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Edirorial

Prezados colegas,

sta edicdo da RBAC tem para todos nos que compomos a Sociedade Brasileira de Andlises

Clinicas um significado bem especial. Ela marca o 40° aniversdrio de fundacdo da SBAC.

A RBAC tem um significado bem especial exatamente por priorizarmos o lado cientifico e,
embora o mercado queira nos transformar, essa nossa esséncia ndo vai mudar nunca.
Somos uma sociedade cientifica por natureza filosdfica e nos ultimos 40 anos temos nos dedicado
integralmente para que essa nossa vontade, de fazer e levar ciéncia a todos os rincoes deste nosso
imenso Brasil, ndo seja em vdo e nem desaparega.
Nossa preocupacdo sempre € possibilitar que o menor laboratorio existente no nosso pais seja tao
bom tecnicamente quanto o maior.
E, neste sentido, a RBAC cumpre um papel relevante.
E ela quem acaba por ser a grande companheira de estudantes da graduacdo, de mestres e doutores
na hora de se atualizar em muitos lugares pelo Brasil e quando um de nos, assessores da SBAC, vamos
as universidades e vemos a RBAC nas bibliotecas, sobre as mesas, sentimos, sim, uma grande satis-
facdo: a de que estamos realizando um grandioso e nobre trabalho em prol da satide de nosso pars.
E esta edicao também tem outro cardter comemorativo. A Revista Brasileira de Andlises Clinicas,
RBAC, foi classificada pela comissdo de avaliacdo do Programa Qualis, da Capes, na categoria
Internacional A, como periodico com fator de impacto igual ou superior a mediana da drea de far-
mdcia, tendo como referéncia base para a classificacdo dos periodicos de circulacdo internacional o
JCR (Journal Citation Reports).
A RBAC, também, mantém a classificacdo Qualis Nacional B em Medicina 1 , Medicina II ,
Multidisciplinar e Satide Coletiva, por estar indexada no LILACS e ser editada por sociedades cien-
tificas nacionais representativas da drea, no caso a SBAC.
Isto significa que os artigos publicados nesta Revista sdo vdlidos como requisitos de publicacdo dos
programas de Mestrado e Doutorado, dentro e fora do pais.
Por tiltimo, estamos a 11 meses do maior congresso mundial da drea laboratorial, o 20° Worldlab IFCC
2008 que serd realizado em Fortaleza (CE), no periodo de 28/09 a 02/10/2008. Estamos trabalhando
arduamente. Em paralelo com ele, estaremos realizando o 35° Congresso Brasileiro de Andlises
Clinicas e o 8° Congresso Brasileiro de Citologia Clinica. Todos cuidados com muito zelo e carinho.
E para que vocé, assinante e leitor da RBAC, tenha jd uma nogdo do que teremos pela frente, esta-
mos publicando nas ultimas pdginas deste exemplar a grade cientifica preliminar do evento. Vale a
pena conferir.

Por tudo isso, deleite-se e aproveite a “nossa” revista cientifica.
Um abracgo,

Ulisses Tuma,
Presidente da SBAC
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Doenca Hipertensiva Especifica da Gestacao (DHEG),
incidéncia a evolucao para a Sindrome de HELLP*

Specific Hypertensive illness of Gestation (DHEG), incidence to the evolution for the Syndrome of HELLP*

Janaina Angonesi’ & Angelita Polato?

RESUMO - Introducao: A Doenca Hipertensiva Especifica da Gestacao (DHEG) é o disttrbio mais comum na gestacao. Esta patologia
caracteriza-se por hipertensao acompanhada de proteindria e/ou edema, sendo estes chamados de triade da DHEG. Classifica-se a
DHEG em duas formas basicas: pré-eclampsia (forma nao convulsiva marcado pelo inicio da hipertensao aguda ap6s a vigésima se-
mana de gestacao) e eclampsia, que é um disturbio hipertensivo gestacional que se caracteriza pelos episédios convulsivos conse-
qientes a efeitos cerebrais profundos da pré-eclampsia. A Sindrome de HELLP é uma grave complicacao da gestacao caracterizada
por: (H) hemolise, (EL) enzimas hepaticas elevadas e (LP) baixa contagem de plaquetas. Aproximadamente 2% das mulheres com a
sindrome de HELLP e 8% dos bebés morrem em decorréncia da sindrome.

Metodologia e Resultados: Foi realizada uma revisao nos prontuarios de pacientes gestantes e parturientes com diagnostico (DHEG), com
o intuito de verificar a incidéncia a Sindrome de HELLP (SH).O estudo foi realizado em 154 prontudrios de pacientes portadoras de DHEG,
onde, destes, 13 (8,44%) tiveram o diagndstico de SH, esta de acordo com a literatura, que diz que a incidéncia da SH varia de 2 a 12%.

PALAVRAS-CHAVE - Doenca hipertensiva especifica da gestacao (DHEG), sindrome de HELLP, eclampsia, pré-eclampsia. Y,

~

incidence of the SH varies of 2 12%.

/" SUMMARY - Introduction: Specific the hypertensive Illness of Gestation (DHEG) is the riot most common in the gestation. This pax
thology characterizes for followed hypertension of proteinuria and/or edema, being these calls of triad of the DHEG. It is classified
DHEG in two basic forms: eclampsia daily pay (not convulsive form marked by the beginning of the acute hypertension after the twen-
tieth week of gestation) and ecldmpsia that is a gestational hypertensive riot that if characterizes for the consequent convulsive epi-
sodes deep the cerebral effect of the daily pay-eclampsia. The Syndrome of HELLP is a serious complication of the gestation charac-
terized for: (h) hemélise, (EL) high hepaticas enzymes e (LP) low counting of plaquetas. Approximately 2% of the women with the
syndrome of HELLP and 8% of the babies die in result of the syndrome.

Methodology and Results: A revision in handbooks of gestates and parturient patients with diagnosis was carried through (DHEG),
with intention to verify the incidence to the Syndrome of HELLP (SH). The study it was carried through in 154 handbooks of carrying
patients of DHEG, where, of these, 13 (8.44%) had had the SH diagnosis, it is in accordance with the literature, that that says the

\KEYWORDS - specific hypertensive Illness of the gestation (DHEG), syndrome of HELLP, eclampsia, pay-eclampsia. J

INTRODUGAO

Os distirbios hipertensivos sdo as complicacoes médi-
cas de maior relevancia durante o periodo gravidico-
puerperal. O termo "hipertensao na gravidez" é usualmen-
te utilizado para descrever desde pacientes com discreta
elevacao dos niveis pressoéricos, até hipertensao grave com
disfuncao de varios érgaos. As manifestagdes clinicas, em-
bora possam ser similares, podem ser decorrentes de cau-
sas diferentes®.

Na identificacao das formas de manifestacao da hiper-
tensdo arterial na gravidez é fundamental diferenciar a hi-
pertensao que antecede a gravidez daquela que é con-
dicao especifica da mesma. Na primeira, a elevacdao da
pressao arterial é o aspecto fisiopatolégico bésico da do-
enca, a segunda é resultado da mé adaptacdao do organis-
mo materno a gravidez, sendo a hipertensao apenas um de
seus achados. O impacto dessas duas condicoes, sobre mae
e feto, é bem diferente, assim como seu controle.

A Doenca Hipertensiva Especifica da Gestacao (DHEG) é
o distirbio mais comum na gestacao. O diagnéstico da
DHEG se faz por volta da 24* (vigésima quarta) semana de
gestacao®.

Esta patologia caracteriza-se por hipertensao acompanha-
da de proteintria e/ou edema, sendo estes chamados de
triade da DHEG . Classifica-se a DHEG em duas formas
bésicas: pré-eclampsia (forma nao convulsiva marcado pe-
lo inicio da hipertensdo aguda apés a vigésima semana de
gestacao)>*®9 131 e eclampsia, que é um distirbio hiperten-

sivo gestacional que se caracteriza pelos epis6dios convul-
sivos conseqiientes a efeitos cerebrais profundos da pré-
eclémpsia 2,3,8,10,13,14.

A eclampsia é responsdvel por uma parcela significativa
dos casos de mortalidade materna e perinatal sendo fre-
giientemente associada a complicagoes de 6rgéos vitais co-
mo SNC, o figado e os rins. Apesar de submetida a exten-
siva investigacdo nos ultimos anos, a fisiopatologia da
eclampsia continua matéria puramente especulativa, sen-
do sua etiologia desconhecida*.

As complicacoes da DHEG afetam muitos sistemas organi-
cos, como os sistemas cardiovasculares, renal, hematolégi-
co, neurolégico, hepético e uteroplacentdrio; tais como:
descolamento da placenta, prematuridade, retardo do cres-
cimento intra-uterino, morte materno-fetal, oliguria, crise
hipertensiva, edema pulmonar, edema cerebral, tromboci-
topenia, hemorragia, acidente vascular cerebral, cegueira,
intolerancia fetal ao trabalho de parto e a Sindrome de
HELLP".

A Sindrome de HELLP é uma grave complicacao da ges-
tacdo caracterizada por: (H) hemolise, (EL) enzimas hepa-
ticas elevadas e (LP) baixa contagem de plaque-
tas'4o780121416 - Algumas gestantes desenvolvem somente
uma ou duas dessas caracteristicas da sindrome de HELLP.
Esse quadro é denominado de SH parcial.

As manifestacoes clinicas podem ser imprecisas, sendo co-
muns queixas como: dor epigastrica, mal estar geral, ndu-
seas, vomitos, cefaléia, dor na parte superior do abdémen,
e até sintomas semelhantes a uma sindrome viral inespeci-

Recebido em 18/09/2006
Aprovado em 24/05/2007
*Trabalho realizado no Hospital Universitario de Maringa (HUM), no Servigo de Prontuario do Paciente.
'Aluna de P6s Graduagao do Centro Universitario de Maringa (CESUMAR); 2Doutora em Ciéncias Biolégicas — Hospital Universitario de Maringad (HUM)
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fica®* " . Dado que a maioria desses sintomas é comum
em gestacoes normais e se assemelha aos sintomas de ou-
tras doencas, a SH é dificil de diagnosticar. O diagnostico
precoce é, iminentemente, laboratorial e deve ser pesqui-
sado de maneira sistematica nas mulheres com pré-
eclampsia/eclampsia e/ou dor no quadrante superior direi-
to do abdomem™.

