifica-
do pode ser seguida por trés eventos: (1) o DNA viral é
mantido na forma epissomal (circular e ndao-integrado), es-
tabelecendo uma infeccao latente; (2) conversao da in-
feccdo latente em produtiva, a qual estd associada com a
montagem de particulas virais completas; (3) o DNA viral
integra-se ao genoma da célula hospedeira. E amplamen-
te aceito que a integracao do DNA do HPV ao genoma da
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célula hospedeira e a subsequente expressao das oncopro-
teinas E6 e E7, representam dois mecanismos de ativagao
para a progressao das lesoes pré-invasivas ao cancer cervi-
cal. As particulas maduras de HPV néao podem ser detecta-
das nos carcinomas, mas o DNA viral persiste, integrado ao
genoma da célula hospedeira, e os genes precoces sao ex-
pressos. As proteinas virais E6 e E7 interagem com as pro-
teinas celulares implicadas no controle do ciclo celular, co-
mo por exemplo as proteinas supressoras de tumor p53 e
pRD, iniciando a transformacédo e imortalizacao das células
infectadas pelo HPV" 2.4,

DIAGNOSTICO

O diagnéstico morfologico das infecgoes por HPV é ampla-
mente utilizado, tanto em esfregacos celulares quanto em
cortes de tecidos. A presenca inequivoca de coilécitos ou
disqueratocitos sugere infecgdo produtiva por este virus.
Entretanto, com a introducao das técnicas de detecgao dos
genomas virais, ficou evidente a baixa sensibilidade do
método citolégico. Somente as técnicas de biologia mole-
cular permitem a identificagao do DNA do HPV, informan-
do ao clinico da existéncia da infec¢cdo, mesmo na auséncia
de alteracoes morfolégicas®. Os testes moleculares para
HPV tém sido propostos como método de triagem para
identificar mulheres com risco aumentado para o desenvol-
vimento do cancer de colo uterino®

1. Hibridiza¢6es moleculares

A identificacdo direta do DNA ou do RNA do HPV é atual-
mente o método de escolha para a deteccdo de HPV em es-
fregagos ou amostras de tecidos. Existem varios métodos
de hibridizacdao para detecgcao do DNA do HPV, possibili-
tando também a quantificacdo e a tipagem do virus:

- Southern blot

Esta técnica de hibridizacao é utilizada para a detecgdo do
DNA do HPV a partir do DNA de espécimes celulares, sen-
do considerada como o “padrao-ouro” para deteccao do
HPV®. Apés extracdo do DNA celular, este é submetido a
digestao com uma endonuclease de restricao, formando
fragmentos de tamanhos diferentes, que sao entao separa-
dos por eletroforese de acordo com a sua velocidade de mi-
gracao. O padrao de fragmentacao resultante da digestao
do DNA do HPYV, contido na massa de DNA celular, é es-
pecifico para cada tipo de HPV. Apés a hibridizacao com
um DNA ou RNA de HPV clonado marcado, a revelagao é
feita por auto-radiografia ou uso de contra-corantes®. Este
teste produz resultados qualitativos, sendo utilizado ocasi-
onalmente em experimentos de pesquisa, mas nao para in-
dicacgoes clinicas, por ser extremamente trabalhoso e re-
querer amostras frescas *.

- Dot blot

Meétodo rapido e pouco dispendioso para analisar amostras
do DNA ou RNA do HPV. Nesta técnica, o DNA é extraido
e aplicado em gotas diretamente sobre o filtro de nitroce-
lulose. Apés a auto-radiografia ou contra-coloracao, sinais
tipicos de hibridizacao sao visualizados. Este método tem
sido comercialmente disponivel, uma vez que possibilita o
exame de um grande numero de amostras em um unico ex-
perimento®.

- Hibridizacdo in situ

O DNA ou RNA do HPV pode ser demonstrado diretamen-
te em cortes histolégicos pela hibridizacao in situ com son-
das marcadas com radioisétopos ou ligantes reativos quimi-
camente, que sao detectados por auto-radiografia, fluores-
céncia ou deteccdo de um produto colorido. Esta técnica po-
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de localizar seqiiéncias de acido nucleico do HPV no interi-
or de células individuais, enquanto preserva a morfologia te-
cidual e celular, permitindo a avaliacdo simultanea das alte-
racoes associadas com a lesao8, 45. Para deteccao do HPV,
métodos enzimaticos sao preferidos aos métodos fluorescen-
tes pela facilidade de interpretacdo. As caracteristicas do si-
nal (difuso ou pontual) podem revelar o estado fisico do
DNA do HPV. A forma epissomal leva a uma coloracao difu-
sa, enquanto que a integracao do DNA viral ao genoma da
célula hospedeira gera sinais pontuais. Além disso, a inten-
sidade do sinal pode expressar o numero de cépias® *.

- Captura hibrida

Método de amplificacao de sinal, nao-radioativo, no qual
sondas de RNA marcadas sao utilizadas para hibridizacao
do DNA-alvo do HPV em solucao*. O ensaio de Captura
Hibrida (Digene, Beltsville, MD, USA) é o tinico método
para deteccao de HPV em material cervical aprovado pelo
FDA (Food and Drug Administration) até o momento. A se-
gunda geracao desta técnica, a versao Captura Hibrida II
ja estd sendo amplamente utilizada nos laboratérios de di-
agnostico, em complemento a citologia. Trata-se de um
método de facil realizacdo, rapido e reprodutivel, aplicado
a analise de um grande nuimero de amostras. Este método
detecta o DNA viral presente em materiais cérvico-vagi-
nais, utilizando uma microplaca, através de sondas de RNA
capazes de reconhecer seqiéncias de HPV de baixo e alto
risco. A sensibilidade desta técnica é comparavel a da PCR,
em particular para detectar lesoes de alto grau® * .
Inicialmente ocorre a desnaturacao do DNA da amostra a
ser analisada, o qual é entdo hibridizado com multiplas
sondas de RNA, em um tubo contendo solucao tampao. As
sondas mistas de RNA que detectam os tipos de HPV de
baixo risco 6, 11, 42, 43 e 44 sao testadas como sonda A,
enquanto que a sonda RNA que reconhece os tipos de HPV
de alto risco 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68
é testada como sonda B. As sondas A e B podem ser utili-
zadas em conjunto ou separadamente. O método nao dis-
tingue entre os tipos de HPV dentro destes grupos. Os hi-
bridos de RNA-DNA sao imobilizados sobre a superficie de
pocos de uma microplaca e cobertos com anticorpos espe-
cificos para hibridos de RNA-DNA. Os hibridos imobiliza-
dos sdo expostos entdo a um anticorpo conjugado a fosfa-
tase alcalina, e revelados por quimioluminescéncia. A uti-
lizacao das microplacas permite que o ensaio seja automa-
tizado® ' **. O ensaio pode ser adaptado para disponibilida-
de imediata em amostras clinicas como swabs cervicais e
amostras de tecido cervica®.

A captura hibrida nédo se destina ao rastreamento primario;
as indicagoes para sua utilizagao incluem (1) auxilio no diag-
néstico das infecgdes por HPV, para distingdo entre infeccao
com tipos de HPV de baixo risco e de alto risco, (2) triagem
de pacientes com resultado citolégico de ASC-US, a fim de
determinar a necessidade de encaminhamento para colpos-
copia, e (3) como um adjuvante a citologia nos casos de pa-
cientes com resultado de LSIL ou HSIL, auxiliando na ava-
liacdo do risco de desenvolvimento do cancer cervical*® .

- Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Método poderoso para amplificacdo de quantidades dimi-
nutas de seqiiéncias especificas de DNA-alvo em diversas
milhoes de vezes. Existe a necessidade de que a seqiién-
cia-alvo de nucleotideos seja conhecida a fim de gerar ini-
ciadores (primers) de oligonucleotideos apropriados para o
pareamento®. Este método permite escolher iniciadores es-
pecificos do tipo (regides Unicas para cada tipo, com base
nas variagcoes de seqiiéncia presentes nos genes E6 e E7
dos subtipos de HPV), possibilitando a identificacao do ge-
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noétipo do HPV, ou entdao podem ser escolhidos iniciadores
para regioes conservadas ou comuns do genoma do HPV,
como a L1, permitindo assim detectar um painel de dife-
rentes tipos de HPV em uma tunica reacao®. Os produtos
amplificados especificos do HPV podem ser identificados
por Southern blot ou Dot blot. Esta técnica pode detectar
de 10 a 100 moléculas de DNA em uma amostra, sendo o
método mais sensivel disponivel atualmente. Entretanto,
como outros métodos moleculares de deteccao do HPV,
ainda nao é utilizada no meio clinico® *.

Evidéncias tém mostrado que o DNA de HPV de alto risco
pode ser encontrado no sangue de pacientes com cancer
cervical, utilizando diferentes técnicas de PCR. Pelo fato do
ciclo de vida do HPV ocorrer inteiramente no interior dos
tecidos epiteliais, o virus ndo é comumente encontrado na
corrente sanguinea. Algumas hipéteses propostas incluem
a lise das células malignas por necrose ou apoptose, ou a
ocorréncia de micrometéstases. Assim, a deteccdo do DNA
do HPV no sangue poderia ser utilizada na geracao de tes-
tes diagnoésticos nao-invasivos, prognésticos clinicos e de
seguimento para o cancer'®”.

2. Sorologia

A possibilidade de mensuracao da resposta imune humoral
contra diferentes tipos de HPV, por meio de testes sorol6-
gicos, tem despertado o interesse dos pesquisadores. Um
estudo epidemiolégico mostrou que a presenca de anticor-
pos para o HPV tipo 16 no soro de pacientes confere um
risco aumentado para o desenvolvimento de cancer de vul-
va e vagina’. Entretanto, anticorpos contra as oncoprotei-
nas E6/E7 do HPV 16 tém sido encontrados predominante-
mente em pacientes com cancer cervical avancado, mas
também podem estar presentes em pacientes controle, tor-
nando problemaética a utilizacdo da sorologia no prognosti-
co do cancer'. Anticorpos contra proteinas do capsideo do
HPV 16 tém sido detectados em aproximadamente 50%
das pacientes com cancer cervical positivo para o DNA do
HPV 16". Assim, estas técnicas estdo atualmente disponi-
veis somente em laboratérios de pesquisa, e sdo primaria-
mente utilizadas para conduzir estudos epidemiol6gicos®.

RECOMENDAGOES PARA MULHERES COM LESOES IN-
TRA-EPITELIAIS ESCAMOSAS

A conduta no caso das lesdes pré-malignas cervicais co-
meca com um resultado citolégico atipico. Mulheres com
lesdes citolégicas de alto grau deveriam ser encaminhadas
imediatamente para investigacao posterior, pelo conheci-
mento atual de que estas lesdes sao as verdadeiras precur-
soras do cancer invasivo, devendo sempre ser tratadas. To-
davia, a conducao das mulheres com lesoes intra-epiteliais
escamosas de baixo grau permanece controverso, uma vez
que estas lesdes podem ocasionalmente regredir esponta-
neamente. O encaminhamento para colposcopia e subse-
quente exame histolégico resulta em custos substanciais
para o sistema publico de satide e freqiientemente gera an-
siedade e desconforto para a paciente* .

-Pacientes com ASC-US

Ha 3 opgoes a serem consideradas ap6s um resultado cito-
légico de ASC-US:

(1) Testes para deteccao do DNA do HPV sao preferidos se
citologia em meio liquido foi usada ou se amostras foram
coletadas também para o teste molecular. Caso o resultado
seja negativo para os tipos de HPV de alto risco, um exa-
me citologico deve ser realizado apés 12 meses. Para mu-
lheres com teste positivo para HPV de alto risco, colposco-
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pia é recomendada. Apresentando lesao, deve-se proceder
a biépsia e recomendacéo especifica a partir do laudo his-
topatolégico. Caso a colposcopia nao apresente lesao, de-
ve-se repetir a citologia em seis meses, com encaminha-
mento para colposcopia caso o resultado seja de ASC-US
ou lesao mais grave; alternativamente teste para detecgao
do DNA do HPV deve ser repetido apés 12 meses, com en-
caminhamento para colposcopia se tipos de HPV de alto
risco forem encontrados?;

(2) Acompanhar a paciente através de citologia de repe-
ticao. Citologia é realizada em intervalos de seis meses, até
serem obtidos dois exames citopatolégicos negativos. A
paciente entao retorna para a rotina de rastreamento cito-
légico. Porém, caso o resultado de alguma citologia de re-
peticao for sugestiva de lesdao igual ou mais grave que
ASC-US, a paciente deverd ser encaminhada para colpos-
copia imediata®*;

(3) Encaminhar a paciente para colposcopia imediata.
Apresentando lesao, deve-se proceder a bidpsia e reco-
mendacao especifica a partir do laudo histopatolégico. Ca-
so a colposcopia nao apresente lesao, deve-se repetir a ci-
tologia em 12 meses®*.

Estudos tém mostrado o desaparecimento destas alteracoes
em 70 a 90% das pacientes mantidas sob observacao e tra-
tamento das infeccdes pré-existentes. A colposcopia seria,
portanto, um método desfavoravel como a primeira escolha
na conducao das pacientes com ASC-US*.

Para mulheres p6s-menopausadas com ASC-US associada
a atrofia genital constatada pelo exame clinico e/ou citol6-
gico, a estrogenizacao é recomendada, caso nao haja con-
tra-indicacao para o uso de estrégeno. Um exame citolégi-
co é realizado ap6s uma semana. Caso o resultado seja ne-
gativo, o teste deve ser repetido em 6 meses; porém, se a
repeticao mostrar ASC-US ou lesao mais grave, a paciente
deve ser encaminhada para colposcopia. Mulheres imuno-
deprimidas com resultado citolégico de ASC-US devem ser
encaminhadas para colposcopia imediata. Gestantes de-
vem seguir a conduta recomendada para as pacientes nao-
gravidas® "%,

-Pacientes com ASC-H

Embora o diagnoéstico de ASC-H seja menos comum do
que o de ASC-US, o risco de lesao de alto grau subjacente
é grande (24 a 94%). Portanto, pacientes com ASC-H de-
vem ser encaminhadas para colposcopia imediata. Apre-
sentando lesdao, uma biépsia deve ser realizada com reco-
mendacao especifica a partir do laudo histopatolégico?.
Nao se detectando lesdo a colposcopia, deve-se proceder,
sempre que possivel, a revisao da lamina. Se a revisao al-
terar o laudo, a conduta a ser tomada sera baseada no no-
vo laudo. Se nao houver alteracao do laudo, nova citologia
e colposcopia devem ser realizadas em seis meses* .
-Pacientes com LSIL

As orientacoes de consenso da American Society for Col-
poscopy and Cervical Pathology (ASCCP) de 2001 aconse-
lham a realizacao de uma colposcopia para o tratamento
inicial de LSIL®** 2, Entretanto, a recomendacao do Minis-
tério da Saude é a repeticao do exame citopatolégico em 6
meses. Apds 2 repeticdes consecutivas negativas, a pacien-
te retorna para a rotina de rastreamento citolégico. Caso
alguma citologia de repeticao for positiva, com qualquer
atipia celular, encaminhar a paciente para colposcopia®.
Apresentando lesao, realizar biépsia e recomendacao es-
pecifica a partir do laudo histopatolégico. Caso a colposco-
pia nao mostre lesao, a repeticao da citologia em seis me-
ses se impode, com encaminhamento para colposcopia caso
o resultado seja de ASC-US ou lesao mais grave; alternati-
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vamente, teste para DNA do HPV pode ser realizado apés
doze meses, com encaminhamento para colposcopia caso
seja encontrado HPV de alto-risco®* .

-Pacientes com HSIL

Cerca de 70 a 75% das pacientes com laudo citolégico de
HSIL apresentam confirmacédo diagnéstica histopatolégica,
e 1 a2% terao diagnéstico histopatolégico de carcinoma in-
vasor. Sendo assim, todas as pacientes que apresentarem
citologia sugestiva de HSIL deverao ser encaminhadas ime-
diatamente para colposcopia como conduta inicial. Quando
a colposcopia for satisfatéria e mostrar lesao totalmente vi-
sualizada e compativel com a citopatologia sugestiva de
HSIL, a conduta recomendada é a excisao ampla da zona
de transformacao do colo do ttero, por Cirurgia de Alta Fre-
qiiéncia (CAF), procedimento “Ver e Tratar” que permite
realizar o diagnéstico e o tratamento simultaneo. Esse mé-
todo elimina a necessidade de uma biépsia prévia e de con-
sultas adicionais — pré-tratamento, ja& que todo o procedi-
mento é realizado em uma Unica consulta. As condigdes pa-
ra a realizacao do “Ver e Tratar” sao uma colposcopia satis-
fatéria com lesao totalmente visualizada, nao ultrapassando
os limites colo do utero, sem sinal de carcinoma invasivo, e
concordante com citopatologia sugestiva de HSIL*" **!, Ca-
so a colposcopia seja satisfatéria e nao contemple o “Ver e
Tratar” ou mostre lesao nao concordante com a citopatolo-
gia, uma biépsia deve ser realizada, com recomendacéo es-
pecifica a partir do laudo histopatol6gico®.

PREVENGAO E TRATAMENTO

A maioria das alteragdes celulares cervicais induzidas por
HPV sao transitérias, e 90% sofrem regressao espontanea
dentro de 12 a 36 meses. Somente uma pequena propor¢ao
das lesoes cervicais leves e moderadas evoluem para can-
cer invasivo; entretanto o risco de progressao de uma anor-
malidade celular cervical severa até cancer invasivo € de
pelo menos 12%. Fatores como idade da paciente, desejo
de engravidar, saude geral, condi¢do imunoldgica, caracte-
risticas do tumor, envolvimento de linfonodos, e preferén-
cia da paciente determinam o curso do tratamento®.

1. Métodos cirurgicos

- Técnicas ablativas

Em geral, lesoes intra-epiteliais nao-invasivas identifica-
das apenas microscopicamente sao tratadas com procedi-
mentos ablativos superficiais como a crioterapia e a vapo-
rizacao a laser de CO.. Os seguintes principios devem nor-
tear os tratamentos ablativos: a drea suspeita deve ser visi-
vel em sua totalidade; deve-se realizar colpocitologia, col-
poscopia e bidpsia dirigida da drea mais suspeita para mai-
or certeza diagnoéstica; e a curetagem endocervical deve
ser negativa. Somente apés afastada lesdo invasora pode-
se empregar algum destes métodos. A crioterapia apresen-
ta um custo baixo e tem boa indicagao nas pequenas lesoes
vulvares e cervicais®. A vaporizacao a laser permite o per-
feito controle da profundidade da destruicao tecidual e ra-
pida cicatrizacdo. E um procedimento simples, seguro e
efetivo para tratamento das verrugas causadas pelo HPV,
devendo ser encorajado em casos de condiloma acumina-
do nao associado com malignidade®. A principal desvanta-
gem destas técnicas é a impossibilidade de obtencao de
grandes amostras para andlise histopatolégica®.

- Técnicas excisionais

A conizacdo é a retirada de cone tecidual cuja base englo-
ba a ectocérvice, incluindo o orificio externo do colo uteri-
no, a juncao escamocolunar e a zona de transformacao, e
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cujo apice estende-se pelo eixo do canal cervical até proxi-
mo ao orificio interno do colo uterino. Atualmente, a ex-
cisdo da zona de transformacdo é considerada o tratamen-
to padrao para HSIL. O material assim obtido permite a
andlise histopatolégica de toda esta regiao com a profundi-
dade da lesao intra-epitelial e suas margens. O procedi-
mento pode ser realizado através de bisturi de lamina fria,
laser e, mais modernamente, pela cirurgia de alta freqtién-
cia (CAF)**. Dentre as trés formas excisionais, atualmente
a opcao tem sido a cirurgia de alta freqiiéncia em funcao
da sua praticidade em termos técnicos e de seu custo mais
acessivel quando comparado ao laser. Além da possibilida-
de de obtencdo de material adequado para analise, este
método permite a retirada de toda a zona de transfor-
macao, procedimento conhecido como excisao ampliada
da zona de transformacao (LLETZ: large loop excision of
transformation zone ou LEEP: loop electrosurgical excisio-
nal procedure)***.