Embora a causa da HELLP ainda nao seja completamente
entendida, a sindrome pode levar a insuficiéncia cardiaca
e pulmonar, hemorragia interna, hematoma hepatico, insu-
ficiéncia renal aguda, acidente vascular cerebral, eclamp-
sia e outras complicagdes graves que podem levar a morte
materna. Ela também pode levar a placenta a se descolar
prematuramente da parede uterina, o que pode resultar
em morte fetal. Outras complica¢des sérias para o feto in-
cluem crescimento uterino restrito e sindrome da angustia
respiratoria. Aproximadamente 2% das mulheres com a
sindrome de HELLP e 8% dos bebés morrem em decorrén-
cia da sindrome®°.

MATERIAIS E METODOS

Este é um trabalho de levantamento de dados de prontué-
rios, onde se propoe avaliar todas as pacientes gestantes e
parturientes que tiveram diagnéstico da doenca hiperten-
siva especifica da gestacao (DHEG), com o intuito de veri-
ficar a incidéncia a Sindrome de HELLP (SH), no periodo
entre 1° de janeiro de 2004 a 31 de maio de 2006, no Hos-
pital Universitario de Maringad (HUM).

O estudo foi realizado em 162 prontudrios de pacientes
portadoras de DHEG. Os dados foram obtidos por meio de
um roteiro elaborado com questoes referentes a patologia
em questao.

Dentre as caracteristicas relacionadas as pacientes hiper-
tensas, avaliou-se: idade; cor e niveis presséricos. Bem co-
mo exames laboratoriais, dentre eles: desidrogenase latica
(LDH); transaminase oxalacética (TGO); transaminase pi-
ravica (TGP); plaquetas; hematdcrito (Ht); hemoglobina
(Hb) e proteintria de 24 horas, assim como alguns sinto-
mas e queixas das pacientes. Todas as informacoes regis-
tradas foram provenientes da revisao da histéria clinica e
exames realizados pelas pacientes durante a internacao
hospitalar (anotados no prontudrio).

RESULTADOS

O estudo constituiu da andlise de 162 prontudrios de ges-
tacoes complicadas pelas sindromes hipertensivas.

Destes 162 prontudrios, 8 nao foram analisados pela ausén-
cia ou precariedade de informacgoes. Desta forma, traba-
lhou-se com o universo de 154 prontudrios.

Dos 154 casos diagnosticados com DHEG, 13 casos (8,44 %),
foram diagnosticados com sindrome de HELLP (fig. 1).

8.,44%

91,56%

WDHEG M S. HELLP

Figura 1: casos diagnosticados com Sindrome de HELLP
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TABELA |
Exames laboratoriais alterados encontrados nos casos
diagnosticados com Sindrome de HELLP.

Enzimas LDH 100%
hepaticas | TGO 100%
elevadas TGP 61,5%
Plaquetas 100%
Hematacrito (Ht) 92,3%
Hemoglobina (Hb) 92,3%

A tabela 1 mostra o perfil dos exames laboratoriais altera-
dos na sindrome de HELLP.

A faixa etéria das pacientes com S. HELLP variou de 15 a
42 anos, todas de raca branca.

Constatou-se também que 4 pacientes (30,76 %) foram sub-
metidas a transfusao de plaquetas; uma das 13 pacientes
(7,7%) teve gestacao gemelar e, 1 6bito fetal.

Dentre as queixas mais comumente relatadas entre as pa-
cientes estdo: dor na regidao lombar, cefaléia, dor e descon-
forto abdominal, dor no baixo ventre, vomito, sonoléncia,
turvacao visual.

DISCUSSAO

Dos 154 casos analisados, 13 casos (8,44%) tiveram o diagnostico
de Sindrome de HELLP, e estd de acordo com a literatura, que diz
que a incidéncia da SH varia de 2 a 12%°".

A sindrome de HELLP caracteriza-se por anemia hemoliti-
ca, alteracao hepética e trombocitopenia®.

A anemia hemolitica microangiopética é o marco da SH. E
atribuida a deformidade e destruicdo das hemacias na mi-
crocirculacao, secundarias ao dano endotelial, com subse-
quiente vasoespasmos e deposicao de fibrina nas paredes
vasculares®", que também conduzem a ativacdo, agregacao
e ao maior consumo das plaquetas (plaquetopenia)®®*,

A lesao hepética que classifica a sindrome é a necrose pa-
renquimatosa ou periportal. E improvéavel que a lesdo he-
péatica na SH seja apenas decorrente de constricao da arté-
ria hepdtica. Existe também diminuicdo no fluxo sangtiineo
portal. Estas alteracoes podem ser responsaveis pela ele-
vacdo das enzimas hepdticas®*.

A idade das pacientes variou de 15 a 42 anos, e quanto a
questao racial, houve 100% de pacientes da cor branca, es-
tando de acordo com a literatura, onde relata que, embora
qualquer gestante possa contrair a SH, algumas correm
maior risco, incluindo aquelas que sao brancas®®!,primi-
gestas jovens/ adolescentes, e com idade superior a 35, 40
anos**101t18 e gestacao multipla®® .

Em relacao as queixas relatadas pelas pacientes diagnosti-
cadas com a sindrome, estao de acordo com a literatura on-
de afirma que, cerca de 90% das pacientes referem dor na
parte superior direita do abdomen, cefaléia, vomito, sono-
léncia®® "', entre outras.

O diagnéstico da SH é baseado em dados laboratoriais: he-
moélise (anemia); enzimas hepaéticas elevadas (TGO, TGP e
LDH) e baixa contagem de plaquetas®®.

Segundo PERACOLI", a literatura diverge em relacao aos va-
lores dos parametros que definem a sindrome, e também nao
existe consenso quanto ao diagnoéstico da sindrome de HELLP
parcial, o que pode ser observado através deste trabalho. Nao
foi registrado nenhum 6bito materno, e um 6bito fetal (7,7 %).
Segundo a literatura, a mortalidade materna varia de 3,4% a
24,2% e a mortalidade perinatal, de 8% a 60%°®".
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Prevaléncia de anticorpos igG e igM anti-Toxoplasma
gondii em gestantes atendidas nas unidades basicas
de saude do municipio de Londrina — Parana, no
periodo de 2003 e 2004*

Prevalence of antibodies igG and igM anti-Toxoplasma gondii in pregnant woman assisted in the
unidades basicas de saude of Londrina — Parana, in the period of 2003 and 2004

Olga Nishimura Mandai; Fabiana Maria Ruiz Lopes & Regina Mitsuka-Bregano

/RESUMO - O objetivo deste trabalho foi conhecer a soroprevaléncia da toxoplasmose em gestantes atendidas nas Unidades Basicas
de Saude de Londrina — Parand, UBS, e fornecer dados que possam contribuir na formulacao de politicas de satide materno-infantil.
Foi realizado um estudo retrospectivo dos resultados de testes sorolégicos para Toxoplasma gondii (IgG e IgM) em 5861 gestantes, no
periodo entre janeiro de 2003 e dezembro de 2004. Foram excluidas 22 gestantes com resultados indeterminados. Das 5.839 gestan-
tes que restaram, 56,6% eram IgG reagentes (IC 95%: 55,3 — 57,8%), destas, 1,7% foram, também, IgM positivas. Houve diferenca es-
tatisticamente significativa (p<0,005) em relacao a procedéncia das gestantes: 68,9% da zona rural eram positivas, contra 55,7% da
zona urbana (OR= 1,80; IC 95%: 1,36-2,39). A soroprevaléncia aumentou com a faixa etaria e foi estatisticamente significativa (p <
0,001) nas faixas de 12 a 30 anos e de 31 a 50 anos (OR= 0,69; IC 95%: 0,61-0,79). Esses resultados demonstram a elevada prevalén-
cia da toxoplasmose em gestantes de Londrina e medidas de controle devem ser adotadas para diminuir a incidéncia e complicacoes

dessa infeccao.
PALAVRAS-CHAVE - Toxoplasmose, Prevaléncia, Gestantes.

/

\KEYWORDS - Toxoplasmosis, Prevalence, Pregnant.

/" SUMMARY - The aim of this work was to know the seraprevalence of toxoplasmosis in pregnant women assisted in the Unidades Bd-
sicas de Saude of Londrina - Parand, besides supplying data that can contribute to the formulation of politcs of maternal-infantile he-
alth. A retrospective study of the results of Toxoplasma gondii (IgG and IgM) tests was accomplished in 5.861 pregnant woman, bet-
ween january of 2003 and december of 2004. Presenting uncertain results of 22 pregnant were excluded. Of the 5.839 pregnant remai-
ned, 56.6% were IgG-positive (95% CI: 55.3 - 57.8%), and, of these 1.7% were also IgM-positive. There was statistically significant
difference (p <0.005) in relation to the pregnant origin: 68.9% of the rural area was positive, against 55.2% of the urban area (OR 1.8;
95% CI; 1.36-2.39). The seraprevalence increased with the age group and it was statistically significant (p <0.001) among the groups
from 12 to 30 years and from 31 to 50 years (OR 0.69; 95% CI: 0.61-0.79). These results demonstrate the high prevalence of toxoplas-
mosis in the Londrina, and control measure should be adopted in order to reduce the incidence and complications of that infection.

/

INTRODUCAO

Apesar da elevada freqiiéncia de infec¢oes inaparentes,
a toxoplasmose pode desencadear uma doenca sisté-
mica severa como ocorre na forma congénita, na qual a
mae ao infectar-se pela primeira vez durante a gestacao
pode apresentar uma parasitemia temporaria com lesoes
focais desenvolvidas ainda na placenta, podendo infectar o
feto (DUBEY, 1977). O parasito atinge o concepto via trans-
placentédria causando danos de diferentes gravidades, de-
pendendo da viruléncia da cepa do parasito, da capacida-
de da resposta imune da mae e do periodo gestacional em
que a mulher se encontra, e pode resultar em morte fetal
ou em graves sintomas clinicos (SPALDING et al., 2003).
Embora a gravidade da doenca, no feto, seja inversamente
proporcional a idade gestacional, ou seja, no inicio da ges-
tacdo as lesdes sao mais graves; a taxa da transmissao ver-
tical é diretamente proporcional a idade gestacional a qual
a mae se encontra quando adquire a primoinfeccao, vari-
ando de 6% no inicio da gestagdo a 80% no ultimo més (PI-
NARD; LESLIE; IRVINE, 2003).

A prevaléncia de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii
apresenta variacoes regionais, devido a diferencas climati-
cas e, sobretudo, culturais da populacao (COUTO et al.,
2003). A prevaléncia da toxoplasmose, em gestantes, no Bra-
sil € muito varidvel. Souza et al. (2002) encontraram, em
Santarém - Pard, uma prevaléncia de IgG anti-Toxoplasma
gondii de 82,9%; Spalding et al. (2003) encontraram uma

prevaléncia, no Noroeste do Rio Grande do Sul, de 74,5%;
Nascimento et al. (2002), na Bahia, de 64,9% e em Londrina
— Parand, Reiche et al. (2000), encontraram uma prevaléncia
de 67% em gestantes atendidas no Hospital Universitario.

O diagnéstico precoce e o tratamento antiparasitario ade-
quado da gestante demonstraram ser capazes de reduzir a
taxa de transmissao para o feto e a gravidade das sequelas
nos casos em que a infeccao intra-uterina ja ocorreu (HOHL-
FELD et al., 1989; FOULON; NAESSENS; DERDE, 1994).

Conhecer as caracteristicas epidemioldgicas da infeccao em
humanos e animais em cada ecossistema € fator determi-
nante para a conduta com as gestantes que contribuirao pa-
ra a implantacao de medidas de prevencao, diminuindo os
fatores de risco através da educacao em satude, e de proto-
colos de acompanhamento das gestantes, a fim de diminuir
a incidéncia e as seqiielas da toxoplasmose congénita. As-
sim sendo, este trabalho teve como objetivo conhecer a so-
roprevaléncia da toxoplasmose em gestantes atendidas nas
Unidades Bésicas de Saude (UBS) do municipio de Londri-
na — PR, e que realizaram exame no Laboratério Municipal
(Centrolab), além de fornecer dados que possam contribuir
para a formulacéo de politicas de saide materno-infantil.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo retrospectivo dos resultados dos
testes sorolégicos para toxoplasmose em 5.861 gestantes
atendidas nas UBS entre janeiro de 2003 e dezembro de
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2004 e que realizaram o exame no Centrolab. O levanta-
mento foi realizado através de dados contidos no sistema
Hygia de informética da rede Municipal de Satde.
Amostras de soro das gestantes foram testadas utilizando o
método Imunoensaio Enzimadatico de Microparticulas -
MEIA (AxSYM, Abbott Laboratories) para a determinacao
quantitativa de anticorpos IgM e IgG anti-Toxoplasma gon-
dii; foram considerados apenas os resultados obtidos nos
exames realizados no primeiro atendimento pré-natal.

A analise estatistica, dos resultados, foi realizada no pro-
grama Epi-Info 6.04 (CDC-Atlanta) (DEAN et al., 1994) pa-
ra o célculo da razdo de chances (OR) e significancia, de-
terminada através do teste do qui-quadrado.

RESULTADOS

Foram encontradas 5.861 gestantes no sistema Hygia, des-
tas foram excluidas da andlise 22 gestantes que apresen-
taram resultados indeterminados. Das 5.839 gestantes res-
tantes, 3.304 (56,6%) foram IgG reagentes (IC 95%: 55,3 -
58,5%), sendo que, destas 97 (1,7%) foram também IgM
reagentes (Figura 1).

A informacédo sobre a procedéncia, zona urbana ou zona
rural, pode ser obtida de 5.251 gestantes (89,9%), que co-
lheram amostras de soro nas UBS de origem. As 588 res-
tantes colheram amostras diretamente no Centrolab, por-
tanto, nao foi registrado o local de origem. Foram conside-
radas zona rural, as UBS localizadas nos 13 distritos rurais
pertencentes ao Municipio de Londrina. Houve diferenca
estatisticamente significativa (p<0,001), onde 68,9% das
gestantes da zona rural foram reagentes, contra 55,7% das
gestantes da zona urbana (OR =1,80; IC =95%: 1,36 - 2,39)
(Figura 2, Tabela 1).

A soroprevaléncia aumentou com a faixa etéria e foi estati-
camente significativa (P<0,001) entre 12 a 30 anos e 31 a 50
anos (OR =0,69; IC =95%: 0,61 - 0,79) (Figura 3, Tabela 1).

[H1gG e IgM nZo reagentes
O1gG reagente e IgM nao reagente
W IgG e IgM reagentes

1,7%

43,4%

54,9%

FIGURA 1. Prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em
gestantes atendidas nas Unidades Basicas de Saude, no periodo
de 2003 e 2004, no municipio de Londrina - PR.
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FIGURA 2. Prevaléncia de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gon-
dii em gestantes atendidas nas Unidades Basicas de Salde, se-
gundo a procedéncia, no periodo de 2003 e 2004, no municipio
de Londrina - PR.
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FIGURA 3. Prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em
gestantes atendidas nas Unidades Basicas de Saude, segundo a fai-
xa etaria, no periodo de 2003 e 2004, no municipio de Londrina - PR.

TABELA |
Ocorréncia de soropositividade para toxoplasmose em
gestantes atendidas nas Unidades Basicas de Saude
conforme a faixa etaria e a procedéncia, no periodo de
2003 e 2004, no municipio de Londrina - PR.

Variaveis Reagentes (%)  N&o reagentes (%) OR (IC 95%) Valor de p Total

Procedéncia

Zona rural 173 (68,9%) 78 (31,1%) 1,80 <0,001 251
Zonaurbana  2.784 (55,7%) 2.216 (44,3%) (1,36-2,39) 5.000
Indeterminada 588
Total 5.839
Faixa etéria
12 - 30 anos 2.545 (54,8%) 2.101 (45,2%) 0,69 4.646
<0,001
31 - 50 anos 759 (63,6%) 434 (36,4%) (0,61-0,79) 1.193
Total 5.839

DISCUSSAO E CONCLUSAO

A prevaléncia de 56,6% (IC 95% 55,3 — 58,5), encontrada
neste trabalho, demonstra que a toxoplasmose é muito co-
mum em Londrina — PR. Resultado semelhante foi encon-
trado por Navarro et al. (1998) na regiao Norte do estado
do Paran4, de anticorpos IgG anti-Toxoplasma foi de 55,7 %
das gestantes examinadas, sendo que destas, seis (4,3%)
apresentaram titulo maior ou igual a 1:1024, indicando
uma possivel infeccao aguda.

Reiche et al. (2000) encontraram uma prevaléncia de
67,0% de IgG e 1,8% de IgM, esta aparente diferenca po-
de ser devida a origem das gestantes pesquisadas, pois es-
tas eram as atendidas no Hospital Universitario da Univer-
sidade Estadual de Londrina - PR, que é referéncia no mu-
nicipio para o tratamento da toxoplasmose em gestante.
Os resultados encontrados neste trabalho assemelham-se
ao encontrado em Campinas, Estado de Sao Paulo, por
Stella (2004), que analisando 2.199 gestantes, encontrou a
soroprevaléncia de IgG em 56,1%; 2,5% de IgM e 2,2% de
sorologia duvidosa. Entretanto, indices superiores de IgG
anti-Toxoplasma gondii foram encontrados por Souza et al.
(2002), em Santarém - Para, de 82,9%; Spalding et al.
(2003), no Noroeste do Rio Grande do Sul, de 74,5% e
Nascimento et al. (2002), na Bahia, de 64,9%.

A soroprevaléncia aumentou com a faixa etaria e foi esta-
tisticamente significativa entre as faixas de 12 a 30 anos e
de 31 a 50 anos. Isto demonstra que esta infeccao é adqui-
rida ao longo da vida e que a prevaléncia de anticorpos es-
pecificos (IgG) para T. gondii é diretamente proporcional a
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faixa etdria. Spalding et al. (2005) também demonstraram,
em gestantes, que taxas de soropositividade aumentaram
significativamente com a idade, de 55,6% a 100%.

Com relacdo a procedéncia, este estudo demonstrou dife-
renca estatisticamente significativa entre as gestantes da
zona rural e urbana. A prevaléncia maior na zona rural su-
gere que os fatores de risco de infecgao devem ser maiores,
porém estudos posteriores devem ser realizados para a de-
terminacao desses fatores. Este resultado se assemelha ao
encontrado por Spalding et al. (2005), na regiao noroeste
do Rio Grande do Sul, onde a prevaléncia também foi mai-
or na regiao rural (78%) que na urbana (71,3%). Os auto-
res associam este fato a maior exposicao das gestantes da
zona rural ao Toxoplasma gondii, devido as suas atividades
relacionadas a terra, portanto com maior exposicao aos 0o-
cistos. Outros fatores também sao mencionados como: au-
séncia de abastecimento ptblico de dgua, de coleta de lixo
e ainda o consumo de embutidos caseiros.

Outros relatos na literatura demonstram que a toxoplasmo-
se pode chegar a ser o dobro nas populacoes rurais em re-
lacao a urbana (HALL; RYAN; BUXTON, 2001) e muito di-
ferente em populacoes de diversas racas e costumes den-
tro de uma mesma comunidade (PEREZ, 1992).