A histerectomia foi amplamente utilizada no passado para
o tratamento do carcinoma in situ, mas o reconhecimento
da histéria natural da doenca e o aparecimento de métodos
mais conservadores tém restringido seu emprego a poucas
circunstancias e, principalmente, quando existe patologia
uterina associada, como mioma ou prolapso®. A histerecto-
mia tem sido utilizada nos estagios iniciais do carcinoma
invasivo. Na dependéncia do estdgio e das caracteristicas
do tumor, pode-se empregar diversas técnicas ou ainda as-
socid-las com radioterapia e/ou quimioterapia®.

2. Radioterapia

Pacientes que se submetem a histerectomia radical e que
apresentam linfonodos pélvicos positivos, margens cirargi-
cas comprometidas, invasao profunda do estroma ou com-
prometimento linfatico, independendo do estadiamento cli-
nico prévio, devem receber irradiacao pés-operatéria®. Can-
ceres avancados sao conduzidos com radioterapia para o tu-
mor primario e potenciais sitios de disseminagdo regionais®.

3. Agentes antivirais

Cidofovir, um anélogo de nucleotideo que contém um gru-
po fosfato, apresenta atividade de amplo espectro contra vi-
rus DNA, e esta sendo avaliado para tratamento de lesoes
cervicais associadas ao HPV. Trabalhos recentes tém mos-
trado que a exposicao de linhagens celulares de carcinoma
humano contendo HPV 16 ou 18 ao cidofovir inibiu seleti-
vamente a proliferacdo celular destas células®. Abdulkarim
et al.' demonstraram que a atividade antiproliferativa deste
agente antiviral estd associada com a reducgao da expressao
das oncoproteinas E6 e E7, e conseqtiente reativacao da ex-
pressao das proteinas supressoras de tumor p53 e pRb.

4. Agentes imunomoduladores

- Interferons

Interferons (IFNs) tém sido utilizados para tratar doencas
causadas pelo HPV, como condiloma acuminado e lesao in-
tra-epitelial cervical, com resultados variaveis, de excelentes
até a auséncia de resposta, com aparecimento de novas
lesoes. O tipo de HPV responsével pela lesdo, o tipo de IFN
empregado no tratamento, e a presenca de outras aberracoes
Unicas da célula infectada poderia explicar tal fato*. Alguns
autores salientam que lesdes em mucosas sao mais favora-
veis a esta terapéutica do que aquelas localizadas em areas
queratinizadas. O tempo e o nimero de lesoes também estao
relacionados com a resposta. As lesoes mais recentes e em
menor nimero tém resposta melhor, comparativamente as
lesdes de longa duracao e em grande quantidade®.
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- Vacinas

Dois tipos principais de vacinas estao sendo desenvolvidas
atualmente: vacinas profildticas (ou preventivas), que pro-
tegem o hospedeiro de adquirir a infeccao pelo HPV e con-
sequentemente de desenvolver diversas doencas associa-
das a este virus, e vacinas terapéuticas (curativas), que in-
duziriam a regressao de lesoes pré-malignas ou do cancer
cervical avancado'. Estratégias profilaticas incluem a utili-
zagao de particulas tipo virus (VLPs - virus-like particles),
compostas pela proteina L1 do capsideo viral, para induzir
anticorpos de neutralizacdo; abordagens terapéuticas vi-
sam a producao de células T especificas direcionadas con-
tra os produtos oncogénicos virais E6 e/ou E7*.

A proteina L1 do capsideo viral do HPV, quando expressa
em leveduras, forma particulas tipo virus (VLPs) nédo infec-
ciosas as quais apresentam semelhancas com virions nati-
vos. Estas particulas sao estruturas altamente imunogéni-
cas, nao-replicantes, que mimetizam o HPV em morfologia
e imunogenicidade. Recentes estudos clinicos tém de-
monstrado que vacinas baseadas na proteina L1 do capsi-
deo do HPV sao geralmente bem toleradas e induzem res-
postas neutralizantes contra o HPV'**. O entendimento do
genome do HPV tem permitido o desenvolvimento de du-
as vacinas profilaticas capazes de proteger as mulheres va-
cinadas contra a infecgao persistente por HPV e a neopla-
sia intra-epitelial cervical, com 100% de eficacia. As vaci-
nas produzidas pela Merck (Gardasil, aprovada pelo FDA
em junho de 2006) e pela GlaxoSmithKline (Cervarix, sub-
metida a aprovacao pelo FDA no final de 2006) sao direci-
onadas contra os tipos de HPV 16 e 18, responséaveis por
cerca de 70% dos canceres cervicais. A vacina Gardasil®
também é direcionada aos tipos de HPV 6 e 11, responsa-
veis por mais de 80% dos casos de verrugas genitais. Estas
vacinas sdo altamente imunogénicas e apresentam exce-
lente perfil de seguranca®* *. Estudos clinicos da vacina
quadrivalente Gardasil® estao sendo realizados no mundo
todo, com mais de 25.000 pacientes. Estes estudos irdo for-
necer uma avaliacao definitiva do impacto da vacina na
doenca clinica relacionada ao HPV em adolescentes e mu-
lheres adultas jovens*.

Existe atualmente a necessidade do desenvolvimento de
vacinas para tratar infecgoes ja estabelecidas e condic¢oes
pré-malignas. Esta vacinacdo terapéutica deve ser usada
nos estdgios precoces da doenca, para erradicar doenca re-
sidual apés cirurgia ou para controlar lesao intra-epitelial
escamosa. Embora VLPs baseadas na proteina L1 do cap-
sideo possam estimular anticorpos neutralizantes e agir co-
mo uma vacina profildtica promissora, parece improvavel
que tenha um beneficio terapéutico em individuos cronica-
mente infectados' *.

DISCUSSAO

A prevencao primadria do cancer de colo uterino pode ser
alcancada através da prevencéao e do controle da infeccao
genital pelo HPV. Estratégias de promocao a saude no sen-
tido de mudar o comportamento sexual, com enfoque nas
doencas sexualmente transmissiveis, podem ser efetivas na
prevencao desta infeccao viral™ .

Apesar do diagnéstico precoce através dos esfregacos cito-
légicos terem contribuido para a dréstica diminuicao dos
casos de cancer cervical, a eficacia deste teste para de-
teccao de lesao intra-epitelial escamosa tem sido contesta-
da. Ha uma tendéncia em supervalorizar as mudancas ce-
lulares indicativas de infeccao pelo HPV, o que leva a in-
tervencgoes excessivas. A combinacao da citologia e dos
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testes moleculares ajudaria a evitar stress desnecessario e
acompanhamentos intensivos*. As novas orientacoes de
consenso sobre as condutas projetadas para a classificagcao
do Sistema Bethesda 2001 recomendam acompanhamen-
tos diferentes para as mulheres portadoras de ASC-US em
relacao aquelas com ASC-H. O teste para o DNA do HPV
é a medida preferida no ASC-US quando puder ser reali-
zado ao mesmo tempo que a citologia; a repeticao do teste
citolégico e uma colposcopia imediata também sao uma
conduta aceitavel. Em comparacdo, a conduta aconselhada
para o ASC-H é a colposcopia* *. A recomendacao de di-
retrizes para a pratica clinica ndo deve diminuir a capaci-
dade global de decisao e a responsabilidade do médico.
Cabe sempre a ele a decisao da conduta a adotar, com ba-
se na sua experiéncia profissional e nas melhores evidén-
cias cientificas, tendo o compromisso com a boa préatica cli-
nica. Tendo em vista os continuos avancos da ciéncia, tor-
nam-se necessarias constantes revisoes e atualizacoes des-
sas diretrizes®.

Métodos variados de deteccao de HPV tém sido propostos,
e diversas versoes dos testes de hibridizacao sao atualmen-
te disponiveis comercialmente. Estes testes diferem em
sensibilidade, especificidade, aplicacao pratica e custo. A
deteccao do DNA viral tem sido utilizada: (1) para triagem
de mulheres com resultado citolégico de ASC-US, (2) como
um marcador de cura poés-tratamento, e (3) principalmente,
como um adjunto a citologia nos programas de rastreamen-
to do cancer de colo uterino®. As técnicas da reacao em ca-
deia da polimerase (PCR) sao utilizadas predominante-
mente para estudos epidemiolégicos uma vez que permi-
tem a deteccao de um amplo leque de tipos de HPV, mes-
mo quando somente baixo ntimero de cépias do DNA do
virus estd presente, como € o caso das lesoes intra-epiteli-
ais escamosas de alto grau e dos canceres. Em condigoes
de carga viral supostamente elevada, como em individuos
altamente expostos as doencas sexualmente transmissi-
veis, a técnica preferencial é a captura hibrida, com relacao
custo-beneficio favoravel. A hibridizacdo in situ tem seu
espaco garantido na correlacao entre a presenca de nucle-
otideos virais e os padroes morfologicos. A sorologia néao é
muito util para estudos de incidéncia ou prevaléncia de
HPYV, visto que, os anticorpos produzidos contra o virus sao
detectados em apenas 50% das mulheres com cancer cer-
vical invasivo e ainda porcentagens inferiores sao encon-
tradas em mulheres com infec¢des assintomaticas ou com
lesdes pré-malignas induzidas por HPV*®. Entretanto, pela
dificuldade em se adotar testes moleculares como rastrea-
mento primdrio para lesdes intra-epiteliais escamosas, a
identificacao dos fatores de risco associados com a infecgao
pelo HPV, a fim de selecionar as pacientes para um rastre-
amento secundario, poderia ser uma estratégia mais custo-
efetiva e um aspecto interessante para pesquisas posterio-
res. Apo6s detectada a anormalidade citoldgica, a definicao
do tipo de HPV infectante pode ser clinicamente ttil para
estabelecer prognéstico e terapia, uma vez que a doenca
poderd ser monitorada mais atentamente, proporcionando
uma pronta intervencao™ ™.

A vacinacao contra o HPV tem grande valor principalmen-
te nos paises em desenvolvimento, onde ocorrem cerca de
80% dos casos de cancer cervical*. A possibilidade de pro-
ducao de vacinas profilaticas e terapéuticas combinadas
pode oferecer uma chance melhor de reducao significativa
na incidéncia do cancer de colo uterino em todo o mundo.
O desenvolvimento de uma vacina abre, portanto, a pers-
pectiva de uma prevencao contra a infeccao pelo virus e,
confirmada sua eficdcia, representard um importante
avanco na medicina contra o cancer e, principalmente, na
protecao da saude da mulher.
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Comportamento da reticulometria antes e apés a
suplementacao dietética ferrosa, em criancas com
anemia ferropriva, em Erechim-RS*

Reticulometry behavior before and after the dietetic ironing supplementation in iron deficiency
anemic in Erechim-RS
Mezzomo, F.'; Longo, K.'; Aguiar, C."; Branddo, C.A.?; Brandédo, N. M.?; Spinelli, R.> & Canello, C.’

~

(F RESUMO - Na evolucao eritropoética, os reticulécitos representam a hemacia mais imatura do sangue circulante. A diminuicao de
hemoglobina, contida nas hemadcias, chama-se anemia e é causada principalmente pelo déficit de ferro. Objetivou-se fazer uma ana-
lise do comportamento dos valores de hemoglobina e da contagem de reticulécitos, antes e apds a suplementacao dietética. Traba-
lhou-se com criancas anémicas, com idade entre 1 e 13 anos, num grupo inicial de 125 criancas, pertencentes as creches Maezinha do
Céu, Obra Santa Marta e do Centro de Atendimento a Familia Erechinense (CAFE). O aporte férrico fornecido contém leite enrique-
cido com ferro aminodcido quelato, na quantidade 15mg/dia, adicionados a 500ml de leite, com duracao de 2 meses, sem interrupgoes.
O presente trabalho indicou, através do hemograma, um total de 53 criancas anémicas. Destas, 43 fizeram ambas as coletas, caracte-
rizando, portanto, o grupo de estudo (n). Ao final deste periodo, procedeu-se a novos hemogramas, com acompanhamento médico.
Obteve-se ap6s a intervencao, um incremento nos resultados dos parametros analisados. Percebeu-se que o metal utilizado, juntamen-
te com o veiculo empregado, foi efetivo para a melhora nos niveis de hemoglobina e hamatécrito. Observou-se, também, uma melho-
ra nos valores reticulocitarios analisados, tanto quanto da hemoglobina.

PALAVRAS-CHAVE - reticulécitos, anemia ferropriva, reticulometria. Y,

/e SUMMARY - In the eritropoetic evolution the reticulocytes represent the most immature blood circulating red cell. The diminishing\
of the hemoglobin contained in the red cell is called anemia and is cause by the iron deficit. The experiment aimed to analyse the he-
moglobin values and reticulocytes number before the dietetic supplementation. The subjects were 125 anemic children from 1 to 13
years old of the Mdezinha do Céu and Obra Santa Marta nurseries belonged to the Centro de Atendimento a Familia Erechinense
(CAFE). The iron quantity supplied containes enriched milk with quelato \mino \cid iron in an amount of mg a day added to ml of
milk during two months with no interruption. The experiment results indicated, based on the hemograma, a total of 53 anemic chil-
dren. 43 out of them, the study group, did the two blood harvesting. Later on this new hemograms were made supported by medical
aid. Results showed that the iron used together with the enriched milk were effective in the anemia improvement levels. Inprovement
related to the analysed reticulocitary values as the hemoglobin, was notice.

KEYWORDS - reticulocytes, iron deficiency anemia, reticulometry. J

INTRODUCAO

Na medula 6ssea, durante a seqiiéncia de maturacao das
células eritrocitarias, até o surgimento da hemadcia, o
reticulécito é o estdgio celular que antecede a hemacia,
sendo considerado uma hemaécia imatura. Em condicbes
normais, a grande maioria dos reticuldcitos estd na medula
Ossea para completar a sua transformacdo em hemaécia, po-
rém, sempre alguns reticulécitos sao liberados para a circu-
lagdo sangtinea, circulando entre 24 e 48 horas no sangue
periférico, onde também acontece a transformacao em cor-
pusculo maduro. Esta liberacao de reticulécitos, para o san-
gue periférico, também tem uma faixa de normalidade. Por
esse motivo, existem as situacoes denominadas reticulocito-
penias, quando hd diminuicdo do nimero de reticuldcitos
no sangue periférico (NASCIMENTO, 2004).

O numero de reticulécitos no sangue periférico reflete a ati-
vidade eritropoética da medula 6ssea. O aumento da conta-
gem de reticulécitos representa uma maior liberacao de eri-
trécitos jovens pela medula 6ssea, em resposta a um deter-
minado estimulo desencadeado principalmente pela eritro-
poetina. Sendo assim é um importante indice no diagnéstico
e monitoramento de pacientes anémicos ou com perda san-
glilnea. Para fins clinicos, a contagem de reticulécitos é re-
gistrada como porcentagem do numero total de glébulos
vermelhos na amostra avaliada. O nivel sangiiineo de reti-

culécitos € menor que o nivel medular. A técnica de conta-
gem manual, utilizando coloracao supravital, ainda é consi-
derado o procedimento padrao (MORESCO et al., 2003).

A patologia do éritron, 6rgao difuso constituido pela massa
eritréide circulante e pelo tecido eritroblastico da medula
6ssea que lhe da origem, é essencialmente quantitativa e,
assim, a insuficiéncia funcional deste é chamada de ane-
mia, sendo definida como diminuicao da hemoglobina san-
glinea. O processo costuma acompanhar-se, mas nao ne-
cessariamente, nem de modo paralelo, da baixa do ntime-
ro de eritrocitos (FAILACE, 2004).

As anemias representam uma das doencas hematolégicas
mais frequentes e entre as diversas formas de apresen-
tacdo desta patologia, sao classificadas morfologicamente
como microciticas e hipocréomicas e sdo as formas de ane-
mia mais prevalentes (FLEURY et al., 2003).

A anemia é definida como processo patolégico quando a
concentracao de hemoglobina (Hb), contida nos glébulos
vermelhos, encontra-se anormalmente baixa, respeitando-
se as variacoes segundo idade, sexo e altitude em relagao
ao nivel do mar. Entretanto, nao resta divida de que a de-
ficiéncia de ferro é a responsavel pela maior parte das ane-
mias encontradas, sendo denominada de anemia ferropri-
va ou ferropénica (QUEIROZ e TORRES, 2000).

Na escolha dos alimentos a serem fortificados, deve ser
lembrado que estes, devem ser de fdcil acesso, de baixo
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custo sem ter seu paladar ou aspectos alterados, utilizan-
do-se de compostos com boa biodisponibilidade. A utili-
zacao de alimentos fortificados é uma alternativa utilizada
pelos paises desenvolvidos ha mais de cinqlienta anos,
com excelentes resultados (QUEIROZ; TORRES, 2000).
Este trabalho tem como objetivo, a anélise do comportamen-
to dos valores de hemoglobina, relacionando-os com os da
contagem dos reticuldcitos, antes e apoés o aporte alimentar
do suplemento dietético férrico, no grupo trabalhado.

MATERIAL E METODO

Foram realizados Hemogramas Completos, contagem de
reticuldcitos e exames parasitologicos de fezes, em 125 cri-
ancas, de ambos os sexos, pertencentes a uma faixa etaria
de um a treze anos de idade. Estas criancas sao oriundas
da creche Madaezinha do Céu, Obra Santa Marta e do Cen-
tro de Atendimento a Familia Erechinense (CAFE), locali-
zadas no municipio de Erechim - RS, no periodo de setem-
bro a dezembro de 2004. Os exames foram executados nos
laboratérios de Hematologia Clinica e Parasitologia Clini-
ca do Curso de Farmdcia da URI — Campus de Erechim, se-
gundo técnicas disponiveis.

O hemograma foi realizado em aparelho automatizado
(ABX - 18 parametros), sendo que o sangue foi coletado
com EDTA (etilenodiamino tetracético Ks) e o exame de re-
ticulécitos foi procedido por técnica manual, com coloragcao
supra-vital, usando azul de cresil brilhante e contra corada
com corante hematolégico May Grawnd — Giemsa. A visu-
alizacao foi feita ao microscépio 6ptico, com aumento de
1000 vezes. Foi preconizado como valor de referéncia, per-
centuais de 0,5 a 1,5% e para a contagem corrigida de re-
ticulocitos, foi utilizado como valor de referéncia cifras de
0,75% a 2,30% (FAILACE, 2004).

Para a caracterizacdo da anemia, utilizou-se como parame-
tro o valor de hemoglobina igual ou inferior a 11,5 g/dl e he-
matocrito igual ou inferior a 37%. As criancgas que se apre-
sentaram anémicas foram alimentadas com leite enriqueci-
do com ferro aminodcido quelato, diariamente, na dose de
15mg/dia incorporados em 500ml de leite in natura, por cri-
anca e por um periodo de dois meses, sem interrupgoes.
Os resultados obtidos, antes e depois da suplementacao di-
etética com o leite enriquecido, foram analisados estatistica-
mente, utilizando-se o teste T Students para amostras pare-
adas; neste caso, reticuldcitos, hemoglobina e hematécrito
na primeira e segunda coleta. Para a realizacao do teste uti-
lizou-se um nivel de significancia de 5% (JAQUES, 2004).
A colheita de sangue foi realizada por Farmacéutico-Bio-
quimico com experiéncia nesta atividade laboratorial, com
cuidados de assepsia.

Foram executados, concomitantemente, exames parasito-
légicos de fezes (EPFs), para que fosse evitado o mascara-
mento dos resultados pela acao dos parasitas intestinais
(NEVES et al., 2000).

Para uma melhor configuracao dos resultados e da viabili-
dade deste suplemento alimentar, tornou-se imperioso o
acompanhamento clinico destas criancas, através do médi-
co que participou deste trabalho e, ainda, o acompanha-
mento de um profissional nutricionista.

Apbs transcorridos os dois meses, fez-se uma nova coleta
para evidenciar se houve melhora ou nao nas criangas que
eram anémicas.
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RESULTADOS

A Tabela 1 demonstra os resultados obtidos com a suple-
mentacao férrica e as variacoes dos parametros analisados
nas criancas anémicas, antes e ap6s 2 meses de tratamen-
to, com leite enriquecido com ferro aminodcido quelato.

Tabela |
Média, desvio padrao e valor de p, segundo as variaveis
hemoglobina, hematdcrito e reticulécitos (%) em
criancas, antes e apés a suplementacao com leite
enriquecido com ferro aminoacido quelato.

Média Desvio Padrio
Variavel
Antes Depois Antes  Depois Valorde p
Hemogl obina (g/dl) 10,3 11,2 1,19 1,08 p<0,05
Hemat dcrito (%) 32,1 35,3 2,99 2,71 p<0,05
Reticul écito (%) 0,5 0,7 0,29 0,34 p<0,05
CRC % 0,3 0,5 0,22 0,26 p<0,05

Para uma melhor visualizac¢ao, as Figuras 1, 2, e 3, expres-
sas abaixo, demonstram os valores das médias encontradas
no presente estudo, demonstrando os valores de hemoglo-
bina, hematdcrito e reticulécitos nas 43 criangas anémicas,
antes e ap6s a suplementacao férrica
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Figura 1: Valores médios de hemoglobina, na creche Maezinha
do Céu, Obra Santa Marta e Centro de Atendimento a Familia
Erechinense (CAFE).
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Figura 2: Valores médios de hematdcrito, na creche Maezinha
do Céu, Obra Santa Marta e Centro de Atendimento a Familia
Erechinense (CAFE).
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Figura 2: Valores médios de hematdcrito, na creche Maezinha
do Céu, Obra Santa Marta e Centro de Atendimento a Familia
Erechinense (CAFE).
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DISCUSSAO

Das 125 criancas avaliadas, 53 tiveram diagnéstico confir-
mado de anemia ferropriva, através da analise de hemoglo-
bina e hematdécrito. Destas 53 criancas anémicas, apenas 10
delas nao fizeram o tratamento correto e as coletas anterio-
res e posteriores a suplementacao férrica. Ao final do estu-
do, das 53 criancgas, apenas 43 caracterizaram o grupo de
estudos e 40 obtiveram melhora nos niveis de hemoglobina,
hematoécrito e reticulécitos. Nas outras 3, que fizeram par-
te do estudo, nao se obteve melhora nos resultados.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram
que houve um aumento estatisticamente significativo na
taxa de hemoglobina de 8,73 %, hematocrito de 9,96% e de
reticulécitos na ordem de 40%, ap6s a suplementacao die-
tética fornecida ao grupo de estudo, composto por 43 cri-
ancas avaliadas, num periodo de 2 meses de intervencao.
Porém, das criancas que fizeram parte do estudo, em 3 de-
las, nao se obteve incremento nos resultados. Pelo contra-
rio, ocorreu uma diminuicao dos valores de hemoglobina,
hematocrito e reticulécitos. A baixa nestes resultados de-
veu-se a motivos como falta de adesao ao tratamento, rein-
festacao parasitaria ou por sangramentos devido a causas
desconhecidas que também debilitam a formacao de he-
moglobina, como também é relatado por QUEIROZ E TOR-
RES (2000), cujo estudo realizado mostrou que as perdas
didrias de ferro situam-se em torno de 1mg em decorrén-
cia, principalmente, da descamacao celular. Além disso,
pequenas quantidades sdo também perdidas pela urina,
suor e fezes. Outras situacoes, como menstruacao, lactacao
e parasitoses, também podem determinar perdas adicio-
nais de ferro.

A Tabela 1 demonstra claramente que houve um aumento
da hemoglobina (antes 10,3g/dl e apés 11,2g/dl), apds 2
meses de suplementacao dietética, assim como os valores
de hematoécrito (antes 32,2% e apos 35,9%), porcentagem
de reticulécitos (antes 0,5% e ap6s 0,7%) e contagem cor-
rigida de reticulécitos (0,3% antes e 0,5% ap6s), com valo-
res estatisticamente significativos, em todos os parametros
analisados (p<0,05). Porém, como se objetivou fazer a co-
leta no final dos 2 meses de suplementacao e nao entre o
5° e 10° dias de tratamento, conforme preconizado nas te-
rapias com ferro, em que ocorre o pico maximo de elevacao
reticulocitdria, encontrou-se valores abaixo do normal pa-
ra CRC%, com somente um leve aumento desses valores,
entre as duas coletas, indicando que a medula dssea esta
em inicio de regeneracao, como também evidenciado pelos
valores de hemoglobina, demonstrando que as criancas
ainda apresentam uma leve anemia. Com isso, pode-se di-
zer que os valores de CRC%, nédo estdo indicando uma res-
posta natural do organismo, mas prépria do mesmo.

Em conseqiiéncia pela pequena elevagao nos valores en-
contrados, percebeu-se que a medula 6ssea estd apenas no
inicio de regeneracéao, sendo o tempo de tratamento de 2
meses, insuficiente para que a medula 6ssea obtivesse uma
resposta eritropoiética normal da producao eritréide. Se-
gundo FAILACE (2004), o indice reticulocitico, transforma
a percentagem de reticulécitos, relacionando-os com o he-
matocrito, em coeficiente de aumento de eritropoese. As-
sim como NASCIMENTO (2003), que relata que a conta-
gem corrigida de reticulécitos esta indicada, principalmen-
te, nos casos com anemia sendo as reticulocitopenias re-
presentando hipoatividade eritropoiética e as reticulocito-
ses a hiperatividade. Em vista disso, a contagem corrigida
de reticulécitos (CRC%) faz a distingao entre as duas res-
postas medulares.
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Nas Figuras 1 e 2, pode-se observar, com clareza, o aumen-
to dos parametros de hemoglobina e hematécrito, demons-
trando com isso a melhora das criancas anémicas, através
do aporte férrico administrado diariamente. Por sua vez, a
Figura 3, demonstra uma melhora nos niveis percentuais
de reticulécitos, estando estes dentro da normalidade. Em
contra partida, com a determinacao da CRC%, observa-se
que a atividade eritropoiética ainda ndo alcancou cifras
dentro da normalidade. Esse tipo de avaliacao permite a
correcdo da contagem reticulocitdria, em funcdo do grau
da anemia como relatado por NASCIMENTO (2004), que
trabalhou com crianc¢as normociticas e criancas reticuloci-
topénicas. Num total de 283 casos, encontrou resultados
significativos (p<0,05%), entre o grupo de referéncia (CRC
=1.2%) e o grupo com reticulocitopenia (CRC= 0,6%), com
valores diminuidos para o grupo reticulocitopénico, cujo
valor maximo encontrado foi de 0.74.

A alimentacao pobre, das familias das criancas envolvidas
no estudo, contribuiu de certa forma pelo pequeno aumen-
to dos pardmetros analisados. Sendo a alimentacéao feita pe-
las criancas na creche, muitas vezes a Unica refeicao do dia.
Além de ser composta por alimentos pouco nutritivos, devi-
do as condigoes socioecondémicas das familias, cuja renda
nao comporta para a aquisicao de alimentos mais nutritivos,
como também é relatado por NEUMAN et al (2000), que es-
tudou a prevaléncia e fatores de risco para a anemia no Sul
do Brasil e concluiu que as familias, com menor renda men-
sal, apresentam uma incidéncia maior de criancas anémi-
cas, por deficiéncia de ferro, sendo essa deficiéncia geral-
mente recebida pela mae durante a gestacao.

Um fator importante, que contribuiu para a realizacao do
trabalho, foi a escolha adequada do alimento a ser fortifi-
cado, tendo o mesmo facil aceitagao, baixo custo e ser de
consumo habitual pela populacao. Os estudos feitos por
TORRES (1995, 1996), mostraram uma evolugao na utili-
zacao de leite como veiculo de fortificacdo para criancas
menores de 4 anos, passando da utilizacao do sulfato ferro-
so para ferro aminoacido quelato, ressaltando que este ul-
timo apresenta vantagens na sua utilizagao por apresentar
alta biodisponibilidade e nao alterar o alimento no qual foi
adicionado.

Nos ultimos anos houve, no Brasil, uma corrida na direcao
da fortificacdo de alimentos. Comercialmente, hd muitos
alimentos fortificados com o ferro, além do leite, existem
cereais, iogurtes e certos tipos de queijos que, aparente-
mente, nao sao de acesso da populacao de baixa renda (SI-
GULEM; COLLI; QUEIROZ 1999).

BATISTA FILHO e FERREIRA (1996), em trabalho realizado
sobre prevencao e tratamento da anemia nutricional ferro-
priva, apontou como limite para o uso de sulfato ferroso as
intercorréncias gastrointestinais decorrentes do uso do me-
dicamento e a interferéncia direta da dieta na absorcao des-
te tipo de sal de ferro, sendo especialmente prejudicada na
grande utilizacao do leite como alimento, principal consti-
tuinte das dietas das criancas na faixa etaria de risco.

A oferta didria de leite nas creches, supervisionada pelos
funciondrios e professores, teve um papel fundamental pa-
ra garantir que a dieta fosse realmente consumida pelo
grupo de estudo, ao invés de ser administrada pelos pais,
em suas proprias residéncias. Este fato também foi relata-
do pelo estudo desenvolvido por FISBERG et al (2003), que
fortificou alimentos vinculados a merenda escolar, verifi-
cando que a participacao das auxiliares de desenvolvimen-
to infantil e cozinheiras sao importantes para garantir o
preparo do produto. O estimulo adequado ao seu consumo
e a oferta deste produto a todas as criancas presentes na

133



entidade trabalhada, sao fatores de grande importancia
para o sucesso do programa.

Segundo NASCIMENTO (2004), em estudos experimentais,
através da inducao da deficiéncia de ferro, mostraram que
os reticulécitos passam a ter baixo conteido de RNA. Isto
significa que esses corpusculos liberados da medula 6ssea
para o sangue periférico, possuem menor quantidade de
granulacgoes, logo havera diminuicao dos reticulécitos ima-
turos. Em conseqiiéncia, tem-se um aumento relativo dos
mesmos com maior maturidade. Quando existe um ntimero
baixo, significa que a medula 6ssea pode estar lancando me-
nor numero de reticulécitos no sangue periférico, isto é o
que se denomina de hipoatividade eritropoiética.

Em estudos realizados por QUEIROZ e TORRES (2000) e
NASCIMENTO (2004), as perdas sangiiineas agudas ou
croénicas espoliam as reservas de ferro do organismo e po-
dem ser conseqlientes a patologias, intolerancia a protei-
nas do leite de vaca e parasitoses intestinais como, Ancy-
lostoma duodenale ou Necator americanus que sugam o
sangue ou causam hemoélise e também por Ascaris lumbri-
coides e Gidrdia lamblia, competindo pelo alimento. A di-
minuicdo numérica, no total de reticulécitos, também tem
sido descrita na presenca de infestagcoes por helmintos, co-
mo encontrado nesse trabalho, em que a diminuicao dos
niveis reticulocitédrios, pode ter sido causada pela reinfes-
tacdo parasitaria, em decorréncia das condi¢cbes de mora-
dia das familias.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que a
suplementacao férrica com ferro aminodcido quelato no
leite in natura, pode ser efetiva, como também relatado pe-
los estudos realizados por outros autores, conforme descri-
to anteriormente. Tendo a dieta transcorrido apenas 2 me-
ses e pelos resultados encontrados no presente estudo, a
continuacao do trabalho se faz necessaria para um melhor
incremento nos resultados e conseqliente diminuicao no
percentual de anémicos e um aumento em relacdo a pro-
ducéo de reticulécitos.

Assim, o leite utilizado para a suplementacao teve boa
aceitacao pelas criancas e se mostrou um bom veiculo de
transporte além de ser de baixo custo e facil obtencéao. Por-
tanto, pdde-se observar que a criacao e o incentivo de pro-
gramas de suplementacao de ferro, em doses profilaticas
aos grupos de risco, sob supervisao e acompanhamento, é
considerada atualmente a melhor medida preventiva a lon-
go prazo.

A criacao de programas de saneamento basico e assistén-
cia médica a todos, com o controle de parasitoses intesti-
nais, mostrou ser um dos primeiros passos para a reducao
da incidéncia de anemias em paises pouco desenvolvidos.
Além disso, a interpretacao laboratorial adequada dos exa-
mes, juntamente com dados clinicos do paciente, torna-se
importante para o diagnéstico das anemias.

Os exames de reticulécitos sdo de facil execucao e inter-
pretacao, podendo ajudar a evidenciar niveis patolégicos
iniciais de alteracbes na atividade eritropoiética, além de
servir como diagnoéstico diferencial de alguns processos
anémicos.
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Comparacao de testes nao treponémicos utilizados no
diagndstico da sifilis e interferéncia da inativacao do soro

Comparison of non treponemic assays used in syphilis diagnosis and interference of serum inactivation

Michele Oto dos Santos, Vanessa Danielle Menjon Muller, Daniela Valcarenghi, Juliana Bernardon
Pretto Gongalves & Ednéia Casagranda Bueno

~

(F RESUMO - A sifilis ¢ uma doenca infecciosa cronica causada pelo Treponema pallidum, cujo diagnéstico incorreto propicia a trans-
missdo da doenca via sexual e placentaria. O trabalho avaliou comparativamente os testes Veneral Diseases Research Laboratory
(VDRL) e Rapid Plasm Reagin (RPR) na triagem sorolégica e determinou a interferéncia da inativacao do soro. Foram empregados re-
agentes comerciais na avaliagao de amostras de soro de 110 individuos saudaveis e de 20 pacientes portadores de sifilis, antes e apés
a inativacao a 56°C/30min. O procedimento técnico seguindo as instruc¢oes do fabricante mostrou sensibilidade de 100% para ambos
os testes, embora 45% das amostras reativas tenham mostrado titulos superiores no VDRL. A especificidade foi de 100% no VDRL e
97,3% no RPR. A inativacao do soro mostrou nao interferir nos resultados do VDRL, enquanto que o RPR mostrou maior especificida-
de para amostras inativadas, embora sem diferenca significativa (p=0,248).

PALAVRAS-CHAVE - inativacao, sifilis, teste nao treponémico. Y,
\

SUMMARY - Syphilis is a chronic infectious illness caused by the Treponema pallidum, which incorrect diagnosis propitiates the
transmission mainly by sexual contact and from mother to child (trans-placentary). The present work evaluated the Veneral Diseases
Research Laboratory (VDRL) and the Rapid Plasm Reagin (RPR) assays and also determined the interference of the serum inactivati-
on. Commercial reagents were used to evaluate sera samples from 110 healthful individuals and 20 patients with syphilis, before and
after inactivation at 56°C/30min. In the technical procedure according the manufacturers’ instructions, both assays had presented
100% of sensitivity, although 45% of the reactive samples have shown bigger values in VDRL. The specificity was 100% for VDRL and
97.3% for RPR. The serum inactivation showed no interference in VDRL results, while in RPR was observed a greater specificity with

KEYWORDS - Inactivation, non treponemic assay, syphilis

inactivated samples, although with no significant difference (p=0,248).

/

INTRODUGAO

Asifﬂis é uma doenca infecciosa crénica causada pelo
espiroqueta Treponema pallidum, caracterizada por
periodos sintométicos e de laténcia. A transmissao ocorre
freqliientemente por via sexual e placentdria e o tratamen-
to preconiza o uso de penicilina. Entretanto, mesmo com
tratamento eficaz e de baixo custo, a doenca tem se mani-
festado mundialmente em focos endémicos e eventual-
mente epidémicos (PEARCE, 1998).

O cancro duro € a primeira manifestacao clinica da sifilis e
surge no local da invasao cutanea. De quatro a oito sema-
nas ap6s o aparecimento do cancro duro surgem as mani-
festagoes da sifilis secundaria com lesoes na pele, mucosa,
ganglios e meninges. A sifilis latente é o periodo de quies-
céncia ap6s o final do estagio secundario da doencga, du-
rante o qual ndo hé manifestacoes clinicas. No dltimo esté-
gio da doenca, a sifilis terciaria, ocorrem desde lesoes cu-
taneas de prognose benigna até lesées neurolégicas, cardi-
ovasculares e outras lesoes viscerais (MORSE et al., 2003).
A sifilis congénita ocorre pela disseminacao hematogénica
do T. pallidum do hospedeiro materno para o feto. O re-
cém-nascido acometido pela doenca apresenta lesoes tipi-
cas decorrentes da endovasculite proliferativa produzida
pelo T. pallidum, com ceratite intersticial, dentes de Hut-
chinson, nariz em sela, periostite e uma variedade de ano-
malias do sistema nervoso central (JAWETZ; MELNICK;
ADELBERG, 2000).

Atualmente, a sifilis congénita representa uma falha gros-
seira no sistema de satide e uma deficiéncia no processo
educacional da populacao, provocados pela grande parce-
la da populacédo brasileira que ndo possui acesso a assis-
téncia médica materno-infantil e educacional (GUINS-

BURG et al., 1993; AMARAL et al., 1996; BRASIL, 1997).
Os pacientes portadores de sifilis desenvolvem anticorpos
capazes de imobilizar e destruir o T. pallidum moével e livre
(NELSON & MEYER, 1949), de interagir com o T. pallidum
na imunofluorescéncia indireta (FTA-Abs) (HUNTER; DE-
ACON; MEYER, 1964) e de aglutinar hemadcias revestidas
com antigeno soluvel de T. pallidum (TPHA) (RATHLEV,
1975).

O T. pallidum também induz o desenvolvimento de um an-
ticorpo, a reagina, que provoca reacao positiva em testes
nao treponémicos pela interacao com a cardiolipina extrai-
da de tecidos de mamiferos normais (JENUN & OTT, 1991;
CAMARGO, 2001). A pesquisa de reagina é utilizada na
triagem sorolégica da sifilis, enquanto que a identificacao
do anticorpo antitreponémico é empregada no diagnoéstico
confirmatério da doenca (JAWETZ; MELNICK; ADEL-
BERG, 2000), embora a realizacdo do TPHA também seja
recomendada na triagem sorolégica (WHO, 1982; DERRI-
CO et al., 1996; CAMARGO, 2001).

Os testes de microfloculacao Veneral Disease Research La-
boratory (VDRL) e Rapid Plasm Reagin RPR (RPR) sao tes-
tes ndo treponémicos freqliientemente utilizados na pesqui-
sa de reaginas. O RPR é uma modificacao do VDRL que,
além de cardiolipina, colesterol e lecitina contém cloreto
de colina, para dispensar a necessidade de inativacao da
amostra (JENUN & OTT, 1991). Estes testes sao emprega-
dos na triagem sorolégica da sifilis e também na determi-
nacao do titulo de reatividade de anticorpos para acompa-
nhamento do tratamento e avaliacdo da eficacia do trata-
mento, uma vez que resposta a terapéutica mostra queda
dos niveis de anticorpos nestes testes (JAWETZ; MEL-
NICK; ADELBERG, 2000). Ainda, estes testes podem con-
tribuir para o objetivo da Organizacdo Mundial de Satude
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no protocolo que pretende erradicar a sifilis congénita e do
qual o Brasil participa (BRASIL, 1997; TELELAB, 1997).

O VDRL e o RPR sao testes de execucdo répida e simples,
mas resultados erréoneos podem ser obtidos se nao for se-
guida a padronizacao determinada para a execucao da me-
todologia (TELELAB, 1997). Esta padronizacdo nédo é ob-
servada em muitos laboratérios, gerando resultados diver-
sos quando uma mesma amostra é testada em diferentes
locais, ou quando sao usados testes nao treponémicos de
diferente procedéncia na mesma amostra (CAMARGO,
2001; NUNES, 1998). O presente estudo tem como objetivo
comparar os testes nao treponémicos VDRL e RPR na tria-
gem soroldgica da sifilis e determinar a interferéncia da
inativacao do soro nestes testes.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho obteve parecer favoravel da Comissao
de Etica em Pesquisa da Universidade do Vale do Itajai.
Foram analisadas 20 amostras de soro de pacientes porta-
dores de sifilis e outras 110 amostras de soro de individuos
sauddveis. Os kits comerciais empregados foram VDRL
Agglutination test for Syphilis Screening (BioSystems, Bar-
celona, Espanha) e RPR Pronto para Uso (Bioclin, Belo Ho-
rizonte-MG, Brasil). As amostras foram processadas de
acordo com as recomendacoes dos fabricantes, utilizando
soros controles positivo e negativo como controle interno
da reacao. Todas as amostras foram processadas simulta-
neamente nas concentracoes 1/1 e 1/8, evitando assim o fe-
némeno de pré-zona. As amostras foram ensaiadas antes e
apos a inativacao (56° C durante 30 minutos) para a ava-
liacao da interferéncia da inativacdo do soro. As amostras
que apresentaram resultado reagente foram submetidas ao
teste treponémico FTA-Abs (Biolab, Rio de Janeiro, Brasil)
para a confirmacao do resultado.