Neste trabalho, foram pesquisadas as gestantes atendidas
nas UBS, assim sendo, estes resultados nao podem ser ex-
trapolados para a populacao em geral, uma vez que nao fo-
ram avaliadas as gestantes que fazem pré-natal nos ser-
vicos particulares.

As gestantes soronegativas corresponderam 43,4%, sendo
estas as de maior risco de adquirir a infeccao e passar pa-
ra o feto. Um indice consideravelmente alto e que requer
medidas de monitoramento sorolégico ao longo da ges-
tacao, ja que a toxoplasmose, na mae, é na maioria das ve-
zes assintomadtica, além de um programa de prevencao da
infeccao baseado na educacao em satde.

No Brasil, nao existe um protocolo de acompanhamento so-
rolégico em gestantes, como foi demonstrado por Mozzatto
e Procianoy (2003), em um estudo sobre incidéncia da toxo-
plasmose congénita no Sul do Brasil; em um estudo pros-
pectivo, realizado em Passo Fundo — RS, em 1.250 gestan-
tes, constataram que em relacao ao pré-natal, 58% das ges-
tantes realizaram cinco ou mais consultas, 1.001 realizaram
pelo menos uma sorologia para toxoplasmose, destas, 498
fizeram mais de um teste, 187 nao fizeram nenhum teste e
62 nao souberam informar. Apenas 38,9% realizaram soro-
logia para toxoplasmose no 1° trimestre da gestacao. A inci-
déncia foi determinada em 8:10.000 nascidos vivos.

Em alguns paises como Franca e Austria, a pesquisa soro-
légica mensal em gestantes soronegativas € obrigatéria.
Tal procedimento reduziu a incidéncia da toxoplasmose fe-
tal de 40% para 7% (SPALDING et al., 2003).

Dados sobre a prevaléncia e a incidéncia da toxoplasmose
congénita e a determinacao dos fatores de risco envolvidos
na transmissdo sdo imprescindiveis para estabelecer medi-
das de controle e prevencao. A elaboracdo de um progra-
ma de controle da toxoplasmose congénita, com implan-
tacao de um protocolo de monitoramento das gestantes nas
unidades basicas de satide, educacdo em saude, tratamen-
to precoce e adequado e acompanhamento da crianca apés
o nascimento, sdo medidas que irdo diminuir a incidéncia
e complicacoes dessa grave infeccao.
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KTitqu de Especialista em Analises Clinicas

0 TEAG - Titulo de Especialista em Analises Clinicas, € um docu-
mento outorgado pela SBAC - Sociedade Brasileira de Analises
Clinicas, no qual somente os profissionais que exercem as
Analises Clinicas, e que sejam legalmente habilitados para
assumirem a responsabilidade técnica por Laboratdrios Clinicos,
de acordo com a legislacao federal vigente no pais, é 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 inscricdo no Concurso do TEAC:

1. Os candidatos habilitados a prestarem o Concurso sdo: Farmacéutico-
bioquimico, Médico e Biomédico.

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

3. Preencher ficha de inscriéo, 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 inscri¢do do concurso.

5. Para os inscritos no Congresso Brasileiro de Andlises Clinicas,
haveré desconto de 50% na taxa de inscrigéo 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, é 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 terd que se inscrever no Concurso para obtengdo do
TECC - Titulo de Especialista em Citologia Clinica, pela SBCC —
Sociedade Brasileira de Citologia Clinica, sendo aprovado recebera o
certificado pela SBCC.

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

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

\\\Citologia Esfoliativa.

~

6 — Os portadores do Titulo de Especialista em Andlises 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 avaliagéio em Citologia pela SBCC, serd Prova Escrita, Prética e Avaliagéo 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
documentagdo comprobatdria de exercicio profissional e atualizagéo de
conhecimentos.

Validade do TEAC:

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

0 Portador do TEAC que, na 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 0 68° Concurso para Outorga do TEAC — Titulo de
Especialista em Analises Clinicas, esta previsto para ser realizado em
27/09/2008 de 08 as 12h (Prova Escrita/Slide) e 13:30 as 18h (Prova
Oral), durante 0 20° Congresso Internacional de Bioquimica Clinica e
Medicina Laboratorial, 35° Congresso Brasileiro de Andlises Clinicas e
8° Congresso Brasileiro de Citologia Clinica, em FORTALEZA - CE.

A taxa de inscricdo para o Concurso do TEAC e TECC é no valor R$
198,00 (cada). Para os inscritos no 20° CIBCML, 35° CBAC e 8° CBCC,
havera desconto de 50% nas inscrigGes.

0 prazo de recebimento das fichas de inscrigdo para o Concurso do
TEAC sera até o dia 06/09/2008, (data de postagem).

Lembramos que a ficha de inscricdo e 0 pagamento da taxa para o
68° Concurso do TEAC, deverdo ser enviados para a SBAC-Nacional, Rua
Vicente Licinio, 99 - Tijuca — 20270.902 — RIO DE JANEIRO - RJ .

Para o candidato que deseje se preparar para o TEAC 2008, a SBAC
disponibiliza aos interessados: o Programa TEAC 2005 e o Regulamento
TEAC 2005.

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 /
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Analise do polimorfismo de comprimento de fragmen-
to de restricao para Mspl no intron 6 do TP53 em
pacientes com cancer do colo do utero*

Analysis of the TP53 intron 6 Mspl restriction fragment length polymorphism in cervical
carcinoma patients*
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RESUMO - Polimorfismos do gene da proteina supressora de tumor p53 (TP53) tém sido estudados como possiveis fatores de risco pax
ra o desenvolvimento de diferentes tipos de cancer. O objetivo deste estudo foi verificar se o polimorfismo de comprimento de frag-
mento de restricdo para Mspl no intron 6 do TP53 (nucleotideo 13494) poderia influenciar no desenvolvimento do cancer do colo do
utero na populacao do Rio Grande do Norte. Os resultados obtidos sugerem que o alelo A1 do Mspl (auséncia do sitio de restricao)
nao estd associado a uma maior susceptibilidade ao cancer do colo do Gtero na populacao estudada.

PALAVRAS-CHAVE - polimorfismo do gene da p53, cancer do colo do ttero, polimorfismo do sitio de restricao para MsplI no intron

6 do TP53.
- /

/SUMMARY - TP53 polymorphisms have been studied as possible risk factors to development of different kinds of cancer. The pur-
pose of this study was to verify whether intron 6 Mspl restriction fragment length polymorphism (nt 13494) could be influenced cer-
vical cancer development in a population from Rio Grande do Norte. Results suggest that Mspl A1 allele (absence of restricton site)

is not associated with cervical cancer susceptibility in the studied population.
KEYWORDS - p53 gene polymorphism; cervical cancer; intron 6 Mspl restriction site polymorphism of TP53.

/

INTRODUGAO

cancer de colo do utero representa a terceira neoplasia

mais freqiiente entre as mulheres no Brasil, sendo a
quarta causa de morte por cancer nas mesmas (INCA, 2006).
Apesar de diversos fatores ambientais, imunolégicos e gené-
ticos do hospedeiro serem referidos como fatores de risco pa-
ra o desenvolvimento do cancer cervical, o unico fator forte-
mente associado é a infeccdo persistente pelos papilomavi-
rus humanos (HPV) do grupo de alto risco (Bosch,2002).
Os HPVs codificam oncoproteinas virais que interferem na
regulacao do ciclo celular do hospedeiro. Em particular, as
proteinas E6 e E7 originadas dos HPVs de alto risco sdao ca-
pazes de inativar e promover a degradacao dos produtos
dos genes supressores tumorais TP53 e RB, respectivamen-
te (zur Hausen, 2002). Assim, a inativacdo da proteina p53
pela oncoproteina E6 do HPV de alto risco é um dos princi-
pais eventos associados ao desenvolvimento da carcinogé-
nese cervical (Mantovani& Banks, 1999; zur Hausen, 2002).
A p53 desempenha diversas fun¢oes nos processos celula-
res, tais como, regulacao do ciclo celular, reparo a danos no
DNA, inducéao da apoptose e promocao da transcricao gé-
nica (revisado em Vousden & Lu, 2002). A perda de fungao
da p53 por mutacoes e/ou delecao génicas do TP53 é uma
das mais freqlientes alteracoes observadas em tumores hu-
manos principalmente em tumores invasivos (Olivier et al.,
2002). No céancer do colo do utero, as mutacbes e/ou de-
lecoes do TP53 sdo raramente observadas, mas a p53 é de-
gradada por acao da oncoproteina viral EG6.
Polimorfismo de DNA é, por convencao, a existéncia de
mais de uma variante para um lécus que podem ser encon-
tradas na populacdo com uma freqiiéncia maior do que
1%. Dois seres humanos escolhidos ao acaso diferem em
cerca de 3 milhoes de nucleotidios. A maioria destes poli-

morfismos é neutra ou quase neutra, mas uma fragcao des-
tes sdo funcionais e sdo responsaveis pelas diferencas fe-
notipicas observadas entre os individuos, inclusive na sus-
cetibilidade a doencas (Bamshad et al., 2004). Os polimor-
fismos funcionais presentes em genes supressores de tu-
mor, como o TP53, podem influenciar na suscetibilidade in-
dividual ao desenvolvimento de diversos tipos de canceres.
Trés polimorfismos do TP53 foram estudados em diferentes
paises, observando-se variacdes nas freqliéncias alélicas
destes polimorfismos entre diferentes populacoes e etnias:
a duplicacao de 16 pb no intron 3, o polimorfismo do c6don
72 (nucleotidio 12139), que podera codificar prolina (CCC)
ou arginina (CGC) e o nucleotidio 13494 (G ou A) no intron
6, gerando um sitio de restricdo para a enzima Mspl ou
nao (Sjalander et al., 1995a e 1996; Gaspar et al., 2001; Mi-
tra et al., 2005). Estes polimorfismos também tém sido es-
tudados como fatores de risco para o desenvolvimento de
diferentes tipos de cancer com resultados contraditérios
(Wu et al., 2002; Sjalander et al., 1995b).