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatisti-
ca pelo teste de McNemar. Os testes também foram avali-
ados quanto a eficiéncia diagnéstica pelos indices de sen-
sibilidade e especificidade (FERREIRA & AVILA, 2001).

RESULTADOS

O resultados dos testes com amostras de soro de individu-
os sauddveis e de pacientes com sifilis, executados de acor-
do com as instrucoes dos fabricantes, mostram 100% de
sensibilidade para ambos os testes e especificidade de
100% e 97,3%, respectivamente para VDRL e RPR (Fig. 1).

Percentagem

Individuos saudaveis [Pacientes com sifilis [ Individuos saudaveis |[Pacientes com sifilis

VDRL RPR

W Reagente 0O Nao reagente

FIGURA 1. Resultados, em percentagem, obtidos nos testes
Veneral Diseases Research Laboratory (VDRL) e Rapid Plasm
Reagin (RPR) com amostras de soro de 110 individuos sauda-
veis e de 20 pacientes com sifilis, executados de acordo com as
instruc6es dos fabricantes.
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As amostras de soro de individuos saudaveis e de pacien-
tes portadores de sifilis ensaiadas no VDRL mostraram os
mesmos resultados quando testadas inativadas e nao inati-
vadas, mantendo os indices de sensibilidade e especifici-
dade de 100% (Fig. 2A). A sensibilidade no RPR também
permaneceu em 100% com amostras inativadas e nao ina-
tivadas, enquanto que a especificidade foi de 100% com
amostras inativadas e 97,3% com amostras nao inativadas
(Fig. 2B).
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FIGURA 2. Resultados, em percentagem, obtidos nos testes
Veneral Diseases Research Laboratory (VDRL) e Rapid Plasm
Reagin (RPR) com amostras de soro de 110 individuos sauda-
veis e de 20 pacientes com sifilis, executados de acordo com as
instrucoes dos fabricantes e utilizando amostras antes e apés a
inativacao a 56°C por 30 minutos.

DISCUSSAO

Embora o VDRL tenha apresentado maior especificidade
que o RPR, a anélise estatistica mostrou ndo haver diferenca
significativa entre os testes (p = 0,248). Outros autores tam-
bém relataram nao haver diferenca significativa entre os re-
sultados obtidos com estes testes (PHAOSAVASDI et al.,
1989; JENUN & OTT, 1991). A avaliacado dos titulos dos re-
sultados das amostras reativas revelou que 45% dos pacien-
tes com sifilis apresentaram titulos maiores para o VDRL.

O diagnéstico da sifilis recomenda a triagem sorolégica
com testes nao treponémicos e/ou TPHA, seguido da con-
firmacdo dos casos positivos com testes treponémicos
(WHO, 1982; DERRICO et al., 1996; CAMARGO, 2001).
Todas as amostras reagentes nos testes ndo treponémicos
deste estudo foram submetidas ao teste treponémico FTA-
Abs para a confirmacao dos resultados. As 20 amostras de
pacientes portadores de sifilis apresentaram resultado po-
sitivo também no FTA-Abs, enquanto que as 3 (2,7%)
amostras de individuos saudéveis reativas no RPR foram
nao reagentes no FTA-Abs, indicando resultado falso-posi-
tivo naquele teste. Os resultados falso-positivos nos testes
ndo treponémicos sao justificados pela produgado de reagi-
nas contra o material lipidico liberado por células lesadas
do hospedeiro (MORSE et al.,, 2003). As patologias fre-
quientemente relacionadas aos resultados falso-positivos
nos testes ndo treponémicos incluem doencas autoimunes,
malaria, infecgdes virais, bacterianas e cancer (CAMAR-
GO, 2001). No presente estudo nao foi possivel associar os
3 resultados falso-positivos encontrados a estas causas, as-
sim como, ndo houve relacdo a idade avancada e periodo
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gestacional. ROMPALO et al., 1992, relataram incidéncia
de 0,8% de falso-positivos no RPR. Estudos anteriores em
nossa populacao demonstraram que os testes de cardiolipi-
na aplicados em uma populacao considerada normal apre-
sentam cerca de 1% de resultados falso-positivos
(CAMARGO, 2001).

Os relatos na literatura quanto a interferéncia da inati-
vacao do soro nos testes nao treponémicos sao escassos.
Tem sido amplamente difundido que, para a execucgao do
VDRL, as amostras de soro devem ser inativadas a 56°C
durante 30 minutos eliminando assim os interferentes pre-
sentes na amostra. Ao contrério, para a execucao do RPR as
amostras nao precisam desta inativacdao devido a variacao
dos constituintes da suspensdo antigénica utilizada no tes-
te (LARSEN; STEINER; RUDOLPH, 1995; RAVEL, 1995).
Embora o procedimento técnico do VDRL recomende a uti-
lizagao de soro inativado, a utilizacao de amostras nao ina-
tivadas pelo aquecimento mostrou os mesmos resultados,
mantendo os indices de sensibilidade e especificidade de
100% (Fig. 2A). A sensibilidade do RPR também mostrou
nao alterar com a inativacao das amostras (100%), mas,
contrariamente, a especificidade apresentou maior indice
com amostras inativadas que ndao inativadas (100% e
97,3%, respectivamente) (Fig. 2B). Curiosamente, o proce-
dimento técnico de execugao do RPR recomenda a utili-
zacao de amostras nao inativadas. Entretanto, esta va-
riacdo de especificidade nao interfere no diagnéstico, uma
vez que todo resultado que for positivo deve ser confirma-
do por testes treponémicos. A analise estatistica confirmou
ndo haver diferenca significativa quanto a inativacdo da
amostra (p=0,248).

O presente trabalho sugere que, desde que mantidas as
condicoes ideais de trabalho e seguidas as recomendacoes
do fabricante, os resultados obtidos na execucao do VDRL
e RPR sao concordantes e nao sofrem interferéncia quando
a inativacdo da amostra, contribuindo na triagem sorolégi-
ca da sifilis.
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Soroprevaléncia da doenca de Chagas em candidatos
a doadores de sangue

Seroprevalence of Chagas’ disease in blood donor candidates

Adroaldo Lunardelli"*; Fernanda Pires Borges™’; Karina Faccio Mello'? & Adriana Simone Alves
Zeferino'

RESUMO - A doenca de Chagas é a infeccdo tecidual e hematol6gica causada pelo protozodrio flagelado Trypanosoma cruzi, sendo
importante causa de mortalidade de adultos jovens. O diagnéstico da doenca de Chagas depende comumente do resultado de provas
sorolégicas, sendo utilizados testes usando antigenos T. cruzi: hemaglutinacao passiva (HA), imunofluorescéncia indireta (IFI) e enzi-
maimunoensaio (ELISA). O objetivo deste estudo foi verificar a soroprevaléncia da doenca de Chagas em 8228 doadores de sangue
do Hospital Sao Lucas da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul de Porto Alegre (RS), bem como averiguar a quali-
dade técnica dos testes utilizados e sua concordancia. A prevaléncia de amostras positivas para T. cruzi foi de 0,4% na comunidade
analisada, sendo que o teste de ELISA apresenta sensibilidade de 100%, especificidade de 99,9%, eficiéncia de 99,9% e valor predi-
tivo negativo de 100%. O coeficiente Kappa achado entre os testes de ELISA e HA foi de 99%, mostrando uma concordancia quase
perfeita. Neste estudo mostra-se a grande qualidade do teste de ELISA, que se apresenta como um ensaio muito adequado para a so-
rologia anti-T. cruzi, j& que a correta identificacao dos portadores da doenca de Chagas é de importancia impar no que tange a sau-
de publica e — sobretudo — a triagem de doadores em bancos de sangue.

PALAVRAS-CHAVE - Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, prevaléncia, banco de sangue.

~

banks of blood.

/e SUMMARY - Chagas’ disease is a tissue and hematological infection caused by flagellate protozoan Trypanosoma cruzi, an impor-
tant cause of mortality in young adults. The diagnosis of Chagas’ disease depends of the results of serological tests, being utilized tests
using antigens T. cruzi: indirect hemaglutination (HA), indirect immunofluorescence (IFI) and enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). The aim of this study was verify the seroprevalence of Chagas’ disease in 8228 blood donors of Sdo Lucas Hospital of Ponti-
ficia Universidade Catélica of Rio Grande do Sul in Porto Alegre (RS), as well like ascertain the technical quality of the tests utilized
and its agreement. The prevalence of positive samples for T. cruzi was of 0,4% in the community analyzed, being that the test of ELI-
SA presents sensibility of 100%, specificity of 99,9%, efficiency of 99,9% and negative predictive value of 100%. The coefficient Kap-
pa found between the tests of ELISA and HA was of 99%, showing a barely perfect agreement. In our study we show to big quality of
the test of ELISA, which is presented like a very adequate assay for the serologic investigation anti-T. cruzi, since to correct identifi-
cation of the porters of the Chagas’ disease is of unequal importance in what plays the public health and to the selection of givers in

\KEYWORDS - Chagas’ disease, Trypanosoma cruzi, prevalence, blood bank. Y,

N\

INTRODUGAO

doenca de Chagas ¢ a infeccéo tecidual e hematologi-

ca causada pelo protozodrio flagelado Trypanosoma
cruzi (Chagas, 1909) [1], tendo como vetores naturais um
grupo de insetos da ordem Hemiptera, familia Reduviidae,
subfamilia Triatominea [2], sendo o Triatoma infestans ve-
tor mais importante da doenca [3]. A doenca de Chagas é
endémica somente no continente Americano [4] e conta
com 16-18 milhoes de pessoas infectadas [5], com aproxi-
madamente 300.000 novos casos por ano [6], sendo impor-
tante causa de mortalidade de adultos jovens [7], reduzin-
do em 13 anos a expectativa de vida [4].
O contato com as fezes ou urina contaminadas do vetor in-
fectado é a causa mais comum de infeccgédo [6], contudo, T.
cruzi pode ser transmitido ao homem por vias alternativas,
como a contaminacao laboratorial acidental, a via oral, o
transplante de érgaos [8], a transmissao congénita [9], a
transfusao sangtiiinea [10], a atividade sexual, o uso de dro-
gas intravenosas e o leite materno [11]. Um grande desafio
que o atual estdgio de controle da doenca de Chagas de-
termina é, sem duvida, a instituicao de um sistema de vigi-
lancia operante que revele de forma rédpida casos esporadi-
cos de transmissao. Estes devem ser tratados de forma di-
ferenciada, exigindo conhecimento técnico, destreza e ra-
pidez, tanto no diagnéstico clinico e laboratorial quanto no

seu encaminhamento e acompanhamento pelo sistema de
saude local [12].

Na evolucao natural da doenca de Chagas se distinguem
trés fases. A fase aguda, qualquer que seja a via de conta-
gio, se inicia no momento em que se adquire a infeccao e
dura de dois a quatro meses, com pouca manifestacao clini-
ca e elevada parasitemia. A fase intermedidria é assintoma-
tica e pode perdurar por toda a vida [13]. A fase cronica da
doenca se desenvolve em 30-40% dos pacientes infectados
e corresponde a lenta destruicao das células infectadas pe-
lo parasita [14]. H& importante cardiopatia [15], agravada
pelo desenvolvimento de reacoes autoimunes e, em menor
extensdo, dano intestinal [14] e no sistema nervoso autono-
mo [7]. A fase cronica da doenca é altamente incapacitente
podendo induzir a faléncia cardiaca e a morte [14].

O envolvimento cardiaco é a maior causa de morbidade e
mortalidade da doenca pelos diferentes niveis de dano no
sistema de conducdo e pela ocorréncia de faléncia cardia-
ca nos casos mais severos [16]. O transplante cardiaco é
considerado controverso pela interacao dos imunossupres-
sores com a parasitemia [17].

O diagnéstico da doenca de Chagas depende comumente
do resultado de provas sorolégicas, sobretudo na fase cro-
nica da infeccao parasitaria. A disponibilidade de tais pro-
cedimentos nédo s6 possibilita o reconhecimento etiolégico,
como também permite, entre outras utilidades, realizar in-
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quérito epidemiolégico, controle de tratamento especifico
e triagem de doadores de sangue [18]. Proeminentes na
pratica clinica, sao utilizados testes sorologicos usando an-
tigenos T. cruzi: hemaglutinacao passiva (HA), imunofluo-
rescéncia indireta (IFI) e enzimaimunoensaio (ELISA) [19].
O intento deste designio é averiguar a soroprevaléncia da
doenca de Chagas em doadores de sangue de Porto Alegre
(RS), bem como averiguar a qualidade técnica dos testes
utilizados e sua concordancia.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi desenvolvido em doadores de sangue do Hos-
pital Sdo Lucas da Pontificia Universidade Catélica do Rio
Grande do Sul (Porto Alegre — RS) no periodo de maio de
2005 a abril de 2006. A inclusdo de individuos na popu-
lacao de doadores depende de aprovacao clinica e sorol6-
gica. Se aprovado clinicamente, a doacdo é realizada de-
vendo uma amostra de sangue ser investigada nos testes
de triagem soroldgica [20].

Segundo a Resolucao RDC n° 153, de 14 de junho de 2004,
o sangue total e seus componentes nao podem ser transfun-
didos antes da obtencao de resultados finais nao reagentes
nos testes de deteccao para hepatite B, hepatite C, HIV I/II,
doenca de Chagas, sifilis e HTLV I/II. Para este estudo fo-
ram utilizados trés testes de distintas metodologias para de-
teccao de T. cruzi: ELISA (Chagatek Biomérieux), HA (He-
macruzi Biomérieux) e IFI (Imunocruzi Biomérieux).

Foram analisadas todas as 8228 amostras doadas no perio-
do. Para anélise dos ensaios foram considerados os para-
metros sorolégicos de sensibilidade e especificidade, bem
como o teste de coeficiente Kappa e a prevaléncia na po-
pulacdao analisada. Foram considerados como reagentes
para a doenca Chagas aquelas amostras positivas no teste
de IFI. O teste de imunofluorescéncia para pesquisa de an-
ticorpos IgG anti-T. cruzi tem sido considerado como teste
de referéncia na sorologia da doenca de Chagas [21].

RESULTADOS

As analises dos dados obtidos com o manejo das 8228
amostras testadas mostram que o teste de enzimaimunoen-
saio apresenta sensibilidade de 100%, especificidade de
99,9% e uma eficiéncia de 99,9%, como elucida a tabela I.
O teste HA apresenta sensibilidade de 74,2%, especificida-
de de 99,9% e uma eficiéncia de 99,9% (tabela II) nas
amostras analisadas.

A prevaléncia de amostras positivas para T. cruzi foi de
0,4% na comunidade analisada. A prevaléncia soroldgica
do teste de ELISA foi de 0,5%.

O coeficiente Kappa foi utilizado para verificar a concor-
dancia entre dois testes diagnoésticos. Esse indice leva em
consideracao a proporcao total de concordancias observa-
das e a proporc¢ao de concordancias que seriam esperadas
por pura casualidade [20]. O coeficiente Kappa achado en-
tre os testes de ELISA e HA foi de 99%, mostrando uma
concordancia quase perfeita.

Tabela |
Analise sorolégica pelo teste de ELISA na presenca
ou auséncia da doenca.

Chagas positivo

Presente Ausente Total
g Reagente 31 6 37
=
W Nao-reagente 0 8191 8191
Total 31 8197 8228
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Tabela Il
Analise sorolégica pelo teste de HA na presenca ou
auséncia da doenca.

Chagas positivo

Presente Ausente Total
< Reagente 23 2 25
T
Nao-reagente 8 8195 8203
Total 31 8197 8228

DISCUSSAO

A transfusao sangiiinea é o sequndo modo mais importan-
te de transmissao da doenca de Chagas na América Latina
[22] depois da vetorial. O risco de infeccao via transfusao
de sangue contaminado é de 12-25%, sendo o desafio dos
bancos de sangue a identificagao e a exclusao de portado-
res assintomaéticos e cronicos do parasita [23]. Deve se con-
siderar que todos os produtos sangtiineos de um doador so-
ropositivo para T. cruzi podem ser infectantes [24], com ex-
cecdo dos derivados sanguineos em cujo preparo sao sub-
metidos a processos fisico-quimicos de esterilizacdo (tais
como a albumina e a imunoglobulina humana normal ou
gamaglobulina) [25].

Além da triagem clinica e epidemiolégica, a triagem sorol6-
gica tem um papel de destaque na prevencao da doenca
transfusional [21]. A deteccao de anticorpos anti-T. cruzi na
investigacao sorolégica € o método de escolha para o diag-
nostico etiolégico da doenca de Chagas na fase cronica, con-
siderando a especificidade e a sensibilidade dos testes usa-
dos na andlise clinica de rotina [19]. Muito se tem discutido
sobre os critérios de selecao quando sao utilizados testes que
pesquisam anticorpos IgG contra determinados patégenos.
O enfoque da discusséao é relevante, pois muitas vezes a pre-
senca desses anticorpos refere-se a infecgoes passadas e ja
tratadas, nao implicando risco transfusional [21].

O teste ideal para diagnoéstico deve ter alta sensibilidade e
alta especificidade [23] e, devido a sua importancia para
fins diagnésticos, a sorologia da doenca de Chagas deve se
apoiar em testes de alta fidedignidade, uma vez que falsos
resultados negativos podem produzir infec¢oes por trans-
fusao de sangue e os falsos resultados positivos podem ter
sérias implicacdes pelos problemas pessoais e sociais nao
raramente acarretados aos portadores de resultados sorol6-
gicos positivos [26].

A prevaléncia de amostras soropositivas em bancos de san-
gue de paises como a Argentina, o Brasil e o Chile, cairam
de 5-25% na década de 80 para 1-5% nos anos 90 [14]; sen-
do que, ja nos anos 2000, estudos mostram prevaléncia de
2,66% na Argentina [23], 1,6% no México [4] e 1,17% no
Brasil [1]. Neste trabalho, a prevaléncia foi de 0,4 %, mos-
trando que na comunidade analisada parece haver certa
competéncia no controle da doenca, ja que a prevaléncia
mostrou-se inferior aos demais casos. Dentre os 8228 doa-
dores incluidos na pesquisa, ndao houve casos de resultados
negativos para o teste de ELISA na presenca da doenca, re-
percutindo numa elevada sensibilidade diagnostica e valor
preditivo negativo (100%) para o ensaio imunoenzimatico.
Neste estudo mostra-se a grande qualidade do teste de
ELISA, que se apresenta como um ensaio muito adequado
para a sorologia anti-T. cruzi, uma vez que mostra sensibi-
lidade de 100% e especificidade de 99,9% nas amostras
analisadas, apontando a metodologia com eficiéncia de
99,9%. Além disso, encontramos concordancia de 99% en-
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tre os testes de ELISA e HA, mostrando uma aparente
equivaléncia entre ambos. E importante ressaltar, contudo,
que o teste de HA nao apresenta desempenho igual ao en-
ziméatico, uma vez que sua sensibilidade foi de 74,2% em
nosso estudo. Embora a especificidade do HA tenha sido
de 99,9% neste trabalho, convém frisar que com freqiién-
cia costuma ocorrer reacao falsa-positiva relacionada com
outras doencas como a leishmaniose, especialmente a vis-
ceral [18], e as formas cutaneo-mucosas da leishmaniose
tegumentar. Esta reatividade cruzada é devida a antigenos
comuns de T. cruzi e Leishmania sp.. Muitos estudos ja re-
portaram resultados satisfatérios em sensibilidade e espe-
cificidade de diferentes testes comerciais de enzimaimuno-
ensaio e a baixa sensibilidade da hemaglutinacao [23].

As drogas utilizadas na fase aguda tém baixa eficdcia na
capacidade de erradicar definitivamente o protozoario do
paciente, sendo a orientacao sobre satude publica a via
mais eficiente para o controle da doenca [17]. As acoes de
controle da doenca de Chagas estao entre as que apresen-
tam intervencoes com alta efetividade. O controle triatomi-
nico mostra-se de menor custo em relacao aos gastos com
a atencdo ao paciente chagasico [12]. Pode-se evitar cerca
de 73% dos casos da doenca quando da eliminacao ou con-
trole do vetor [27]. Ao conseguir-se e manter-se a inter-
rupcao da transmissao vetorial, pode-se prever reducao
progressiva da transmissao transfusional, que tende a ser
cada vez mais controlada na medida em que o sistema de
saude melhore a qualidade do sangue, particularmente por
causa do temor da AIDS. Por outro lado, com a redugao ge-
ral da incidéncia da doenga de Chagas, torna-se cada vez
menos freqiente o ingresso de chagdsicos no grupo etdrio
de pessoas que doam sangue, em paralelo com a saida pro-
gressiva de infectados do rol de doadores — por idade ou
por morbimortalidade devida a doenca [25].

A transmissao da doenga de Chagas declinou significativa-
mente nos ultimos trinta anos no Brasil e em grande parte
da América Latina [12]. A correta identificacao dos porta-
dores desta enfermidade é de importancia impar no que
tange a saude publica e — sobretudo — a triagem de doado-
res em bancos de sangue. Metodologias apropriadas para
tal abundam no mercado, sendo o teste de ELISA uma
grande opcao se levado em consideracao seu desempenho
metodolégico. Estudos de metodologia e epidemiologia,
como este, garantem informacoes preciosas acerca da es-
perada regressiva de doentes na comunidade e do desem-
penho dos testes que comumente sao utilizados.
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Teniase na populacao do bairro Nossa Senhora Aparecida,
municipio de Correia Pinto - SC, em 2003 e 2004*

Taeniasis in the population of Nossa Senhora Aparecida district, county of Correia Pinto - SC, in
2003 and 2004

Aloisio Alberto Piroli Silva' & Marcos Vinicius da Silva’®

~

RESUMO - O presente trabalho foi realizado entre dezembro de 2003 e janeiro de 2004. Teve como objetivo avaliar a ocorréncia de
teniase nessa populacgao. Participaram do estudo 628 pessoas, dessas, 16 (2,5%) eram portadores de teniase. Praticamente a metade
dos casos de teniase ocorreram em individuos na faixa etaria entre os 30 a 49 anos (49,9%). Ocorreu associacao entre existéncia de
hortas e adubacao, com os casos de teniase (p < 0,001). O consumo de carne de porco “mal passada”, também apresentou significan-
cia estatistica (p = 0,003). A presenca de sintomas estava associada aos casos com teniase (p = 0,004). Constatou-se ainda, que as pes-
soas que apresentaram teniase tinham maior chance de possuir outras enteroparasitoses (p = 0,038). O maior problema do bairro € a
falta de infra-estrutura sanitdria, possibilitando a exposicao das pessoas e dos animais, ao esgoto a céu aberto, favorecendo a manu-
tencdo do complexo teniase/cisticercose. Desta forma, para interromper essa cadeia de transmissao faz-se necessaria a melhoria da

infra-estrutura sanitdria e intensificacao das acoes preventivas e educativas em satude publica.
PALAVRAS-CHAVE - Teniase, Complexo teniase/cisticercose, Enteroparasitoses, Estudo Epidemiol6gico. Y,

fied.

/SUMMARY - The present study was done from december, 2003 to january, 2004. The main objective of this research was to evalua-
te the occurrence of taeniasis among its population. 628 people took part in the study, being 16 (2,5%) of the participants carriers of
taeniasis. Almost half of the cases of teniasis were found among individuals around the age of 30 to 49 years (49.9%). A correlation
between the existence of vegetable gardens and adubation and the cases of taeniasis was found (p=0.001). The consumption of raw
pork meat was found to be statistically significant (p=0.003).The symptons were associated with cases of taeniasis (p = 0.004). It was
also found that those who had taeniasis had a higher chance of having other enteroparasites (p=0.038). The most important problem
in the neighborhood is the lack of sanitary infrastructure, forcing people and animals to the open contact with landfills and sewage
contamination, and therefore favouring the maintenance of the complex taeniasis/cysticercose. In order to end this transmission chain,
it is necessary that a sanitary infra-structure is implemented and that preventive and educational actions in public health be intensi-

KEYWORDS - Taeniasis, complex taeniasis/cysticercose, enteroparasites, epidemiologic study. J

~

INTRODUCAO

teniase, doenca humana causada pela fase adulta dos

helmintos do género Taenia, é um problema de saide
publica, existente tanto em dareas urbanas como rurais
principalmente onde as condi¢des sanitdrias sao precarias,
favorecendo, tanto a transmissao, como a manutencao do
complexo teniase/cisticercose, pois permitem que a carne
parasitada com o cisticerco esteja disponivel ao consumo.'®
Aliado a isso é comum encontrar-se pessoas que preferem
consumir carne de porco com “pipoca” (cisticercos), bem
como, crua ou mal cozida, em comunidades carentes e de
baixo padrdo socioecondémico. Desta forma, a transmissdo
da cisticercose (estdgio da doenca onde os cistos alojam-se
nos musculos, visceras e cérebro humano), é facilitada pe-
la disponibilidade de ovos da T. solium na agua e nos ali-
mentos, que eventualmente possam ser consumidos tanto
pelo homem, quanto pelo porco.”
A infeccdo nos porcos é facilitada pelo hédbito da coprofa-
gia inerente neste animal. No homem, além da infeccao
causada pela ingestao ocasional de alimentos e agua con-
taminados, pode ocorrer a auto-infecgao."

CASUISTICA E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa da Universidade do Sul de Santa Catarina — UNISUL,
sob registro n° 03.048.4.06.1I11.

As amostras de fezes somente foram obtidas, apés a con-
cordancia dos participantes, com as especificacoes, conti-
das no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido da
UNISUL.

A casuistica foi estabelecida levando-se em consideracao a
populacao do bairro, sequndo os dados do Programa da
Satude da Familia - PSF e calculado o tamanho da amostra
que fosse representativa'®. Os participantes foram selecio-
nados, aleatoriamente, a partir da quinta casa do bairro.
Por meio de sorteio, foram selecionados dois moradores de
cada casa, totalizando 680 pessoas de 340 residéncias.
Foram realizadas visitas nas casas pré-selecionadas com a
finalidade de realizar: 1) Cadastro dos individuos que se
propuseram a participar do referido estudo e que preen-
chiam os requisitos pré-estabelecidos; 2) Preenchimento do
questiondrio para avaliar condi¢oes de saneamento e soci-
oeconoOmicas (critério Brasil); 3) Entrega de trés recipientes
para coleta das fezes em dias consecutivos, previamente
identificados com etiquetas; 4) Esclarecimento quanto aos
procedimentos de coleta e armazenamento do material bi-
olégico; 5) Agendamento da data para receber o material
bioldgico.

Foram empregados para a coleta das amostras, potes plés-
ticos de primeiro uso, sem contato manual prévio, identifi-
cados com etiqueta contendo o nome do paciente, cédigo
de identificacdo e data. Os potes plasticos foram fornecidos
pelo pesquisador.

As amostras de fezes foram colhidas no volume total de sua

Recebido em 03/05/2006
Aprovado em 30/01/2007
TITULO ABREVIADO EM RODAPE: Teniase Humana, Correia Pinto/SC
*Artigo baseado em dissertagcdo de mestrado em Salde Coletiva da Universidade do Sul de Santa Catarina — UNISUL, 2005.
"Mestre em Saulde Coletiva da Universidade do Sul de Santa Catarina, UNISUL; 2Professor Doutor, Orientador do Mestrado em Saulde Coletiva da Universidade do
Sul de Santa Catarina, UNISUL.
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evacuacao, em dias consecutivos, totalizando trés dias.
Das amostras coletadas, uma aliquota de 2 a 4 gramas, foi
destinada para o exame de sedimentacdao espontanea', ou-
tra aliquota de 8 a 10 gramas, para o exame de Baermann-
Moraes' e o restante, para o exame de Tamisacao". Estes
exames foram processados no mesmo dia das coletas.
Foram realizadas sempre duas leituras de cada prepa-
racao, uma sem coloracao e outra corada com lugol. Os mé-
todos laboratoriais utilizados sao considerados eficazes pa-
ra a detecgdo da maioria dos helmintos e protozodrios."

RESULTADOS

Das 628 pessoas estudadas, em 16 (2,5%) foi diagnosticado
teniase. Os casos de teniase encontrados foram em pesso-
as com idades abaixo dos 50 anos, concentrando-se na fai-
xa etaria entre os 30 a 50 anos (49,9%). A distribuicao eta-
ria dos casos de teniase é apresentada na Tabela 1:

Tabela |
Distribuicao etaria dos casos de teniase na populagcao
do Bairro Nossa Senhora Aparecida, Municipio de
Correia Pinto/SC - dezembro de 2003 a janeiro de 2004.

Idade/anos Freqiiéncia absoluta Freqiiéncia

relativa (%)
00409 1 6,3
10419 2 12,5
20429 3 18,7
3039 3 18,7
40449 5 31,2
50 459 0 0,0
60469 1 6,3
270 1 6,3
Total 16 100

p=0,014

Embora o sexo feminino (60,2%) tenha predominado, nao
houve significancia estatistica, quanto ao sexo e a ocorrén-
cia de teniase, o que ndao diferiu substancialmente do des-
crito na literatura consultada.

Apenas nos estudos de Gomes et al’, investigando a tenia-
se e cisticercose em area rural do nordeste brasileiro, cons-
tataram participacdo de 48,9% de mulheres, sendo que,
70,5% dos investigados eram habitantes da zona rural.
Sobre a participacao étnica, embora entre os casos com te-
niase o percentual na raca negra tenha sido de 12,5%, e, se
comparado com o censo demografico de 2000, do IBGE,
quase trés vezes maior que a distribuicao demogréfica da
raca negra no Municipio (4,5%), esses dados nao foram es-
tatisticamente significantes, (p = 0,059). Pode-se atribuir ao
acaso este achado. Na literatura consultada nao se encon-
trou citacao sobre a distribuicdo étnica.

Foi observado dois casos de teniase numa mesma familia,
por isso considerou-se 15 residéncias com 16 casos. Em to-
das estas casas, constatou-se a existéncia de hortas e a pra-
tica frequente da adubacao (p < 0,001).

Sobre os hdbitos alimentares concernentes as preferéncias por
carne, todos os individuos com teniase eram consumidores re-

144

gulares desse alimento. Desses, 11 (68,7%), referiram prefe-
réncia pela carne de porco, sendo que um deles, declarou ser
apreciador da carne de porco com “pipoca”. Dos 16 portado-
res de teniase, trés (18,7%), declararam sua preferéncia pelo
consumo de carne de porco “mal passada” (p = 0,003).

Entre as 15 residéncias, o esgoto era destinado a fossa, em
11 (73,4%) casas, despejado a céu aberto em duas (13,3%)
e em patentes, nas duas (13,3%) restantes. A coleta publi-
ca do lixo era a mais utilizada em 13 (86,6%) das casas,
sendo que nas restantes, em uma (6,7%), o lixo era quei-
mado e na outra (6,7%), despejado a céu aberto.

Na estratificacdao social das familias dos casos de teniase, 12
(80,0%), pertenciam a classe D e trés (20,0%) a classe E.
Nos individuos com teniase a referéncia de sintomas clinicos
foi mais freqiiente quando comparado aos sem teniase (p =
0,004). A ocorréncia de outras enteroparasitoses também foi
mais freqiiente nos individuos com teniase (p = 0,038).

DISCUSSAO

A teniase foi mais freqiiente entre os 30 a 49 anos, 49,9%
(p = 0,014) (Tabela 1). Fato semelhante aos da maioria dos
estudos consultados na literatura.>*”®

Comparando-se as faixas etdrias, observamos que os casos
de teniase no Bairro foram 4,7 vezes maiores, que o per-
centual de populacao, para a mesma faixa de idade, no
municipio, (10,5%).

Observou-se que todos os casos com teniase ocorreram em
integrantes de familias carentes, 12 (80,0%), eram da clas-
se D e trés (20,0%) da classe E. Garcia et al’, afirmaram que
a condicdo socioeconomica é um dos fatores criticos na
perpetuacao do ciclo teniase/cisticercose.

Antecedendo ao periodo de realizacao do estudo, foi insta-
lado na regidao mais elevada do Bairro um conjunto habita-
cional popular com deficiente infra-estrutura sanitdria. Os
rejeitos gerados pelos moradores do referido conjunto aca-
bavam por agravar os problemas de contaminacao ambi-
ental da regidao mais baixa que se localizava entre dois ri-
os, portanto, sujeita a alagamentos.

Pela néo existéncia de rede de esgoto no local, a populacao
fazia uso de fossa (73,4%), patentes (13,3%) e despejo a
céu aberto (13,3%), contaminando os c6rregos e mananci-
ais de dgua da localidade.

Silva-Vergara et al'’, mostraram que as condi¢oes sanitari-
as deficientes estavam associadas, estatisticamente, com
histéria pregressa ou atual de teniase.

Segundo Vazquez-Flores et al®, infra-estrutura sanitaria
adequada, associada as campanhas de nocdes higiénico-
sanitarias entre os socialmente menos favorecidos, mos-
trou-se fundamental para a erradicacao das doencas ente-
roparasitarias.

O estudo mostrou que todos os casos com teniase ocorre-
ram entre moradores de casas que mantinham pequenas
hortas de fundo de quintal. Nessas, a utilizacao de adubo
pelos moradores, apresentaram associacao (p < 0,001) com
a ocorréncia de teniase.

E comum na localidade, terrenos com hortas ao lado de va-
las onde o esgoto corre a céu aberto. Em algumas si-
tuacgodes, por desnivel do terreno, as valas atravessam as
areas mais baixas, contaminando o ambiente. Consideran-
do que a delimitacao dos lotes e mesmo, das hortas era pre-
cério, o transito de animais, especialmente porcos, também
era comum, favorecendo a perpetuacdo do complexo teni-
ase/cisticercose.

Segundo Garcia et al’, existe associacao direta entre a in-
feccdo humana e a suina, principalmente em locais onde os
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mesmos co-existem. Os autores afirmaram que, eram fato-
res que contribuiam para a manutencao do ciclo da tenia-
se/cisticercose, a criacao de porcos em condigcoes inade-
quadas, condi¢oes sanitdrias precarias e desconhecimento
do ciclo de vida da ténia.

A preferéncia pela carne de porco “mal passada” foi mani-
festada por 25% dos casos com teniase, o que pode impli-
car na maior possibilidade de adquirir teniase (p = 0,003).
Almeida et al?, afirmaram que o freqiiente consumo de car-
ne de porco, associado a falta de inspecédo da carne comer-
cializada, pode propiciar um ambiente favoravel ao surgi-
mento do complexo teniase-cisticercose.

Garcia et al’, associaram a criacao, o abate, o manuseio e a co-
mercializacao de suinos, sem controle sanitario, com o risco de
infeccao por T. solium. Em diversos trabalhos, encontra-se as-
sociacao entre soropositividade para teniase, histéria de elimi-
nacao de proglotes, freqiiente consumo de carne de porco e
precarias condicdes socioeconomicas e de higiene."*** !
Segundo Rentuncio®, a existéncia de cisticercose em bovi-
nos e suinos, poderia ser considerado como indicativo fiel
da ocorréncia de teniase em humanos. De acordo com o
autor, nao obstante o desenvolvimento alcan¢ado pela sui-
nocultura catarinense nas ultimas décadas; o Estado de
Santa Catarina tem apresentado taxas expressivas de ocor-
réncia de cisticercose em bovinos. Quando observados os
dados regionais, a condenacao das carcagas bovinas conta-
minadas, em Lages/SC, chegou a 8,22% entre os anos de
1987 e 1991, periodo em que, entre os suinos, houve de-
créscimo de 0,07% para 0,02%. Observou-se que os indi-
ces de infeccao entre os suinos foi reduzindo sensivelmen-
te e entre os bovinos ocorreu elevacgao consideravel, colo-
cando os bovinos no foco das preocupacodes sobre possivel
relacao com a transmissao e manutencao do complexo te-
niase/cisticercose, em nosso meio. Esse autor afirma, ain-
da, que a transmissao da teniase por T. solium por meio dos
bovinos é possivel e cita, no seu estudo, que este fato ja foi
observado na Universidade do México, em 1994.

Estudo semelhante, realizado por Gusso et al’, em 2000,
demonstrou 100% de infeccao em gado bovino, com ovos
de T. solium e obtencao de 40,9% de cisticercos vivos, apés
160 a 570 dias, mostrando com isto a possibilidade de que
o gado bovino sirva como substituto do suino na trans-
missao para o homem da T. solium. Tal constatacao pode-
ria justificar a ocorréncia do complexo teniase/cisticercose
na regiao, uma vez que, diferentemente do oeste catari-
nense, onde a suinocultura é predominante, na serra cata-
rinense, a pecudria é, ao lado da madeira e do papel, a
principal atividade economica.

Outra variavel investigada foi a sintomatologia, uma vez
que existiam informacodes de casos de epilepsia, teniase e
neurocisticercose no Bairro, informadas pelos agentes co-
munitdrios, integrantes do Programa de Saude da Familia
— PSF. Notou-se que os sintomas estavam diretamente as-
sociados a teniase (p = 0,004). Almeida et al?, destacaram,
em seu levantamento, que 47,3% dos entrevistados cita-
ram dor de cabeca freqiiente, em pelo menos um individuo
da familia, 2,8% relataram ataque epiléptico, 6,6% desmai-
os e 14,9% teniase. Silva-Vergara et al”, em 1998, mostra-
ram, em seu estudo, correlacdo entre teniase e convulsdes
(p < 0,0001), sendo que o risco relativo de convulsoes foi de
2,3 vezes maior entre os moradores entrevistados no domi-
cilio e 1,7 entre os individuos que compareceram para exa-
me clinico.

A exemplo do estudo realizado na Indonésia®, onde encon-
trou-se 0,72% de ocorréncia de teniase, em sua maioria, nos
trabalhos semelhantes a esse, desenvolvidos na India, Africa
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e Ameéricas, a ocorréncia de teniase, variou entre 0,13 a 2,0%,
portanto, abaixo dos valores aqui encontrados, de 2,5%.

Se compararmos o relatério apresentado por Apt?, no do X
Congresso Peruano de Gastroenterologia e V Congresso
Peruano de Endoscopia Digestiva, em 1986, onde o autor
afirmou que a teniase apresenta taxa média de 0,6%, na
América Latina, observa-se que o Bairro Nossa Senhora
Aparecida apresenta quatro vezes mais casos (2,5%), que a
média Latina.

Desta forma, conclui-se que falta aos habitantes do Bairro
Nossa Senhora Aparecida, melhoria na infra-estrutura sa-
nitdria e incremento nas politicas assistenciais a saude e
educacao, bem como incrementar os programas governa-
mentais de desenvolvimento econémico da regiao, fatores
necessarios para eliminar a ocorréncia e perpetuacao de
enteroparasitoses, principalmente em populacoes exclui-
das socialmente.