Estudos sugerem que as variantes alélicas dos polimorfis-
mos da duplicacdao de 16pb no intron 3 e do nucleotidio
13494 no intron 6 sao funcionalmente diferentes embora
localizados em regides intrénicas. Wu et al. (2002) observa-
ram uma capacidade reduzida de reparo do DNA e de
apoptose em estudos in vitro com linhagens de células que
possuiam o alelo com a duplicacdo de 16 pb no intron 3
e/ou para o polimorfismo do sitio de restricao da enzima
Mspl no intron 6 no TP53. Quando ambos as variantes do
TP53 estavam presentes na mesma célula, estas funcoes
decaiam ainda mais.

A influéncia do polimorfismo para o sitio de restricao da
enzima Mspl no intron 6 do TP53 no cancer do colo do ute-
ro foi investigado, até o momento, apenas por Mitra et al.
(2005) em pacientes da India, onde nao foram observadas
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diferencas significativas na distribuicao deste polimorfismo
entre os grupos com cancer e saudavel.

O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia do poli-
morfismo do sitio de restricdo Mspl no intron 6 do TP53 no
desenvolvimento do cancer do colo do utero em pacientes
do Rio Grande do Norte.

MATERIAL E METODOS

Foi analisado um total de 100 amostras de sangue periféri-
co de doadoras voluntéarias saudaveis da populacao do Rio
Grande do Norte e 78 amostras de tumor do colo do tutero
de pacientes submetidas a conizacao ou histerectomia no
hospital Dr. Luiz Antonio, Natal-RN. As mulheres foram
classificadas em euro-descendentes quando apresentavam
apenas ascendentes de origem européia e afro-miscigena-
das quando tinham ascendentes africanos (um ou ambos os
pais, avés ou bisavoés). Este estudo é parte do projeto “Es-
tudo do gene da p53 em amostras de cancer do colo do ute-
ro do estado do Rio Grande do Norte", aprovado pelo “Co-
mité de Etica em Pesquisa da UFRN".

O DNA das amostras de sangue periférico foi extraido con-
forme Salazar et al. (1998). Para a genotipagem, as amos-
tras foram submetidas a uma reacao de polimerase em ca-
deia (PCR) utilizando-se os iniciadores C (5" TAT-
GAGCCGCCTGAGGTCTGG 3') e D (5" TACAGGCAT-
GAGCCACTGCGC 3'), conforme Sjalander et al. (1995a),
que permitem amplificar um fragmento de 240 pb conten-
do o sitio polimérfico para a enzima Mspl. As seguintes
condi¢oes foram seguidas para a realizacao da PCR: 2,5 pL.
da suspensao de DNA gendmico foram adicionados em um
volume final de 25 pL, contendo: 0,5 U de Taq DNA poli-
merase (Invitrogen, Brasil), 10 mM Tris HC], pH 8,0, 50 mM
KCl,, 1,5 mM MgCl,, 0,1 mM dNTP, 0,25 ntM de cada inici-
ador (C e D). Foram realizados 35 ciclos de PCR onde a
temperatura de anelamento diminuiu de 71°C até 67°C
(0,5°C por ciclo), precedidas por um passo de desnaturacao
inicial a 94°C/5min e seguidas de um passo de extensao fi-
nal a 72°C/5 min. oito pL. do produto da reacao de PCR fo-
ram, entdo, submetidos a digestdo com 15 U da enzima de
restricao Msp I durante a noite a 37°C. Os produtos da di-
gestdo enzimatica foram submetidos a uma eletroforese em
gel de poliacrilamida 8% em tampao TBE (Sambrook et al.,
1992) e posteriormente corados pela prata segundo San-
guinetti et al. (1994).

A analise estatistica foi realizada através do teste do x* de
Pearson e do teste exato de Fisher (quando o nimero de in-
dividuos esperados para uma determinada classe era infe-
rior a 5), utilizando-se o programa PEPI (Gahlinger &
Abramson, 1995). Foram considerados estatisticamente
significantes os valores de p < 0,05.

RESULTADOS

As freqiiéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo
estudado do TP53 nas amostras de pacientes com cancer
do colo do utero e grupo de mulheres saudaveis, de acordo
com a etnia, sao apresentadas na Tabela-1. Em todos os
grupos, as frequéncias genotipicas obtidas estdao de acordo
com o esperado para o equilibrio de Hardy-Weinberg.
Exemplos dos resultados obtidos apds PCR, digestao e ele-
troforese sao mostrados na Figura 1.

Para o grupo de mulheres saudaveis, nao foram observa-
das diferencas estatisticas nas frequiiéncias alélicas e geno-
tipicas entre as etnias (Tabela-1). Apesar das diferencas
significativas observadas nas freqiiéncias alélicas e genoti-
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picas entre os dois grupos étnicos no grupo das pacientes
com cancer, ndo foram observadas diferencas nas freqién-
cias alélicas quando compararam-se cada grupo étnico das
pacientes com cancer com o respectivo grupo étnico de
mulheres saudaveis (p de Fisher=0,636 para euro-descen-
dentes e 0,081 para afro-miscigenadas).

Também, nédo foram observadas diferencas significativas
entre as freqiiéncias genotipicas das afro-miscigenadas ou
euro-descendentes, em relacao aos respectivos grupos ét-
nicos do grupo de mulheres saudaveis (p de Fisher=0,196 e
0, 926, respectivamente).

DISCUSSAO

Neste estudo analisou-se a influéncia do polimorfismo do
sitio de restricdo para a enzima MspI no intron 6 do TP53
no cancer do colo do ttero. Os resultados obtidos sugerem
que o alelo A1l (auséncia do sitio de restricao) nao estd as-
sociado a uma maior suscetibilidade ao cancer do colo do
utero e que as diferencas observadas no grupo com cancer
sejam devido ao tamanho da amostra analisada. Outro fa-
tor que pode ter influenciado nos resultados € a dificulda-
de de classificagao étnica adequada devido a miscigenacao
da populacao, ja que sao relatadas diferencas nas freqién-
cias alélicas deste polimorfismo entre etnias. Estudos adici-
onais com amostras maiores em diferentes populacoes e
analisando em conjunto com outros polimorfismos funcio-
nais presentes no gene TP53 poderao ajudar a esclarecer
esta questao.

TABELA |
Freqiiéncias genotipicas e alélicas para os polimorfismos
do gene TP53 estudados nas amostras de pacientes com
cancer do colo do utero e controle de acordo com a etnia.

Geno6tipo(%) Freq

Etnia N P(GN/A 1) H-W

AR AA; [AA, | A

Euro-descendentes 28 | 7,1 25,0 |67,9 [0,196 0,822

Cancer** | Afro-miscigenadas 50 | 0,0 [10,0 | 90,0 |0,050 |0,017*/0,005* 1,000

Total 78 | 2,6 | 154 | 82,0 |0,103 0,872

Euro-descendentes 54 55 | 22,2 |72,3 | 0,166 0,780

Saudavel | Afro-miscigenadas 46 | 2,2 19,6 | 78,2 | 0,119 | 0,687/0,346 1,000

Total 100 | 4,0 | 21,0 | 75,0 | 0,145 0,7850

N= Numero de individuos; P (Gn:Al) = Significancia das diferencas nas freqiiéncias genotipicas (Gn) (teste
exato de Fisher) e alélicas (Al) (X2) ; H-W (P) = Significancia das diferengas entre as freqiiéncias genotipicas
observadas e as esperadas, segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg (teste exato de Fisher); A1=auséncia do
sitio de restricao* Estatisticamente significante**

Figura-1. Gel de poliacrilamida corado pela prata mostrando os
trés genotipos possiveis para o polimorfismo do sitio de restricao
para a enzima Msp |. Amostra 5, homozigoto para a auséncia do
sitio de restricao Mspl. Amostra 4, Heterozigoto para o sitio de
restricao Mspl. Amostras de 1-3 e 6-9, homozigotos para a pre-
senca do sitio de restricao Mspl
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Deteccao do genoma de HPV em pacientes com carci-
noma espino-celular da laringe: Comparacao entre os
ensaios de PCR convencional e em tempo real

Detection of HPV genome in patients with squamous cell carcinoma of the larynx: Comparison
between conventional and real time PCR assays

Cunha DMC’; Silva AMTC? Curado MP®; da Silva CC* & da Cruz AD*

/RESUMO - A interacao do genoma do HPV com o genoma da célula hospedeira ou de proteinas virais com proteinas celulares neces-\

PALAVRAS-CHAVE - HPV, PCR e PCR em tempo real

sarias ao controle do ciclo celular desencadeia a morte celular ou age como fator de iniciacao e progressao de processos malignos. Di-
versos trabalhos tém sido desenvolvidos no sentido de associar a infeccao de HPV aos canceres de cabeca e pescoco. O objetivo do
presente estudo foi comparar a deteccao do genoma de HPV em pacientes com CEC da laringe, considerando os ensaios de PCR con-
vencional e em tempo real. O grupo amostral foi constituido de 15 pacientes do Registro de Cancer de Base Populacional da ACCG.
Das pecas cirurgicas, foi obtido DNA total, usado na investigacao molecular, para deteccao do genoma de HPV, utilizando os primers
genéricos GP05/06, que detectam todos os tipos de HPV. O genoma de HPV foi amplificado em 30% dos casos por PCR convencional
e no ensaio de PCR em tempo real apresentaram amplificacao em 46,7 % das amostras, evidenciando uma diferenca em 40%. Os es-
tudos de associacao entre o HPV e os canceres da laringe sao importantes no sentido de ampliar o conhecimento acerca dos mecanis-
mos de infeccao, iniciacao e promocao tumoral potencializada por estes virus.

/

infection on laryngeal carcinomas.
KEYWORDS - HPV, PCR and Real Time PCR

/" SUMMARY - The random integration of HPV DNA into the cell genome causes the interaction of viral proteins with cell cycling prox
teins, which will eventually lead to apoptosis or to initiation or progressions of carcinomas. Several studies have been designed to in-
vestigate the potential association of HPV infection and tumorigenesis of the head and neck. The objective of the current study was
to compare the sensitivity of detection of HPV DNA using total DNA of SCC of the larynx trough classical and real-time PCR essays.
The study group was comprised of 15 patients who agreed to voluntarily participate in this study. Total DNA was extracted from tu-
mor tissue samples and PCR was carried out using GP05/06 primer set. HPV genome detection was observed in 30% (5/15) and 46.7%
(7/15) of samples amplified with classical and real-time PCR, respectively. The results of this study indicated that real-time PCR is 40%
more sensitive to detect HPV genome in total human DNA than classical PCR essay. Thus, real-time PCR strategy is a powerful tool
to detect HPV genome integrated into host cells and, consequently, could be use to further our knowledge regarding the role of HPV

/

INTRODUCAO

Os HPVs sao pertencentes a familia Papillomaviridae,
género Papilomavirus (Santos et al., 2002). Sdo virus
nao-envelopados, simétricos, apresentando 72 capsoémeros
e um genoma de DNA de fita dupla circular, medindo
aproximadamente 8000pb (Souto et al., 2005). A infeccao
viral promove modifica¢des bioquimicas e moleculares em
seus hospedeiros, necessarias para o desenvolvimento e
reproducao viral, alterando significativamente a populacao
dos hospedeiros ou a populacgao de células por eles parasi-
tadas, através da interagao do genoma viral com o genoma
da célula hospedeira ou de proteinas virais com proteinas
celulares necessarias ao controle do ciclo celular, como as
proteinas supressoras de tumor pRb e p53, desencadeando
a morte celular ou agindo como um fator de iniciacao e
progressao de processos malignos (Silva et al., 2003).

Alguns tipos de papilomavirus humano (HPV), nos tltimos
anos, tém sido responsabilizados pelo desenvolvimento de
malignidade nas regioes que comumente infectam, com-
preendendo, na mulher, o perineo, vulva, vagina, colo do
utero e regido anal (Einstein & Goldberg, 2002) e, no ho-

mem, pénis, uretra, saco escrotal e regido anal (Almadori et
al., 2002). Além da regidao geniturinaria, o HPV também
pode ser encontrado nas células epiteliais das vias aéreas
superiores e o seu papel na oncogénese dos tumores da ca-
beca e pescoco tem sido freqiientemente investigado
(Einstein & Goldberg, 2002). Neste sentido, diversos auto-
res evidenciam uma correlacao positiva do parasitismo
provocado pelo HPV com tumores benignos como papilo-
mas, verrugas comuns e condilomas (Garcia-Garranca &
Garriglio, 1993) e malignos, sobretudo nas células da re-
giao cervical (Bibbo & Filho, 1998). Lin e colaboradores
(1998) realizaram estudos de tipagem de HPVs associando
alguns tipos virais com canceres de cabeca e pescoco.

A carcinogénese é um processo de multiplas etapas que en-
volvem mudancas genéticas e epigenéticas, culminando na
ativacao de proto-oncogeneses e/ou inativacao dos genes
supressores de tumor, que modifica o fenétipo celular. Uma
célula maligna se difere de uma célula normal principal-
mente pela sua independéncia no controle do ciclo celular.
O HPV pode transformar e imortalizar as células hospedei-
ras, iniciando assim um processo maligno. Os produtos dos
genes E6 e E7 sao importantes para a transformacao e
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imortalizacao celular. A proteina E6 tem uma grande afini-
dade pelo DNA e é encontrada tanto no nicleo como na
membrana plasmaética. A proteina E7 é uma fosfoproteina
encontrada no citoplasma e, provavelmente, no ntucleo
(Garcia-Carrancéa & Gariglio, 1993). Os produtos dos genes
supressores de tumores presentes nas células como as pro-
teinas pRb e p53 sdo alvo da acao dos produtos dos genes
dos virais. Em geral, a atividade da proteina pRb € inibida
pela proteina viral E7, enquanto que, a proteina p53 é de-
gradada subseqiientemente a ligagao com a proteina E6. A
perda das fungoes de ambas as proteinas celulares respon-
saveis pela supressao tumoral contribui para a progressao
de tumores (Vousden, 1993).

O gene RB1 é um supressor de tumor (GST) localizado no
braco longo do cromossomo 13 (13q14), que tem como pro-
duto a proteina celular pRb, de aproximadamente 105 kDa.
A proteina pRb tem a funcao de inibir a progressao do ci-
clo celular, pois é capaz de seqiiestrar o fator de transcricao
E2F e impedi-lo de promover a transcricao de genes neces-
sarios para a replicacdo do DNA na fase S. A associagao da
proteina pRb com a proteina viral E7 causard uma pertur-
bacao no controle normal do ciclo celular, resultando em
um estimulo positivo para a proliferacao das células infec-
tadas (Sandal, 2002).

O gene p53 é também considerado como GST, estd locali-
zado no braco curto do cromossomo 17 (17p13), cujo pro-
duto é a proteina p53. Esse gene apresenta 11 éxons, entre
os quais o primeiro deles nao é codificante. A proteina p53
é constituida de 393 aminodcidos na sua extensao, apre-
sentando quatro regides com funcoes distintas, chamadas
dominios da proteina. Uma vez ativada a proteina p53 é ca-
paz de reprimir a progressao celular e sinaliza para a apop-
tose. A proteina p53 uma vez ativada por fosforilacao ou
acetilacao da extremidade C-terminal passa a se ligar de
maneira especifica ao DNA, agindo como um fator de
transcricao através da ligacdo em seqiiéncias especificas,
promovendo a transativacao downstream de genes alvos.
Para desempenhar tal funcao as proteinas p53 se associam
entre si formando tetrameros, que sdo complexos protéicos
resultantes da associacdao de quatro mondémeros. Apds o
evento de tetramerizacao a proteina passa a ser capaz de
impedir a proliferacao celular ou induzir a morte da célula
por apoptose. Nesse sentido, a proteina p53 é responsavel
por monitorar danos ocorridos nas moléculas de DNA. Des-
ta forma, o ciclo celular é impedido de prosseguir até que
o dano no DNA seja restaurado.

A proteina E6 do papiloma virus humano de alto risco on-
cogénico se associa a proteina p53, que é responsavel pela
regulacao da passagem da fase G1 para S e da fase G2 pa-
ra M, no ciclo celular. A proteina E6 recruta a proteina ce-
lular E6AP, que funciona como uma ubiquitina-ligase para
o complexo tetramérico contendo p53. Este recrutamento
resulta na ubiquitinacao de p53 seguido de sua rédpida de-
gradacao (Stubenrauch & Laimins, 1999). Sem a proteina
p53 a célula perde a capacidade de perceber e reparar pos-
siveis danos no DNA, assim, a divisdo celular passa a ocor-
rer sem reparo. Consequentemente, aumenta-se a fre-
qliiéncia das mutacoes, dos rearranjos cromossémicos, das
aneuploidias. O acimulo de eventos mutacionais é a causa
subjacente ao desenvolvimento de um fenétipo neoplédsico
e, assim, provavelmente, resultam no cancer (Vogel & Mo-
tulsky, 2000; Griffiths et al.,1998; Vousden, 1993).

O objetivo deste estudo foi comparar a eficiéncia da deteccao
do genoma de HPV pela reacao em cadeia da polimerase
(PCR) convencional com a PCR em tempo real, em biopsia de
laringe de pacientes com carcinoma espino-celular (CEC).
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MATERIAL E METODOS

GRUPO AMOSTRAL

O grupo amostral foi constituido de 15 pacientes recém di-
agnosticados com carcinoma da laringe. Os casos foram
obtidos do Registro de Cancer de Base Populacional de
Goiania/GO da Associacao de Combate ao Cancer em Goi-
as. Todos os pacientes considerados foram diagnosticados
como carcinomas da laringe (CID-O: C32). A participacao
foi de carater voluntario e no ato da coleta da amostra, os
pacientes foram submetidos a uma entrevista e preenche-
ram um questiondrio sobre hédbitos de vida para determinar
possiveis associacoes entre habitos e os carcinomas larin-
geos. As amostras biologicas dos tumores foram separadas
na ocasiao de realizacao de bidpsias e/ou cirurgias. Apés a
retirada cirdargica, as bioépsias foram transportadas em ca-
mara fria, com temperatura média de 10°C, armazenadas
sem conservantes e fixadores em criotubos e acondiciona-
das a — 20°C até o momento do uso.

EXTRACAO E PURIFICACAO DO DNA

Para a extracao de DNA, 10-20mg de cada biépsia foram
maceradas previamente em nitrogénio liquido. Posterior-
mente, o tecido macerado foi submetido a extracdo do
DNA com o kit de purificacao do DNA gen6émico Wizard®
(Promega Corporation, EUA), seguindo-se as instru¢oes do
fabricante.

PCR CONVENCIONAL

Todas as amostras foram submetidas a uma primeira PCR
com os primers genéricos GP05/06 para deteccao do geno-
ma de qualquer HPV. Em seqguida, fez-se uma segunda PCR
com os mesmos primers, utilizando o produto da PCR ante-
rior. Assim, as amostras s6 foram consideradas negativas
para o HPV apés serem submetidas a duas PCRs, com pos-
terior repeticao das reacoes para confirmacao do resultado.
Um conjunto de primers, que amplifica a regiao D8S135 de
8pl1, foi utilizado como controle interno da reacao. A se-
quéncia de todos os primers e o tamanho esperado dos frag-
mentos amplificados encontram-se na Tabela 1.

O protocolo de termociclagem para a amplificacao do ge-
noma de HPV esta descrito na Tabela 2.