Com relacdo as pessoas cujas amostras fecais apresenta-
ram enteroparasitas, as mesmas foram encaminhadas ao
posto de saude local, onde, por termo de cooperacao de
atendimento médico, firmado entre o pesquisador e o Se-
cretario da Saude do Municipio, foram atendidas pela
equipe de saude, recebendo atendimento médico, farma-
céutico e sanitario adequado.
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Staphylococcus aureus oxacilina resistente (MRSA): inci-
déncia de cepas adquiridas na comunidade (CA-MRSA) e
importancia da pesquisa e descolonizacao em hospital*

Resistent oxacilin Staphylococcus aureus (MRSA): incidence of cepas acquired in the community
(CA-MRSA) and importance of research and descolonization in hospital

Fabiola Rossi Menegotto & Simone Ulrich Picoli

/RESUMO - Staphylococcus aureus resistente a oxacilina (MRSA) é um dos maiores problemas clinicos e epidemiolégicos em in-
fecgoes nosocomiais. Porém, as infecgoes por MRSA nao se limitam ao ambiente hospitalar, pois S. aureus resistente a oxacilina, co-
munidade adquirido, (CA-MRSA) esta emergindo e pode atingir pessoas sem fatores de risco, como hospitaliza¢coes prévias. Para es-
timar a extensao de CA-MRSA determinou-se a prevaléncia da colonizagdo nasal por S. aureus em 100 amostras obtidas de uma po-
pulacao sem fatores de risco. As amostras foram semeadas em Agar Sangue e identificadas com provas compativeis. Nos isolados de
S. aureus aplicou-se o teste de sensibilidade aos antimicrobianos por disco-difusdo (Kirby-Bauer). Encontrou-se uma freqiiéncia de
40% dessa bactéria, sendo 7,5% CA-MRSA. Quanto ao perfil de sensibilidade, S. aureus apresentou tendéncia a resisténcia aos f-lac-
tamicos e macrolideos e sensibilidade diminuida a tetraciclina, licosaminas, aminoglicosideos e cloranfenicol, sendo totalmente sensi-
vel aos glicopeptideos. Os isolados de CA-MRSA apresentaram resisténcia apenas aos f§-lactamicos e macrolideos. A prevaléncia da
colonizacdo por MRSA em pessoas saudéaveis na comunidade potencializa a necessidade de uma maior vigilancia do controle de in-
feccado hospitalar, ja que esta populacao que carreia CA-MRSA pode tornar-se reservatorio bacteriano no ambiente hospitalar.
PALAVRAS-CHAVE - Staphylococcus aureus resistente a oxacilina (MRSA); Staphylococcus aureus resistente a oxacilina comunida-
de adquirido (CA-MRSA). /

~

/SUMMARY - Resistant oxacilina Staphylococcus aureus (MRSA) is one of the biggest clinical and epidemiologic problems in noso-
comial infections. However, the infections by MRSA are not limited to hospital environment; because community acquired resistant
oxacilin S. aureus (CA-MRSA) is emerging and can reach people without risk factors, as previous hospitalizations. To estimate the ex-
tension of CA-MRSA prevalence nasal settling for S. aureus was determined in 100 samples of a population without risk factors. The
samples were sown in Agar Blood and identified with compatible tests. In isolated of S. aureus the test of sensitivity to antimicrobials
for record-diffusion was applied (Kirby-Bauer). A frequency of 40% of these bacteria, being 7.5% CA-MRSA was found. As the sensi-
tivity profile, S. aureus presented trend to resistance to ,-lactamics and Macrolides and sensitivity diminished to tetracycline, lycosa-
mines, aminoglicosides and chloramphenicol, being total sensible to the glycopeptides. The isolated of CA-MRSA presented resistan-
ce only to the ,-lactamics and macrolides. The prevalence of the settling for MRSA in healthful people in the community increases the
need of a bigger control of hospital infection, once this population that carries CA-MRSA may become bacterial reservoir in hospital
environment.

KEYWORDS - Resistant Oxacilin Staphylococcus aureus (MRSA); Community Acquired Resistant Oxacilin Staphylococcus aureus

\(CA—MRSA). J

O alvo de atuacao dos antibiéticos p-lactamicos sdao as cha-
madas proteinas ligadoras de penicilina (PBP’s): proteinas
de membrana diretamente envolvidas na biossintese da
parede celular bacteriana. Os p-lactamicos, que interagem
com as PBP's, impedem a formacao completa da camada de
peptideoglicano da parede celular, desencadeando a mor-
te bacteriana. Porém, na presenca do gene mecA, ocorrem
alteracoes das proteinas de ligacao através da codificacao
de uma nova proteina alvo, denominada PBP2a que apre-
senta baixa afinidade aos p-lactamicos. Portanto, no mu-
tante resistente a oxacilina (MRSA) nao ocorrerd inibicao
da sintese da parede bacteriana, uma vez que a PBP2a fun-
ciona como uma PBP substituta > *.

Até entao, estritamente nosocomial, MRSA tornou-se um
dos patégenos mais importantes em infecgdes hospitalares;
porém, nos ultimos 10 anos, infec¢des por esta bactéria re-
sistente comecaram a aparecer também na comunidade.
MRSA adquirido na comunidade (CA-MRSA) é um pat6-
geno potencialmente emergente que vem apresentando
freqiiéncia crescente de isolados® .

INTRODUCAO

m agente etiolégico importante associado a infeccoes

adquiridas, tanto na comunidade como em hospitais, e
que se tornou um paradigma das infec¢oes bacterianas € o
Staphylococcus aureus. Considerado um dos principais pa-
tégenos humanos, destaca-se por sua freqtiéncia elevada e
sua patogenicidade que o capacita a produzir doencas tan-
to em individuos imunocomprometidos quanto em higidos
e por sua fécil disseminacado intra-hospitalar associada a
resisténcia aos antibiéticos *.
No individuo sadio, S. aureus é usualmente um comensal
das fossas nasais, pele e até do intestino. Por isso, as in-
fecgoes freqiientemente resultam da introducgao dessas ce-
pas em locais previamente estéreis apdés um trauma,
abrasoes de pele e mucosas ou durante procedimentos ci-
rargicos “'.
Este microrganismo foi capaz de desenvolver rapidamente
resisténcia aos antibiéticos. Ja na década de 60, tornou-se
resistente a oxacilina (MRSA) devido a presenca do gene

mecA, sendo renomeado Staphylococcal Cassette Chro-
mossomal — SCC mec. MRSA caracterizava a resisténcia
aos antibidticos p-lactamicos em geral ** .

Embora as infec¢oes por CA-MRSA sejam geralmente cu-
taneas, doencas invasivas como bacteremias, endocardites,
osteomelites e pneumonias ja foram descritas. Surtos de in-
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Responsavel: Simone U. Picoli, Professor Adjunto, Curso de Biomedicina, Centro Universitario Feevale (RS).

RBAC, vol. 39(2): 147-150, 2007

147



fecgoes hospitalares por cepas comunitarias também ja fo-
ram relatados .

A origem de CA-MRSA ainda é indefinida. Ha hipoteses
de aquisicao do DNA do mec pelas cepas previamente sus-
cetiveis que circularam na comunidade. Os elementos me-
cA estao incluidos em pelo menos cinco tipos, designados
de I a V, sendo o elemento mecIV associado com o CA-
MRSA. Essa cepa é geralmente sensivel a varios antibi6ti-
cos, especialmente clindamicina. Pode ser verificada a pro-
ducao de até 18 toxinas nao encontradas no MRSA hospi-
talar, incluindo Panton-Valentine Leucocidina (PVL), ente-
rotoxina H e multiplos superantigenos. Técnicas de tipa-
gem molecular como sequéncia mutilécus, Pulsed Field
Gel Electrophoresis (PFGE) e deteccao de SSCmec sao
uteis na identificacao de cepas correlacionadas’.
Considerando a emergéncia de CA-MRSA como um pat6-
geno relevante, o presente estudo teve como objetivo ava-
liar a prevaléncia de Staphylococcus aureus oxacilina re-
sistente na comunidade (CA-MRSA).

MATERIAS E METODOS

Foram analisadas 100 amostras de swab nasal de individu-
os nao hospitalizados, obtidas aleatoriamente. Hospitali-
zagoOes recentes, de no minimo seis meses prévios a coleta,
foram consideradas critério de exclusao de amostra. Os
swabs foram processados no Laboratorio de Bacteriologia
do Centro Universitario Feevale, no periodo de margo a ou-
tubro de 2005.

Tabela ll
Perfil de sensibilidade de Staphylococcus aureus
a oxacilina.
Sensivel Intermediario Resistente
Antibiético Ne % Ne % Ne %
Oxacilina 33 82,5 4 10 3 7,5

O perfil de sensibilidade dos 40 isolados de S. aureus fren-
te aos grupos de antibiéticos utilizados como p-lactamicos
(oxacilina, penicilina), aminoglicosideos (gentamicina),
macrolideos (eritromicina), tetraciclinas, sulfonamidas, gli-
copeptideos (vancomicina), lincosaminas (clindamicina) e
outros, pode ser observada na Tabela 3. Nesta, pode-se
constatar uma maior tendéncia a resisténcia aos p-lactami-
cos como penicilina (72,5%) e aos macrolideos (45%) e
uma menor proporcao a tetraciclina (17,5%), licosaminas
(15%), aminoglicosideos (5%) e cloranfenicol (5%). Verifi-
cou-se, também, a sensibilidade de 100% aos glicopeptide-
os (Tabela 3).

Tabela lll
Perfil de sensibilidade de Staphylococcus aureus aos
antibiéticos testados.

As amostras clinicas coletadas com swab estéril foram se- - L .
. . e ) Sensivel Intermediario| Resistente
meadas em meio de Agar Sangue e identificadas através Antibisti
de coloracao de Gram (cocos Gram positivos em cachos), ntibioticos N2 % Ne % N2 %
prova da catalase (+), prova da coagulase (+) e crescimen- . —
to em Agar Sal Manitol (colénias amarelas). Clindamicina 34 85 0 0 6 15
Para o teste de sensibilidade aos antimicrobianos, o méto- -
do utilizado foi o disco-difusao (Kirby-Bauer), sendo as Clorantenicol 38 95 0 0 2 5
amo_stras co_nslder'adas CA-_MRSA quando apresentaram Eritromicina o1 505 1 25 18 45
perfil de resisténcia a oxacilina.
Gentamicina 38 95 0 0 2 5
RESULTADOS
Oxacilina 33 82,5 4 10 3 7,5
A Tabela 1 apresenta a frequiéncia de Staphylococcus au-
reus e Staphylococcus coagulase negativo (SCN) nas 100 Penicilina 11 27,5 0 0 29 72,5
amostras de swab nasal analisadas, sendo a ocorréncia de
colonizacao por SCN superior ao S. aureus. Rifampicina 40 100 0 0 0 0
Tabela | - -
Freqiiéncia de colonizacéo por Staphylococcus aureus e Sulfa/trimetropin | 40 | 100 0 0 0 0
Staphylococcus coagulase negativo (SCN) em amostras -
de swab nasal. Tetraciclina 32 80 1 2,5 7 17,5
N2 amostras Percentagem(%) Vancomicina 40 | 100 0 0 0 0
S. aureus 40 40
SCN 60 60
A resisténcia aos antibidticos associada as trés amostras de
Total 100 100 CA-MRSA foi evidente frente aos f-lactdmicos (100%) se-

Entre as 40 amostras de S. aureus isoladas de amostras co-
munitarias, trés mostraram-se resistentes a oxacilina, re-
presentando o CA-MRSA (7,5%). A maioria das amostras
de S. aureus apresentou sensibilidade ao antibiético oxaci-
lina, porém verificou-se sensibilidade intermediaria em
10% dos isolados bacterianos (Tabela 2).
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guida pelo macrolideo eritromicina (66,6%). Contudo, di-
ante das demais classes de antibiéticos CA-MRSA nao se
mostrou resistente (Tabela 4).
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Tabela IV
Perfil de sensibilidade de Staphylococcus aureus adquirido
na comunidade resistente a oxacilina (CA-MRSA) e aos
outros antibiéticos testados.

Antibloticos Sensivel Intermediario Resistente
Ne % Ne % Ne %
Clindamicina 3 100 0 0 0 0
Cloranfenicol 3 100 0 0 0 0
Eritromicina 1 33,4 0 0 2 66,6
Gentamicina 3 100 0 0 0 0
Penicilina 0 0 0 0 3 100
Rifampicina 3 100 0 0 0 0
Sulfa/trimetropin 3 100 0 0 0 0
Tetraciclina 2 66,6 1 33,4 0 0
Vancomicina 3 100 0 0 0 0
DISCUSSAO

S. aureus resistente a oxacilina (MRSA) é conhecido, mun-
dialmente, como causa importante de infec¢cées nosocomi-
ais, tendo adquirido papel de destaque pela sua multirre-
sisténcia aos antimicrobianos usualmente utilizados na te-
rapéutica e por sua facil disseminacéo intra-hospitalar *.
O método mais comum de introducdo de MRSA em uma
instituicao é através da admissao de um paciente coloniza-
do ou infectado e, uma vez que esta bactéria tenha sido de-
tectada em um determinado hospital, tende a persistir au-
mentando progressivamente a sua prevaléncia’.

Apesar de nao serem bactérias mais virulentas que os iso-
lados sensiveis, as infec¢oes causadas por estes patégenos
implicam em terapéutica com drogas comumente de uso
parenteral exclusivo, de toxidade e custo elevados®.
Estudos recentes sugerem que a epidemiologia de MRSA
pode mudar porque o isolamento destas cepas nao estd
mais limitado ao ambiente hospitalar. Apesar da prevalén-
cia de colonizacao por esta bactéria em pessoas nao hospi-
talizadas e sem fatores predisponentes ainda ser baixa,
MRSA comunitario (CA-MRSA) é um patégeno potencial-
mente emergente, com relatos em diversos paises, incluin-
do descricao de surtos hospitalares®.

Como evidenciado no presente estudo, desenvolvido com
100 amostras de swab nasal de uma populacao sem qual-
quer relato de infeccao ou colonizacao, nem de admissao
em hospitais, cirurgias, didlise ou cateteres, a ocorréncia
de colonizacao por S. aureus foi de 40% (Tabela 1). Apesar
do indice de isolados de SCN ter sido superior ao de S. au-
reus, vindo de encontro com achados da literatura, entre
estes ultimos microrganismos 7,5% mostraram-se resisten-
tes a oxacilina, representando CA-MRSA. A maioria das
amostras apresentou sensibilidade ao antibiético oxacilina
(32,5%), porém a sensibilidade intermedidria (10%) e,
principalmente, a freqiiéncia de 7,5% de resisténcia a esta
droga representa um valor significativo em amostras comu-
nitérias (Tabela 2).
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No Rio Grande do Sul, apenas trés casos isolados de paci-
entes ambulatoriais de Porto Alegre, foram definidos como
a representacao das infeccoes por CA-MRSA. Estes foram
os primeiros casos reportados no Brasil, em 2004. Essas ce-
pas de CA-MRSA, que apresentavam o gene MecA tipo IV
isoladas no estudo realizado por Ribeiro e colaboradores,
apresentavam-se sensiveis a clindamicina, eritromicina,
gentamicina, sulfa/trimetropin e a vancomicina *, correla-
cionando-se ao perfil de sensibilidade observado nesse es-
tudo (Tabela 4).

Tendo em vista a escassez de novas publicagcoes indicando
os indices de colonizacao por CA-MRSA no Brasil, a signi-
ficancia da freqiiéncia de colonizacao por esta bactéria
neste estudo baseia-se na recente emergéncia destas cepas
comunitarias, até entao, estritamente nosocomiais.

O padrao de resisténcia dos microrganismos isolados na
comunidade reflete a freqiiéncia com que os antibiéticos
sdo utilizados por esta populacdo. Cepas sensiveis a peni-
cilina atualmente sao bastante raras, como pode ser obser-
vado na Tabela 3 onde verifica-se a alta freqiiéncia de ce-
pas de S. aureus comunitdrias resistentes a essas drogas. A
oxacilina, introduzida em 1961, é o antimicrobiano de es-
colha para o tratamento de infeccoes causadas por Staphy-
lococcus resistente a penicilina e ampicilina. Hoje em dia,
cepas de S. aureus hospitalares e comunitarias apresentam
o mesmo percentual de resisténcia a penicilina, variando
de 80% a 100%. Aparentemente, fatos semelhantes co-
mecaram a ocorrer desde a primeira descoberta de MRSA:
tornou-se um dos patégenos mais prevalentes em in-
feccoes nosocomiais e a partir dos anos 90, infecgcoes por
esta bactéria resistente comecaram a aparecer também na
comunidade®.

Com este achado de MRSA comunitario potencializa-se a
importancia da pesquisa e descolonizacdo em ambiente
hospitalar, prioritariamente em unidades de terapia inten-
siva, j& que estes pacientes tornam-se, também, reservat6-
rios de bactérias no ambiente hospitalar .

Embora as cepas de S. aureus e CA-MRSA isoladas neste
estudo tenham apresentado pouca resisténcia as classes de
antibiéticos de escolha para infecgdes estafilocécicas (Ta-
belas 3 e 4), verificou-se através da literatura que as cepas
de MRSA hospitalar mostram-se resistentes a diversas
classes antimicrobianas, desencadeando falha na terapéu-
tica do paciente. Frente a isso, infec¢does por MRSA vém
sendo tratadas indiscriminadamente com glicopeptideos
como a vancomicina, tornando a problematica de infeccao
por MRSA ainda mais severa, com a emergéncia recente
de cepas apresentando sensibilidade diminuida e até mes-
mo resisténcia ao antibiético citado* .

Tem-se procurado relacionar uma maior gravidade de in-
fecgoes com o fendmeno de multirresisténcia, porém, al-
guns estudos conseguiram apenas estabelecer um aumento
da morbi-mortalidade, que parece ser mais atribuida a fal-
ta de opcao terapéutica do que a viruléncia destas cepas.
Assim, enquanto ndo hé o desenvolvimento de novas dro-
gas com atividade anti-estafilocécica, intervencoes efetua-
das na perspectiva da introducao de medidas de controle de
infeccdo hospitalar mostram-se alternativas mais propicias
para a diminuicdo de ntimero de casos de futuras infeccoes
pela cepa multirresistente em pacientes colonizados®.

A pesquisa e descolonizacao na tentativa de erradicar
MRSA dos pacientes colonizados empregando banho de
clorexidina e mupirocin nasal mostra-se conveniente para
as instituicbes de saude e, principalmente, para os pacien-
tes, uma vez que o conhecimento da colonizacao permite
que medidas de isolamento do mesmo dentro do ambiente
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hospitalar sejam tomadas, evitando a transmissao horizon-
tal, direta, por auto-infeccao, cruzada ou através da via in-
direta. Junto a isso, a descolonizacao busca evitar o uso in-
discriminado de antibi6ticos de alta toxidade e elevado
custo, evitando novos casos de resisténcia aos antibioticos
de ultima escolha .

De acordo com os resultados observados, conclui-se que a
resisténcia a oxacilina ja é evidente em amostras de S. au-
reus comunitarias e merece atencao na admissao hospita-
lar de pacientes, uma vez que estes poderao se tornar re-
servatorio da bactéria no ambiente nosocomial. Porém, a
realizacao de testes moleculares para a confirmacao destas
cepas resistentes € necessdria, bem como para identificar o
clone presente em cada regiao.

O laboratério de microbiologia deve desempenhar um tra-
balho dindmico e continuo na monitorizacao microbiolégi-
ca e antimicrobiana. O desenvolvimento de novas medidas
de controle de infeccao no ambiente hospitalar, particular-
mente contra microrganismos considerados “problemas”
em uma instituicao, como o MRSA hospitalar e, recente-
mente, o comunitdrio, poderd causar um grande impacto
na prevencao e erradicacao da cepa precocemente.
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O papiloma virus humano (HPV) em mulheres atendi-
das pelo SUS, na cidade de Patos de Minas - MG

Papiloma human virus (HPV) in women taken care of for the SUS, the city of Patos de Minas - MG

Alda Maria Alves Queiroz', Maria Aparecida Tedeschi Cano® & José Eduardo Zaia’

/ RESUMO - No presente trabalho, estudou-se a incidéncia de achados citolégicos associados ao Papiloma Virus Humano (HPV) pelo
exame de Papanicolaou, além da representabilidade dessas amostras segundo o Sistema Bethesda, nas populacoes de adolescentes
(idade<20 anos) e adulta (>21 anos) atendidas pelo SUS, na cidade de Patos de Minas -MG no ano de 2000. Verificou-se que a inci-
déncia destes achados vem aumentando na populagao adolescente em 3,08% e nas mulheres adultas a ocorréncia foi de 1%. Portan-
to, 4,0% das amostras que apresentaram alteracoes celulares associadas a infeccao pelo HPV sao de mulheres jovens, com atividade
sexual em idade reprodutiva. A andlise mostrou, também, que um alto indice de amostras (12,0%) nao apresentavam células da JEC
(Juncao escamo-colunar), na populacao com a faixa etdria até 40 anos de idade e que aumentou significativamente nas faixas etarias
acima dos 40 anos de idade, comprometendo a qualidade do exame microscépico. Estudos mostram que o virus Papiloma Humano
(HPV) tem papel importante no desenvolvimento da displasia das células cervicais e na sua transformacao em células cancerosas. Uma
vez que a progressao das lesoes para o cancer cervical se da ao longo dos anos, é de grande importancia que a populacdo mais jovem,
sexualmente ativa, também seja monitorada pelos Programas de Prevencao de Céancer de Colo Uterino.