ANALISE DOS FRAGMENTOS DE PCR

Para a andlise dos produtos de PCR, o DNA foi submetido
a eletroforese em campo elétrico constante de 8V/cm em
gel de poliacrilamida 6% em TBE 1x. Para a visualizacao
do DNA amplificado, o gel foi corado em banho de solucao
de brometo de etidio (5ng/mL) e as imagens foram captu-
radas e reveladas pelo sistema de video documentacao
ImageMasterVDS® (Amersham Pharmacia Biotech, EUA).

PCR EM TEMPO REAL

As reagoes de PCR em tempo real foram realizadas no apa-
relho Rotor-Gene® (Corbertt Research, Australia) que mos-
trou resultados similares quando repetidos. Para cada teste,
foram utilizados 0,5ul. de DNA, 12,5ul. SYBR Green PCR
Master Mix® (Invitrogen,USA), 1,0ul. de cada um dos pri-
mers conforme indicado na Tabela 1 e 10,0ul de 4gua para
completar o volume final de 25,0uL. As condicoes de ampli-
ficacao foram as mesmas conforme indicadas na Tabela 3.
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TABELA |
Seqliéncias consenso dos primers utilizados e o tamanho
esperado do fragmento amplificado.

Tipos s* Sequéncias 5’> 3’ Fragmento (pb)
F GGG AGG CTTTATAATTATTTAGC
D8S 135 100
R CTG GGC AAC AGAGTG GGA C
GP05 F TTITGTTACT GTG GTA GAT ACTAC
170
GP06 R GAAAA ATAA ACTGTAAATCATATTC

*S: Sentido — F: Forward (Direto) e R: Reverse (Reverso).

TABELA 11
Protocolo da termociclagem para o ensaio de PCR con-
vencional para a amplificacdo do genoma de HPV a partir
de DNA total extraido das células de CEC da laringe.

Passos Temperatura (°C) Tempo (min)

Desnaturag&o inicial 95 5

§ Desnaturag@o 95 1
g Anelamento 57 1
8 Extenséo 72 1
’8" Desnaturag@o 95 1
g Anelamento 50 1
8 Extenséao 72 1
Extenséo final 72 5
Conservagao 4 ©

TABELA Il

Protocolo da termociclagem para o ensaio de PCR em
tempo real para a amplificacao do genoma de HPV a par-
tir de DNA total extraido das células de CEC da laringe.

Passos Temperatura (°C) Tempo (min)
Desnaturagéo inicial 95 10
§ Desnaturagé@o 94 1
s
2 Anelamento 40 1
© Extens&o 72 1
Conservagao 4 o
TABELA IV

Resultados da amplificagcdo das amostras de DNA extrai-
do de pacientes com CEC da laringe.

RESULTADOS

Foram observadas a amplificacado de DNA humano
(D8S135) em todas as reacoes. Na PCR convencional, os
primers GP05/GP06 foram amplificados em 30% dos casos
(6/15), evidenciando a presenca do genoma de HPV nas
células de CEC da laringe. Quando estes mesmos primers
foram utilizados no ensaio de PCR em tempo real, apresen-
taram amplificacao em 46,7% (7/15) das amostras, eviden-
ciando uma diferenca em 40% dos casos. A Tabela 4 apre-
senta os resultados observados neste estudo.

DISCUSSAO

Estudos recentes demonstram que a utilizacao da reacao
em cadeia da polimerase em tempo real com primers con-
senso € mais eficiente para identificar o genoma de HPV
quando comparada com o ensaio de PCR convencional. O
ensaio PCR em tempo real tem sido muito utilizado em ava-
liacao retrospectiva, na tentativa de detectar a presenca de
genomas virais. Adicionalmente, PCR em tempo real € uma
ferramenta muito util na quantificacdo da carga viral e da
genotipagem de HPV, assim como de outros tipos virais.

O aumento na freqiiéncia de deteccao da presenca do ge-
noma viral nas amostras de pacientes com CEC na laringe
por PCR em tempo real sugere que devemos ter uma
atencao especial nos resultados obtidos pelo método con-
vencional. Durante anos o ensaio utilizando PCR convenci-
onal vem sendo largamente utilizado nos laboratérios para
diagnéstico em diversas rotinas laboratoriais. Apesar de
ser confidavel, os ensaios que utilizam PCR convencional
podem nao ser completamente satisfatérios. Por outro lado,
os testes utilizando novas metodologias devem ser inseri-
dos na rotina laboratorial de maneira consciente e funda-
mentados. E necessario aumentar investimentos em infra-
estrutura e na aquisicao de novos equipamentos, treina-
mento pessoal e compreensao pelos clinicos da utilizacao
de novas metodologias.
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Primers
P‘;‘;f;ﬁfe oS 135 GP05/G P06
PCR convencional PCR em tempo real

085-209 +

085-213 + +
085-261 +

085-417 + + +
085-429 +

085-438 + + +
085-434 +

085-476 + +
085-491 +

085-597 +

085-600 +

085-657 + + +
085-659 + + +
085 -660 +

085-743 + + +
085-200 +

085-200 +

Tota | (%) 30 (5/15) 46,7 (7/15)

+: Amplificagdo
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Analise da pratica e atitude sobre o exame preventivo
de cancer de colo de utero em uma comunidade
universitaria*

Analyses of practice and behaviors about the pap semear of feminine university population

Deisimara Racho’ & Vera Regina Andrade Vargas®

/RESUMO - O cancer de colo de utero € a segunda causa de cancer em mulheres no mundo. O exame de Papanicolaou é o método de\
deteccdo aplicado em programas de rastreamento, e tem contribuido para diminuir as taxas de incidéncia e mortalidade por este tipo
de cancer. No entanto, existem alguns problemas nos programas que envolvem a equipe de saude e as atitudes e praticas das mulhe-
res. O objetivo deste estudo foi avaliar a adequacao das atitudes e praticas de mulheres sobre o exame preventivo de cancer de colo
de tutero. A amostra foi composta por 272 mulheres que eram professoras, alunas e funciondrias, maiores de 18 anos que freqtenta-
vam uma universidade regional e que concordaram em participar do estudo. Os dados foram coletados por meio de um questionario
anonimo individual. Foi observado que a maioria tinha idade de 20-29 anos, 12-16 anos de escolaridade, era solteira e nao tinha fi-
lhos. 15,80% tinham idades de 18 e 19 anos, sendo que destas, a maioria mostrou praticas e atitudes inadequadas. As mulheres com
mais de 16 anos de escolaridade mostraram atitudes e praticas mais adequadas. As mulheres casadas mostraram melhor adequacao
nas atitudes e praticas. As mulheres com 1-3 filhos tiveram atitudes e praticas adequadas. A maioria ja realizou o exame, com perio-
do de 1-3 anos, mostrando adequacao nas praticas. Entre os motivos para a realizacao do exame, a procura espontanea foi de 45,58%,
consideradas com atitude adequada. A maioria das mulheres teve atitude adequada em relacao ao conhecimento de seus resultados.
PALAVRAS-CHAVE - Atitudes e préticas; Papanicolaou; cancer cervical. Y,

SUMMARY - The cervical cancer is the second causes as of cancer in women of the world. Pap smear is the method of cervical can-
cer screening program, and had contribute for decrease the incidence and mortality for this cancer. However, there were that pro-
blems in this program were involved the health staff and the attitudes and practices of women. The objective of this study was evalu-
ated the adequacy of the attitudes and practices of women about Pap smear. The sample was composed for 272 women that were te-
acher, student and servant, of 18 years or more from one regional university and that consent into participate of study. The data have
been colleted by of um questionnaire anonym individual. Was observed than the most had age of 20-29 years old, 12-16 years old as
of study, was single and didn't have sons. 15,80% of women had ages of 18 and 19 years old and showed inadequate practices and at-
titudes. The women with 16 years old or more of study showed adequate attitudes and practices. The women married showed the best
adequacy attitudes and practices. The women with 1-3 sons had adequate attitudes and practices. Most already realize Pap smear,
along period of 1-3 years, exhibiting adequacy at the practices. Among the causes for the accomplishment the Pap smear, the demand
spontaneous was of 45, 58%, considered adequate attitude. The major of women had adequate attitude to relation of the knowledge
from their results.

KEYWORDS - Practice and attitudes; Pap smear; cervical cancer.
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INTRODUCAO

Océncer de colo de ttero é o segundo cancer mais fre-
quente em mulheres no mundo. No Brasil, estima-se
que o cancer de colo do utero seja a terceira neoplasia ma-
ligna mais comum entre as mulheres, sendo superado pelo
cancer de pele (ndo-melanoma) e pelo cancer de mama, e
que seja a quarta causa de morte por cancer em mulheres.
Para o ano de 2006, as estimativas da incidéncia de cancer,
no Brasil, apontaram a ocorréncia de 19.260 novos casos de
cancer de colo de utero (CESAR et al., 2003; SANTOS et
al., 2003; ZONTA et al., 2005; SILVEIRA et al., 2005; BRA-
SIL, 2006a; BRASIL, 2006b).

Uma das principais razoes que evidenciam esse panorama,
no Brasil, é resultado de muitos anos em que a realizagao
do exame preventivo ginecolégico ocorreu fora de um pro-
grama estruturado, que estimulasse a procura regular do
exame e garantisse acesso e tratamento dos casos positivos
(MENDES et al., 2004).

Conforme consta em alguns estudos sobre o acesso e utili-
zacao do exame de Papanicolaou, os esforcos crescentes na
tentativa de melhorar a eficiéncia dos programas de pre-
vencéao de cancer de colo de ttero nao diminuiram as taxas
de incidéncia e mortalidade por este tipo de cancer, reve-

lando que essas medidas nao sao suficientes para a efetivi-
dade dos programas. A reducao desses indices depende de
um conjunto de acoes que envolvam principalmente a
equipe de saide e as mulheres. Além disto, outros fatores,
tais como a freqiiéncia, a qualidade da coleta, a anélise di-
agnostica e um bom sistema de acompanhamento das pa-
cientes é muito importante (SILVA et al.,, 2002; PINHO et
al., 2003; BRASIL, 2006a).