\PALAVRAS-CHAVE - HPV, Papanicolaou, JEC, Cancer de Colo Uterino, Mulheres Jovens. /

~

SUMMARY - In this study, we searched the incidence of citologic disorders associated to Human Papiloma Virus (HPV), through Pa-\
panicolaou test, according to the Bethesda System, in adolescents (age<20 years) and adults (age>21 years) using the Brazilian Public
Health System (SUS — Servico Unico de Satide) in the town of Patos de Minas -MG in 2000. We verified that the incidence of these
findings is increasing in the adolescent population (3,08%). In adult women the incidence was 1%. Thus, the incidence of cellular di-
sorders associated to infection by HPV in yong women, with sexual activity and in reproductive age, was 4%. The analysis also sho-
wed that a high number of samples (12%) did not present squamous-colunnar junction cells (JEC) in <40 years old population and
enhanced in the population over 40 years old, bringing to discussion the laboratory microscopic test.

Other studies showed that HPV has an important role in the development of displasia of cervix cells and its changing in neoplastic
cells. We know that the progressive lesions to cervix cancer occur through the years, and so it is very important that the sexually ac-
tive young population be advised ans analyzed by the program of Cervix Cancer Prevention.

KEYWORDS - HPV, Papanicolaou, JEC, cervix cancer, young women. Y.

INTRODUCAO

O PAPILOMA VIRUS HUMANO

papilomavirus é um virus DNA que pertence a familia

Papovaviridae e possui forma icosaédrica nao envelo-
pada, com 72 capsomeros; seu genoma € circular, compos-
to por dupla fita de DNA, com comprimento de 7.900 kilo-
bases e massa molecular de 5 x 10° daltons (31).
O HPV é classificado primeiramente pela espécie de hos-
pedeiro natural (humano, bovino, virus de Shope) e sub
classificado, em tipos, de acordo com a organizacao das se-
giiéncias de nucleotideos do DNA. Recentemente, esforcos
tém sido feitos para a descricdao de variantes de tipos de
HPV. Enquanto um novo sub tipo de HPV é definido como
tendo carga viral com 90 a 98% de similaridade dos nucle-
otideos, o HPV variante possui mais de 98%. Até o momen-
to, mais de 120 tipos de papilomavirus humano (HPV) fo-
ram descritos (31).
Os papilomas virus sao encontrados em varios vertebrados,
incluindo anfibios, répteis, aves e mamiferos. Em geral, ca-
da tipo de papiloma virus é especifico para cada espécie,
tipo de epitélio e localizacao anatémica (37).

ESTAGIOS DE INTERACAO CELULA-VIRUS

Através de microtraumatismos (38) o virus penetra no hos-
pedeiro. Seu genoma é transportado para o ntcleo das cé-
lulas basais onde irao ocorrer a tradugao e a transcricao.

Esta é a fase da inoculacéo (fase 0).

O periodo de incubacéo (fase I), varia de 2 - 3 semanas a 8
meses e estd relacionada com o estado imunolégico de ca-
da individuo. A progressao dessa fase para a expressao ati-
va depende de trés fatores: do estado imunoldégico do hos-
pedeiro, do tipo de virus e da permissividade celular.

Na fase precoce (fase II), trés meses apds o surgimento das
primeiras lesdes, inicia-se uma resposta imune que pode
conter a infeccao, onde ocorre a regressao ou entao essa
resposta ser insuficiente para elimina-la ocorre, entéao, a fa-
se de expressao ativa.

Aproximadamente nove meses depois do aparecimento
das primeiras lesoes, ocorre a fase tardia (fase III), onde
dois tipos de situagdes podem se apresentar:

1) A continuidade da remissao (potencialmente infectantes);
2) A recidiva, expressando doenca ativa.

TRANSMISSAO

As vias de transmissao do HPV podem ser sexual, nao se-
xual (familiar ou nosocomial por féomites) ou materno — fe-
tal, podendo ser gestacional, intra e periparto (31).

Entre elas, a via sexual representa a grande maioria dos casos.
Com relacao a via nao - sexual, é provavel que o HPV, as-
sim como as verrugas cutaneas, possa ser transmitido por
“fomites” (toalhas, roupas intimas etc.) e, também, pelo
instrumental ginecolégico, quando néo esterilizado ade-
quadamente (31).
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Embora nao se saiba por quanto tempo o virus resista fora
do organismo, considera-se que a transmissao por “fomi-
tes" seja viavel por um curto periodo de tempo.

Mulheres e criancas sem atividade sexual comprovada
também poderao desenvolver a infeccao (27).

FORMAS DE INFECCAO

A transmissdao do HPV ocorre geralmente através do con-
tato sexual ou por meio de fragmentos de tecido infectado
que penetram através de solucdes de continuidade (5).

E necessério trauma no epitélio para inducéo da infeccédo
pelo HPV. Os sitios mais comuns para o desenvolvimento
da infeccao sao nas areas sujeitas a abrasao durante o ato
sexual, como por exemplo, o intréito posterior, nas mulhe-
res, e o prepucio, nos homens (39).

A infeccao pelo HPV no trato genital inferior é dividida em
trés tipos (9).

a) Infeccao clinica: E a forma que pode ser evidenciada a
olhos nus, nas regioes perianal e genitalia externa. Apare-
ce o condiloma acuminado ou condiloma exofitico. O as-
pecto macroscopico da lesao é o de pequenas formacoes
multiplas, em forma de crista, coberta de epitélio hiper e
paraceratético. Localizam-se em areas umidas, especial-
mente nas expostas ao atrito sexual. As lesoes aumentam
com o decorrer do tempo e sao freqiientemente confluen-
tes, com crescimento em forma de couve flor.

a) Infeccao sub clinica: E vista ao colposcépico apés apli-
cacao de acido acético a 5%, no canal vaginal e colo uteri-
no. Caracteriza-se pela presenca do condiloma plano. Essa
lesao pode se manifestar em associacao com displasia, sen-
do mais freqiiente a displasia leve. E a forma mais freqiien-
te no colo uterino.

b) Infeccao latente: E a forma evidenciada apenas através
de técnicas de biologia molecular. Nao ha forma de lesoes.
Somente o DNA do virus pode ser detectado.

A infeccao pelo HPV depois de instalada pode estacionar,
regredir ou progredir e transformar - se, dando origem as
displasias e/ou carcinomas (5).

FATORES DE RISCO PARA AQUISICAO DE INFECCAO
POR HPV

Idade: A maior incidéncia ocorre entre os 20 e 40 anos de
idade, que coincide com o pico da atividade sexual (5).
Atividade sexual: Existe associacao entre idade do inicio
de atividade sexual, nimero de parceiros e maior preva-
léncia de infeccao pelo HPV. A circuncisdo masculina re-
duz o risco de infeccao por HPV no homem em 63% e can-
cer cervical em suas parceiras em 68% (31).

Tabagismo: O tabagismo diminui significativamente a
quantidade e funcdo das células de Langherans, células
apresentadoras de antigenos e que sao responsaveis pela
ativacao de imunidade celular local contra o HPV (31).
Imunossupressao: Fatores que levam a supressao ou abo-
licdo da imunidade celular, como o uso de drogas citot6xi-
cas em transplantados, imunodeficiéncia inatas ou adquiri-
das como HIV aumentam a capacidade do virus de persis-
tir no individuo. Neste grupo de paciente pode-se observar
quadros de condilomatose genital floridos e persistente de
dificil controle e tratamento (31).

Anticoncepcional oral (ACO): Dados da literatura mos-
tram que o anticoncepcional oral é um fator de risco para a
infeccao por HPV (25).

Este aumento é explicado por alteracoes hormonais que le-
variam a imunomodulacao (20).

Infeccoes genitais transmitidas sexualmente ou nao: Nas
mulheres com infec¢bes genitais, transmitidas sexualmente
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ou nao, parece haver maior incidéncia de infec¢ao por HPV
provavelmente, pelo aumento da secrecao no meio vaginal,
que predisporia ao aparecimento de condilomas (28).
Gardnerella Vaginalis: Estudos demonstram a associacao
entre a Gardnerella vaginalis e a infeccao por HPV. Se os
microorganismos favorecem um ao outro, isto ainda esta
por ser estabelecido (25).

Outros fatores de risco: Doencas sexualmente transmissi-
veis prévias como herpes e clamidia e baixa ingestao de vi-
taminas A, C e E , diminuem a imunidade celular (31).

HPV E GRAVIDEZ

A prevaléncia de infeccao em mulher gréavida (34) é clini-
camente relevante, mas similar aquela encontrada em mu-
lher nédo - gestante. As manifestacoes clinicas (e subclini-
cas) sao mais evidentes nas gestantes, sendo que grande
parte delas regride no puerpério.

Apesar da freqiiéncia da infeccao genital do HPV durante
a gravidez nao ser bem conhecida, parece ser maior que a
populacao em geral (31).

Ha relatos que essa alta prevaléncia e incidéncia (6) ocor-
rem porque, na gravidez, hd uma diminuicdo da imuno-
competéncia. As atividades T help e T supressor estdo di-
minuidas e hé diminuicao das IgG e IgA no muco cervical.
Afora esses fatores, verifica-se que, em virtude das altas ta-
xas de esteréides na mulher gravida, ha aumento na proli-
feracao do HPV, pois ele possui em receptor hormonal
esteréidico.

Foi demonstrado (6) que durante a gestacao, as células pa-
rabasais possuem receptor para estrégeno-negativo e pro-
gesterona-positivo, sendo que essas células estdao em in-
tensa atividade proliferativa. Consequentemente, com al-
tas taxas de DNA que é substrato essencial para a prolife-
racao celular.

A conjuncao de todos esses fatores acarreta o aumento das
lesoes HPV induzidas durante a gestacao.

A freqiiéncia de transmissao vertical perinatal do HPV é
baixa (2,8%). Estudos sugerem que nem a cesariana nem o
tratamento das lesées do HPV antes do parto protegerao
sempre contra a aquisicao do HPV pelo recém-nascido (4).

METODOS DE IDENTIFICACAO DA INFECCAO PELO
HPV

Os métodos diagnésticos das lesdes induzidas pelo HPV
sao morfolégicos e incluem a citologia oncolégica, exame
clinico, colposcopia e histologia. Ja a identificacdo da in-
feccao por HPV, propriamente dita, inclui os métodos bio-
légicos, tais como as hibridizacdes moleculares de acidos
nucléicos, tipo Souther Blot, Captura de Hibridos, Hibridi-
zacao "in situ” e Reacao em Cadeia de Polimerase (8).

EPIDEMIOLOGIA

A infeccao pelo HPV é considerada uma doenca sexual-
mente transmissivel. A maior incidéncia ocorre entre os 20
e 40 anos de idade, que coincide com o pico de atividade
sexual (5).

Fatores como multiplos parceiros e inicio precoce da ativi-
dade sexual aumentam a probabilidade de infecgao (39).
No entanto, a maioria das mulheres infectadas apresentam
a forma latente ou sub-clinica da doenca (19), o que dificul-
ta o diagnéstico e conseqlientemente favorece a trans-
missdo. Estima-se que cerca de 75% da populacao sexual-
mente ativa entre em contato com um ou mais tipos de
HPV durante sua vida. No entanto, a grande maioria des-
tas infeccoes é eliminada pelo sistema imune e nao desen-
volve sintomas no hospedeiro (31).
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DISTRIBUI(;AO MUNDIAL

A maior prevaléncia de HPV de alto risco oncogénico tipos
16, 18, 31, 35, 45, 51, 52, 58, 59, se encontra na Africa e
América Latina. HPV 16 é o mais freqiiente no mundo, ex-
ceto na Indonésia e Argélia, onde o HPV 18 é o mais co-
mum, HPV 45 apresenta alta freqiiéncia na Africa Ociden-
tal. Os tipos 33, 39 e 59 se concentram na América Central
e América do Sul (33).

HPV NO HOMEM

O diagnoéstico das lesdes subclinicas na mulher impoés o es-
tudo dessa infec¢cao no homem. Sua epidemiologia, assim
como o comportamento clinico, € pouco conhecida. Como na
mulher, o inicio precoce da atividade sexual, nimero eleva-
do de parceiras e relacoes sexuais casuais, parecem ser os
parametros epidemiolégicos mais importantes (26).

A infeccao pelo HPV pode ser clinica, sub clinica e latente.
Segundo Peres et al.,, qualquer lesao anogenital, papular,
pigmentada, eritematosa ou macular, pode ser causada pelo
HPV. As lesées clinicas sao habitualmente multifocais e mul-
ticéntricas, manifestando-se como vegetacdes papilomato-
sas, pedunculadas ou sésseis. Podem ser ainda papulares e
coalecer, formando placas que ocupam grandes areas (32).

HPV E CANCER DE COLO DO UTERO

Estudos recentes mostram que o virus do papiloma huma-
no (HPV) e o Herpesvirus Tipo II (HSV) tém papel impor-
tante no desenvolvimento da displasia das células cervicais
e na sua transformacédo em células cancerosas. O virus do
papiloma humano (HPV) esta presente em 99% dos casos
de cancer do colo do ttero (13).

A estimativa do Ministério da Satude, elaborada pelo Insti-
tuto Nacional do Cancer (INCA), para o ano de 1999, foi de
104.200 6bitos e 261.900 casos novos (incidéncia) de can-
cer. Dentre eles, o cancer de mama ocupa o segundo lugar
em incidéncia e o terceiro em mortalidade e o cancer de
colo do utero o terceiro lugar em incidéncia e o quarto em
mortalidade (13).

Estd bem estabelecido o papel do Papiloma Virus Humano
como o fator promotor da neoplasia cervical. A relacao do
HPV com a carcinogénese depende fundamentalmente do
tipo e da carga viral e de sua persisténcia e integracdo com
a célula hospedeira (41).

Além da infeccao pelo Papiloma Virus Humano (HPV), ou-
tros co-fatores contribuem para desenvolver o cdncer de
colo do ttero, tais como idade prematura de inicio da vida
sexual, multiplicidade de parceiros, co-infeccao pelo HIV e
o tabagismo (13).

PREVENCAO

Apesar do conhecimento cada vez maior nesta area, a
abordagem mais efetiva para o controle do cancer do colo
do tutero continua sendo o rastreamento através do exame
preventivo. E fundamental que os servicos de satide orien-
tem sobre o que é e a importancia do exame preventivo,
pois a sua realizagao periédica permite reduzir em 70% a
mortalidade por cdncer do colo do tutero na populacao de
risco. O Instituto Nacional de Cancer tem realizado diver-
sas campanhas educativas para incentivar o exame pre-
ventivo tanto voltadas para a populacao quanto para os
profissionais de  satde (13). Embora o Brasil tenha sido
um dos primeiros paises no mundo a introduzir a citologia
de Papanicolaou para a detecgao precoce do cancer de co-
lo uterino, esta doenca continua a ser um sério problema
de saude publica (13).

RBAGC, vol. 39(2): 151-157, 2007

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no municipio de Patos de Minas —
MG, a cidade possui aproximadamente uma populacao de
123.700 habitantes.

O Laboratério Municipal de Citologia atende atualmente,
além da cidade, 19 municipios vizinhos, realizando um to-
tal de aproximadamente 28.300 exames citolégicos/ ano.
Uma das UBS é a unidade de referéncia para a satde da
mulher. Quando um resultado de exame citolégico se apre-
senta alterado, a paciente é encaminhada para essa UBS
para dar prosseguimento ao tratamento.

Realizou-se um estudo retrospectivo de exames citolégicos
cérvico - vaginais examinados em um laboratério munici-
pal da cidade de Patos de Minas -MG. Foram colhidas la-
minas de 2.837 mulheres com idades de 14 a 75 anos de
idade, moradoras da cidade de Patos de Minas, usuérias do
Sistema Unico de Satide (SUS). As laminas foram coradas
pelo método Papanicolaou. Foram revisados os laudos de
citologia cérvico - vaginais do periodo de Marco a Novem-
bro de 2000. A amostra foi estratificada de acordo com a
faixa etaria em cinco classes: 14 a 20 anos, 21 a 30 anos, 31
a 40 anos, 40 a 50 anos e acima de 50 anos de idade.

CRITERIOS MORFOLOGICOS UTILIZADOS

Os critérios morfolégicos utilizados para identificacdo do
HPYV foram os critérios cldssicos, como a seguir:

¢ Coilocitose: alteracao em células escamosas intermedia-
rias maduras contendo um, dois ou mais nucleos discarioti-
cos. Ocorre uma grande cavidade ou drea clara que circun-
da o ntcleo proeminente, com bordas bem definidas e a
zona periférica amiude apresenta-se em borrao.

¢ Disceratose: células espalhadas ou em grupos tridimen-
sionais que demonstram pleomorfismo celular (forma cau-
dadas ou alongadas) e/ou aumento de tamanho e atipia
nuclear (18).

As atipias consideradas para selecao foram:

e Atipias de células escamosas de significado indetermina-
do (ASCUS);

e Atipias de células glandulares de significado indetermi-
nado (AGUS);

® Neoplasia Intraepitelial Cervical graus 1, 2, e 3;

e Carcinoma (Ca).

Os critérios cito-morfolégicos para os diagnosticos acima
citados foram aqueles descritos pela Sociedade Brasileira
de Citopatologia (1993).

Seguiu-se um Protocolo para Servi¢o de Prevencao e Con-
trole do Céancer de colo Uterino preconizado pelo Ministé-
rio da Saude (1999), que abrange desde a chegada da pa-
ciente a Unidade de Saude, até as condutas clinicas.

A requisicao do exame citopatolégico bem como o resulta-
do do exame citopatolégico fornecidos pelo Ministério da
Saude.

Anédlise estatistica foi realizada ap6s a obtencao dos dados,
os resultados sao apresentados e descritos em forma de
graficos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em um total de 2.837 laminas examinas, 194 encontram-se
entre 14 e 20 anos de idade, 801 entre 21 a 30 anos, 759 en-
tre 31 a 40 anos, 596 entre 41 a 50 anos e 487 acima de 50
anos de idade.

A figura 1 demonstra que a colheita das amostras foram
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maiores nas faixas etdrias superiores a 20 anos de idade, is-
SO OCoITeu porque os Servicos na época priorizaram a colhei-
ta cérvico vaginal de 35 a 49 anos de idade, as outras faixas
etdrias eram atendidas através de demanda espontanea.
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Figura 1 - Distribuicao do nimero de mulheres usuarias do SUS
na cidade de Patos de Minas- MG no ano de 2000 examinadas,
estratificadas por faixa etaria.

Em 1988, O Ministério da Saude, por meio do Instituto Na-
cional do Cancer, realizou uma reunidao de consenso, com
a participacao de diversos espertos internacionais, repre-
sentantes das sociedades cientificas e das diversas instan-
cias ministeriais e definiu que, no Brasil, o exame colpoci-
topatolégico deveria ser realizado em mulheres de 25 a 60
anos de idade, ou que ja tivessem tido atividade sexual
mesmo antes desta faixa de idade, uma vez por ano e, apds
2 anos anuais consecutivos negativos, a cada 3 anos (13).
Atualmente as estratégias principais para o controle desta
doenca, no Brasil, baseiam-se na disponibilizacao do exa-
me preventivo (Papanicolaou) para mulheres entre 25 a 59
anos de idade, no tratamento adequado da doenca e de su-
as lesoes precursoras em 100% dos casos e no monitora-
mento da qualidade do atendimento a mulher, nas suas di-
ferentes etapas (13).

A ocorréncia do cancer do colo do ttero se concentra prin-
cipalmente em mulheres acima dos 35 anos de idade (13).
O estudo sobre a populacao de mulheres adolescentes foi
realizado através da demanda espontanea, tendo uma
amostragem inferior as outras faixas etdrias estudadas,
conforme se observa na figura 1.

Provavelmente, se essa amostragem fosse maior, os acha-
dos de alteracoes celulares (associadas ou nao ao HPV) nos
exames da populacdao de mulheres adolescentes seriam
mais freqiientes, uma vez que o inicio da atividade sexual
precoce é um dos fatores de risco para o aparecimento de
lesées precursoras do cancer de colo uterino.

Das 2.837 laminas examinadas, 69 apresentaram alte-
racoes celulares, ou 2,43% das amostras, sendo que foram
encontradas 22 laminas com alteragoes celulares em paci-
entes de 14 a 20 anos, ou seja, 11,34% , 16 laminas com al-
teragoes celulares em pacientes de 21 a 30 anos (2%) e me-
nos de 2% nas outras faixas etdrias. As alteracoes celulares
sao (NIC I, II, III), ASCUS, AGUS e Carcinoma invasor.
Observando-se os resultados apresentados na figura 2, ob-
serva-se que a incidéncia de alteracoes celulares em mulhe-
res com idade de até 20 anos é maior (11,34%) que em outras
faixas etdrias que apresentam incidéncia em torno de 2%.
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Figura 2: Alteracoes celulares relacionadas a faixa etaria em
mulheres usuarias do SUS, na cidade de Patos de Minas - MG,
no ano de 2000.

O presente estudo comparou grupos com diferentes faixas
etarias relacionando-as com atipias celulares. Nao foram
relacionados estado marital, nimero de parceiros, primeira
relacao sexual em idade precoce e tabagismo com o apare-
cimento da lesao, embora Parkin et al., (2001) relatam que
essas associacoes sejam consistentes.

O céancer cervical tem uma incidéncia mundial de cerca de
500.000 casos por ano, constitui-se uma dos mais graves
problemas de Satude Publica, especialmente em paises em
desenvolvimento, dentre os quais o Brasil, onde se estima
que cerca de 40.000 casos novos surjam anualmente (1). As
lesdes precursoras do cancer do colo uterino progridem
mais rapidamente em mulheres muito jovens (12).

Esses dados amostrais apoiam a afirmacao de que o diag-
néstico citolégico tem-se mostrado pratico para a triagem
do cancer do colo do ttero de grandes populacdes devido
a sua simplicidade, reprodutividade, precisao e baixo cus-
to. Desde a sua implantacdo em Saude Publica como méto-
do de triagem e deteccao precoce de neoplasias cérvico
uterinas, estas foram reduzidas significativamente, como
pode ser comprovado em paises desenvolvidos (11).
Vérios sao os fatores de risco identificados para o cancer de
colo do tutero e seus precursores. Os fatores sociais, ambi-
entais e os habitos de vida, tais como baixas condicoes so-
cioecondmicas, atividade sexual antes dos 18 anos de ida-
de, pluralidade de parceiros sexuais, vicio de fumar (dire-
tamente relacionado a quantidade de cigarros fumados),
parcos hébitos de higiene e uso prolongado de contracep-
tivos orais sao os principais (13).

Conforme a figura 3, verifica-se um significativo percentu-
al de atipias celulares em mulheres jovens, das 69 laminas
alteradas 22 apresentavam alteracoes celulares (31,88%)
em pacientes de 14 a 20 anos e 16 laminas alteradas
(23,19%) em pacientes de 21 a 30 anos.

13,04

W 14-20
31,88
21-30
13,04 u

O31-40

18,84 m41-50

23,19
bs51 +

Figura 3: Incidéncia (%) de alteracdes celulares de acordo com
a faixa etaria em mulheres usuarias do SUS na cidade de Patos
de Minas - MG, no ano de 2000.
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A maior freqiiéncia de lesoes precursoras do cancer do co-
lo uterino na populacao de adolescentes, provavelmente se-
ja, dentre outros fatores, devido as doencas sexualmente
transmissiveis. Segundo os Centros para o Controle e Pre-
vencao de Doengas, ligados ao governo dos Estados Unidos,
houve 18,9 milhoes de novos casos de Doencas Sexualmen-
te Transmissiveis em 2000. Desses, 9,1 milhoes, ou 48%
atingiram pessoas entre 15 a 24 anos. Isso significa que um
terco de todos os jovens sexualmente ativos contraiu uma
Doenca Sexualmente Transmissivel no ano de 2000 (22).

O principal agente promotor da neoplasia cervical é o Pa-
pilomavirus Humano (HPV) que é, atualmente, a doenca
sexualmente transmissivel mais  frequiente (40). A maio-
ria das doencas infecciosas ou transmissiveis associa-se a
pobreza e as desigualdades sociais (2).

Embora as atipias citolégicas de baixo grau sejam mais fre-
qlentemente em adolescentes, existe o risco de progressao
das mesmas para lesao de alto grau e carcinoma se nao tra-
tadas, especialmente se envolvem infeccao por sub-tipos
de HPV de alto risco (42).

Os fatores acima apontados mostram a importancia de pre-
vencao de toda a populacao sexualmente ativa, uma vez
que o risco de infeccdo por HPV é iminente.

Das 2.837 laminas examinadas, 22 ou 0,8% das amostras
apresentavam alteracoes celulares associadas a infeccao
pelo HPV. Destas 6 laminas pertenciam a pacientes jovens,
mulheres na faixa etaria dos 14 aos 20 anos, 8 laminas em
pacientes com faixa etdria de 21 a 30 anos, 4 laminas apre-
sentaram alteragoes na faixa de 31 a 40 anos e também de
41 a 50 anos, nao foi observadas essa alteragoes em lami-
nas de mulheres com idade superior a 50 anos.

Portanto, a maioria das amostras sao de mulheres jovens,
com vida sexual ativa e em fase reprodutiva.

Conforme a figura 4, observamos que a incidéncia de in-
feccdo por HPV em mulheres com até 20 anos de idade
(3,08%) é também maior em relacao as mulheres adultas (<
de 1%). Estes dados corroboram com a literatura nacional,
discordando da literatura mundial.

900 1

800 A 3 755

W Sim @ Nao
700 A
592
600 -
500 4
400 -

300 4

Numero de pacientes

200 A
100 -

14-20 21-30 31-40 41-50 51+

Faixa etaria

Figura 4: Alteracdes celulares associadas a infec¢ao pelo
Papiloma Virus Humano (HPV) em relacao a faixa etaria, em
mulheres usuarias do SUS na cidade de Patos de Mina - MG,
no ano de 2000.

As dificuldades diagnésticas e o fato de uma parte das in-
fecgoes por HPV serem assintomaéticas e passarem desper-
cebidas pelas pacientes, tornam dificeis as estimativas de
prevaléncia. Acredita-se, no entanto, que aproximadamen-
te um terco das mulheres sexualmente ativas abriguem al-
guma forma clinica de infeccao por HPV (21).

A incidéncia de infeccao por HPV é mais elevada apds os
primeiros anos da atividade sexual, entre jovens de 18 a 28
anos de idade (31).
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Na literatura mundial, relata-se que a maior incidéncia por
infeccao por HPV ocorre entre 20 e 40 anos de idade, que
coincide com o pico de atividade sexual (5).
Provavelmente, essa discorddncia implica fatores soécio-
econdmico-culturais diferentes entre os paises desenvolvi-
dos e os em desenvolvimento.

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude, ocorrem
no Brasil cerca de 12 milhoes de casos de Doencas Sexual-
mente Transmissiveis ao ano (23).

Nos paises subdesenvolvidos e nos paises em desenvolvi-
mento, a etiologia das doencas infecciosas estd fortemente
vinculada a pobreza. A “causalidade social” das doencas
infecciosas constitui aspecto de maior relevancia para a
epidemiologia, visto que revela importantes limitacdes do
modelo biomédico da doenca (35).

Conforme figura 5, observamos que a incidéncia de in-
feccao por HPV é alta em adolescentes, prevalecendo mes-
mo assim em mulheres adultas.

W 14-20

W21-30

18,18
bO31-40

36,36 @41-50

Figura 5- Alteracoes celulares (%) associadas a infec¢ao pelo
Papiloma Virus Humano (HPV) em relacao a faixa etaria, em
mulheres usudrias do SUS na cidade de Patos de Minas - MG,
no ano 2000.

A freqiiéncia de deteccao do HPV através do esfregaco ci-
tolégico tem sido relatada em torno de 2% (36, 17).

Em nosso estudo, a freqtiéncia foi menor (0,8%), provavel-
mente devido a alta prevaléncia de amostras sem células
representativas da JEC (Juncao escamo-colunar).

A zona de transformacao da cérvix (JEC), na qual as célu-
las colunares podem sofrer metaplasia escamosa, estd mais
exposta durante a adolescéncia do que na vida adulta. Es-
ta area é mais susceptivel a infeccao pelo HPV, sendo que,
a partir dela, originam-se a maior parte de lesdes precurso-
ras e carcinomas cervicais. Respostas imunes incompletas
podem também favorecer estas infeccoes (15).

A maior incidéncia de infec¢ao por HPV ocorre entre os 20
e 40 anos de idade, que coincide com o pico da atividade
sexual, sendo concordante com os nossos achados, quando
comparamos a proporcionalidade das alteracoes em re-
lacao a faixa etéria (5).

Recentes estudos tém demonstrado uma maior prevaléncia
de infeccao pelo HPV associada a alteracoes citologicas
pelo exame de Papanicolaou em populacoes de adolescen-
tes, comparadas as mulheres adultas (7). O inicio precoce
da atividade sexual aumenta a probabilidade de infeccao
por HPV.

Em nosso estudo dois fatores, provavelmente, foram limitan-
tes para que ndo houvesse concordancia com estes relatos: a
amostragem de pacientes jovens foi bem menor em relacao
as outras faixas etdrias estudadas e a representabilidade das
amostras comprometendo a qualidade dos exames.
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Embora a deteccao da infeccao por HPV possa ser feita a
olho nu com a observacao de verrugas genitais ou também
através da colposcopia, essa informacao nédo estava conti-
da nos dados clinicos recebidos com as amostras. Provavel-
mente muitas mulheres poderiam apresentar algum tipo de
sintoma ou lesao durante a coleta do material, mas infeliz-
mente na época, os profissionais envolvidos na coleta do
material ndo observaram esse dado clinico, o que iria con-
tribuir muito para um tratamento mais rapido, maior con-
trole da doenca e prevencao.

A sensibilidade do diagnéstico histolégico da infeccao por
HPV é bem maior do que na citologia.

Comparando a acuracia dos exames histopatolégicos, col-
poscopico e citolégico (3), encontraram concordancia dos
diagnésticos em 65,6% dos casos, mostrando que o empre-
go das trés metodologias (colposcopia + citologia + histolo-
gia) em conjunto, seria o ideal, aumentando acentuada-
mente o nimero de casos diagnosticados.

Mas, infelizmente, esta ainda nao é a realidade dos nossos
servicos, pois a colposcopia e a histologia sao considerados
exames caros para a maioria da populacao brasileira. O
exame preventivo é incentivado pelo Instituto Nacional do
Cancer através de campanhas educativas, sendo gratuito a
toda populacao feminina, o que facilita que essas mulheres
tenham a realizacao do exame periédico de citologia.

Na faixa etdria de 14 a 20 anos de idade, 12,88% das amos-
tras examinadas estavam limitadas por auséncia de células
da JEC, mantendo-se essa percentagem até a faixa etaria
de 40 anos e aumentando significativamente nas faixas
etdrias acima dos 40 anos de idade.

A figura 6 demonstra o alto indice de amostras que nao
apresentaram células da JEC (Juncao escamo — colunar) o
que compromete a acuidade do exame de Papanicolaou.

14-20 21-30 31-40 40-50 50-
Faixa etaria

Figura 6: Auséncia de células da JEC (Juncao escamo-colunar)
relacionada a faixa etaria em mulheres usuarias do SUS na
cidade de Patos de Minas -MG, no ano de 2000.

Varios autores citam que um grande numero de esfregacos
falso - negativos esté relacionado com a amostra inadequa-
da, ou seja, amostra que ndo contém componentes da JEC
(10, 29, 14).

Com a introducao do Sistema de Bethesda em 1998, a ade-
quacao das amostras para o exame citolégico passou a ser
um ponto de extrema importancia a ser avaliado durante o
exame dos esfregacos cervicais.

A nocao de uma coleta correta implica na obtencao de uma
quantidade suficiente do local adequado, evitando intro-
duzir hemadcias ou células do estroma devido a uma
abrasao excessivamente vigorosa. Eles consideram ainda,
que um esfregaco é interpretavel e representativo do con-
junto da mucosa cervical quando contém pelo menos dois
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dos trés elementos a seguir: células endocervicais, células
malpighianas metapldsicas e muco cervical (11).

A presenca de células endocervicais e/ou metaplasicas ca-
racteriza a amostra como satisfatéria (16).

Provavelmente, a falta das células representativas da
Juncao escamo-colunar em mulheres jovens sejam por pro-
cedimentos técnicos inadequados.

O estudo mostrou que a prevaléncia das amostras que nao
apresentavam componentes da JEC (Juncao Escamo-Colu-
nar) elevou-se significativamente com o aumento da idade
(acima dos 40 anos) ou seja, em mulheres menopausadas.
Na coleta citolégica de mulheres mais velhas, (18) relatam
que uma 6tima amostra ,de uma mulher em pés-menopau-
sa, pode ndo apresentar células endocervicais por causa
das alteracoes fisiolégicas normais, e nao por uma técnica
inadequada.

Os médicos ultimamente determinam o que é uma “amos-
tra adequada” para uma determinada paciente, baseados
em informacodes integrantes da histéria clinica, inspecao vi-
sual da cérvix e relato da citopatologia (18).

Seguimos as definicdes e critérios do Sistema Bethesda pa-
ra a interpretacao da adequabilidade das amostras:

“...Quatro elementos constituem a adequacao da amostra
para a deteccao de anormalidades do cérvix uterino: (a)
identificacdo da amostra e da paciente, (b) informacdao cli-
nica aplicavel, (c) interpretacdo técnica e, (d) composicao
celular e amostra da zona de transformacao” (18).

CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que a inci-
déncia de infeccao por HPV foi maior em populagées de
adolescentes em comparacao as outras faixas etdrias.

Ha& uma estreita relacdo entre a infeccao por HPV e aos ha-
bitos de vida.

Fator de risco para a aquisicao de infeccao por HPV envol-
ve, principalmente a falta de informacdo em relacao a sua
prevencao.

Conclui-se, que a falta de uma educacao sexual e uma
visao liberal da sexualidade acarreta conseqiiéncias em
Satude Publica, portanto, a importadncia de prevencao de
cancer de colo uterino ndo é s6 importante para a popu-
lacdo de mulheres adultas, mas também nas adolescentes
sexualmente ativas.

Com relacao a representabilidade das amostras, o Sistema
Bethesda aponta critérios de interpretacao e de avaliacao
de servicos.

A amostra do canal cervical melhora o desempenho do
exame citolégico para o diagndstico da lesdo intra-epiteli-
al escamosa de baixo grau e, portanto, € mandatdria no
rastreamento do cancer de colo uterino e seus precursores.
Observou-se um alto indice de laminas sem a represen-
tacdo das células da Juncao Escamo-Colunar (JEC), o que
provavelmente comprometeu o diagnéstico do efeito cito-
pético pelo Papiloma Virus Humano (HPV).
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autor e ano ou o n° na referéncia.

Na bibliografia - a relacdo das referéncias deve ser numerada
e colocada em ordem alfabética dos sobrenomes dos autores, e seguir o
disposto para artigos ou livros:

a) artigos - sobrenome do autor (ou autores), seguido das inici-
ais; titulo do trabalho; titulo do peridédico (abreviaturas de acordo com o
World Scientific Periodicals); volume (sublinhado) e nimero do volume,
se houver; nimero da pagina inicial, nimero da pdgina final, ano.

b) livros - sobrenome do autor (ou autores ou editor responsa-
vel), seguido das iniciais; titulo do livro; edigao, tradugao (se for o caso);
local de publicagao, editora, ano. Numero de paginas, se um volume, ou
namero de volumes, se mais. No caso de consulta de paginas particula-
res, entao cita-las.

- Ilustracées: deverao ser citadas no texto como "Fig.", nume-
radas e vir acompanhadas de legendas explicativas. Os desenhos, grafi-
cos, férmulas, equagoes, mapas e diagramas poderdao ser feitos com nan-
quim preta, em papel vegetal e elaboradas de modo a poderem ser re-
duzidas a 1/2 ou 1/3 do tamanho original, sem perda de nitidez ou legi-
bilidade. Para as curvas é conveniente indicar os pontos por meio de cir-
culos, tridangulos, etc., afim de que, na redugdo nao fiquem menores que
um milimetro. O computador também poderé ser utilizado para esses
itens, devendo serem acompanhado de provas impressas e respectivo
disquete com o programa utilizado.

- Fotografias: deverao ser apresentadas em envelope a parte: se-
rem nitidas e de bom contraste, feitas em papel brilhante e trazer no verso
o nome do autor, titulo do artigo e niimero com que irao figurar no texto.

- Quadros e tabelas: deverao ser numeradas em ardbico e apre-
sentadas datilografadas, desenhadas em papel vegetal ou feitas em com-
putador, acompanhadas de provas impressas e disquete com o programa
utilizado. Cabecgalhos e legendas devem ser suficientemente claros e
compreensiveis, sem necessidade de consultas ao texto. Sdo permitidas
notas explicativas de rodapé indicadas por asteriscos, mas nao descrigoes
das experiéncias. Seguir o quanto possivel, as normas do Instituto Brasi-
leiro de Geografia e Estatistica. Nenhuma casa, em quadros ou tabelas,
devera ficar vazia; a auséncia de dados sera representada por:

- quando o fendmeno nao existe;

0; 0,0 quando o fendémeno existe, ndo atingindo o seu valor, po-
rém, o adotado no quadro;

... quando o dado nao foi apurado, ndo implicando, porém, afir-
mar ou nao a existéncia do fenémeno.

Quando o fendémeno for mensuravel, devera ser expresso de ma-
neira a somente figurarem os algarismos significativos.

DA PUBLICACAO
1. A publicagao de artigos na Revista esta condicionada a aprovacao de
pelo menos dois pareceres de membros do Conselho de Redacao.
2. Os originais, os disquetes de trabalhos aceitos para publicagao nao
serao devolvidos aos autores.
3. No caso de haver mais de um autor, devera ser expressamente indi-
cado o responsavel pela publicacdo. Na auséncia dessa informacao,
o primeiro sera considerado o responsavel.
4. Os trabalhos em lingua estrangeira serao submetidos a um revisor
competente (pelo que serd cobrada uma taxa dos autores) e devolvidos
se a redacao for inadequada.
5. Para correspondéncia ou contatos posteriores, os autores responsaveis
devem fornecer os seus enderecos, telefone, fax ou E-mail (quando houver).
6. A reproducao dos trabalhos publicados na Revista sera permitida
quando citada a origem da publicacao:

REVISTA BRASILEIRA DE ANALISES CLINICAS

Rua Vicente Licinio, 99 -Tel.: 0XX(21)2187-0800 - Fax:
0XX(21)2187-0805 - Rio de Janeiro - RJ - 20270-902
Home page: HYPERLINK http://www.sbac.org.br
www.sbac.org.br - e-mail: HYPERLINK
mailto:geral@sbac.org.br teac@sbac.org.br

RBAGC, vol. 39(2), 2007

159



KTitqu de Especialista em Analises Clinicas

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

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

Condicdes para inscricao no Concurso do TEAC:

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

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

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

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

4. Pagar taxa de inscrig&o do concurso.

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

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

As Disciplinas:

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

- Bioquimica Clinica;

- Hematologia Clinica;

- Imunologia Clinica;

- Microbiologia Clinica;

- Parasitologia Clinica.

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

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

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

\\\Citologia Esfoliativa.

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

As Provas:

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

Obs: a avaliagdo em Citologia pela SBCC, serd Prova Escrita, Prética 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 Ultima renovacao do Titulo de Especialista
o profissional tera que comprovar que continua exercendo a profissdo e
que se atualizou nos (ltimos cinco anos, enviando os documentos que
somem 2.000 pontos de acordo com o Capitulo lll - Da Avaliago, Artigo
8°, do Regulamento do TEAC.

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

Proximo Concurso do TEAC:

Informamos, que o 67° Concurso para Outorga do TEAC — Titulo de
Especialista em Andlises Clinicas, seré 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 inscrigéo 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 inscricdes.

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

Lembramos que a ficha de inscrigdo 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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