A realizacao do exame de Papanicolaou depende da edu-
cacao e de um conjunto de caracteristicas individuais das
mulheres, tais como: a idade, o estado civil, a escolaridade,
a renda mensal, o numero de gestagoes, o uso de métodos
contraceptivos, a auto-percepcao da severidade e suscepti-
bilidade a doenca (PINHO e FRANCA-JUNIOR, 2003).
Com relacdo a educacao das mulheres, essa deve ser vol-
tada para a conscientizacdo de que nado é necessario espe-
rar por sinais da doenca para procurar o servico de satude e
realizar o exame de Papanicolaou, pois essa doenca inicia-
se silenciosamente e sem sintomas definidos. Embora, mu-
itas das lesdes precursoras do cancer de colo uterino desa-
parecam, mesmo sem tratamento, uma significante parce-
la evolui para carcinoma invasor (BRENNA et all., 2001;
HAAS et al., 2003).
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Segundo alguns autores, o medo e a vergonha sao elemen-
tos desfavordveis a realizacao do exame, devido as falsas
crencas perante a doenca, a dor do exame ginecolégico e
ao recebimento de um resultado positivo. Também, hé o te-
mor do julgamento das pessoas ao seu redor, o que pode
decorrer da idéia de que as mulheres s6 procuram consul-
ta ginecolégica quando acometidas por doencas sexual-
mente transmitidas (DSTs) (PINHO e FRANCA-JUNIOR,
2003; CHUBACI e MERIGHI, 2005).

Enfim, sao muitas as dificuldades a serem vencidas para
aumentar a adesao das mulheres a coleta do exame de Pa-
panicolaou. E importante salientar que a assimilacdo da
pratica deste exame passa principalmente pela conscienti-
zacao dos seus beneficios, pela sua eficacia e importancia
pelos préprios gestores e de toda a equipe de saude
(BRENNA et al., 2001; GAMARRA et al., 2005).

Os objetivos deste estudo foram avaliar as atitudes e as pra-
ticas das mulheres sobre o exame preventivo de cancer de
colo de ttero e descrever o perfil das mulheres participantes.

MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi de cunho observacional, transversal e pros-
pectivo, realizada com professoras, alunas e funcionarias
que freqiientavam a Universidade Regional Integrada de
Alto Uruguai e das Missées do municipio de Santo Angelo,
estado do Rio Grande do Sul. Foram incluidas na amostra
as mulheres maiores de 18 anos que aceitaram em partici-
par do estudo. O tamanho da amostra foi calculado com a
seguinte férmula: n = Nz? (1-p) / [d* (N-1) + z*p (1-p)]. On-
de, N = populacao total (2314); z = valor correspondente ao
nivel de confianca ao quadrado (1,96°=3,84); d = precisao
absoluta ao quadrado (0,05*=2,5%); p = proporcao da popu-
lacdo com a caracteristica em estudo (0,2), sendo estimada
uma amostra de 222 mulheres.

Os dados foram coletados de 272 mulheres, por meio de um
questiondrio an6nimo individual, com perguntas fechadas.
Os questionarios foram distribuidos nas salas de aula dos
cursos dos Departamentos de Ciéncias da Saude, de Cién-
cias Bioldgicas, de Ciéncias Sociais Aplicada, de Ciéncias
Humanas, de Engenharias e Ciéncia da Computacao e de
Lingtiistica, Letras e Artes, e entre os funciondrios adminis-
trativos e de servigos gerais. Apos responderem ao questio-
ndrio, as participantes colocaram-no em uma urna.

Para analisar as atitudes e préaticas das mulheres sobre o exa-
me preventivo de cancer de colo de utero foi investigada a
realizacao do exame de Papanicolaou em algum momento da
vida; a freqiiéncia com que o realizam; as razoes para a nao
realizacdo; os motivos que levam a realizacao e o conheci-
mento sobre os seus resultados. Essas informacoes foram
consideradas adequadas ou inadequadas conforme tabela 1.
Para determinar o perfil das mulheres foram questionados a
idade, a escolaridade, o estado civil e o numero de filhos. Pa-
ra a andlise dos dados, foram adotadas as defini¢coes utiliza-
das por Brenna et al. (2001) e Gamarra et al. (2005).
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TABELA |
Definicoes utilizadas para classificagcao das
praticas e atitudes.

Adequado Inadequado

Praticas

- Ja realizou o exame alguma vez - Nunca tinha realizado o exame

na vida - Adata do ultimo exame foi ha mais de
- A data do ultimo exame foi nos trés anos

lltimos trés anos - Realiza 0 exame num periodo

- Realiza o exame acada 1,20u 3 superior a 3 anos

anos
Atitudes

- Nao ter motivos para ndo realizar - Ter apontado motivos (“desculpas”)
0 exame para nao realizar o exame com regular

- Realiza o exame por procura freqiiéncia
espontanea - Realiza o0 exame apenas quando
indicado pelo médico, por queixas

- Retirou todos os resultados ) L
ginecoldgicas ou outros

- Retirou algum ou nenhum resultado

Fonte: Brenna et al. (2001) e Gamarra et al. (2005) modificado.

O projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Regional Integrada
do Alto Uruguai e das Missoes (COBE), nimero do cadas-
tro 116-4/TCH/05 e CAAE 0237.0.232.000-05.

RESULTADOS

A amostra foi constituida por 272 mulheres que eram alu-
nas, professoras e funciondrias da universidade. Destas, a
maioria (58,52%; 160/272) tinha idade de 20-29 anos;
90,07% (245/272) das mulheres participantes da pesquisa
tinham de 12-16 anos de escolaridade; 64,33% (175/272)
eram solteiras e 74,63% (203/272) das mulheres nao ti-
nham filhos (Tabela 2).

TABELA II

Perfil das 272 participantes da pesquisa.
Perfil das Participantes n %
Faixa etaria
18-19 43 15,80
20-29 160 58,82
30-39 42 15,44
>40 27 9,92
Escolaridade
1-8 anos 2 0,73
9-11 anos 7 2,57
12-16 anos 245 90,07
> 16 anos 18 6,61
Estado Civil
Solteira 175 64,33
Casada\unida 85 31,25
Separada\divorciada\vilva 12 4,41
Paridade
0 203 74,63
1-3 66 24,26
Mais 3 3 1,10
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Quando foram analisadas as praticas das mulheres pesqui-
sadas, com relacdo ao exame de Papanicolaou, 69,85%
(190/272) jé realizaram o exame, 66,17% (180/272) realiza-
ram o ultimo exame de 1 a 3 anos, mostrando adequacéo
nas préaticas do exame e, 64,70% (176/272) mostraram uma
freqiiéncia de realizacdo do exame adequada (Tabela 3).
Conforme os dados apresentados na tabela 3 é possivel ve-
rificar que o percentual de participantes com praticas ina-
dequadas é em torno de 30%.
TABELA 11l
Praticas das participantes em relacéao ao
exame de Papanicolaou.

Pratica n (%)

Total Adequada Inadequada
Realizacdo do exame de Papanicolaou
Sim 190 190 (69,85)
Néo 82 82 (30,14)
Total 190 (69,85) 82 (30,14)
Data do ultimo exame
1-3 anos 180 180 (66,17)
A mais de 3 anos atras 6 6 (2,20)
N&o lembra 4 4(1,47)
Nunca realizou o exame 82 82 (30,14)
Total 180 (66,17) 92 (33,82)
Freqiiéncia com que realiza o exame
Nao lembra 9 9 (3,30)
A cada ano 151 151 (55,51)
Acada 2 ou 3 anos 25 25 (9,19)
A cada 5 anos ou mais 4 4 (1,47)
Nao realiza 83 83 (30,51)
Total 272 176 (64,70) 96 (35,299)

Com relacao a atitude, dentre as 272 mulheres que responde-
ram ao questionério, 89 responderam a questdo sobre o motivo
para nao realizarem o exame com mais freqiiéncia, sendo estas
(100%, 89/89) classificadas com atitude inadequada (Tabela 4).
Entre os motivos para a realizacao do exame, a procura es-
pontanea foi respondida por 45,58% (124/272) das mulheres,
sendo estas consideradas com atitude adequada (Tabela 4).
Quanto ao conhecimento das participantes em relacao aos
resultados dos exames de Papanicolaou, foi observado que
66,17% (180/272) das mulheres apresentaram atitudes
adequadas (Tabela 4).

TABELA IV
Perfil das 272 participantes da pesquisa.

Atitude n (%)

Total Adequada Inadequada

Motivos para néo realizar o exame com mais freqiiéncia

Nao sabem 31 31(34,83)
N&o tem tempo 18 18 (20,22)
Vergonha ou medo 10 10 (11,23)
Acha desnecessario 17 17 (19,10)
Tem dificuldade de acesso 13 13 (14,60)
Total 89 89 (100)
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Motivos para a realizacdo do exame

Procura espontanea 124 124 (45,58)

Queixas ginecoldgicas 9 9 (3,30)
Recomendagédo médica 39 39 (14,33)
Nao responderam e outros 100 100 (36,76)
Total 272 124 (45,58) 148 (54,42)
Conhecimento dos resultados dos exames

Todos 180 180 (66,17)

Algum 5 5(1,83)
Nenhum 2 2(0,73)
Né&o responderam 85 85 (31,25)
Total 272 180 (66,17) 92(33,82)

Quando foram analisadas as préticas e as atitudes ao exa-
me de Papanicolaou, conforme o perfil das participantes,
das 43 (15,80%) mulheres pesquisadas com idades de 18 e
19 anos, 76,75% (33/43) e 81,39% (35/43) mostraram prati-
cas e atitudes inadequadas, respectivamente. A maior par-
te das mulheres que estavam na faixa etdria de 20-29 anos
mostraram praticas adequadas e atitudes inadequadas. As
mulheres com mais de 16 anos de escolaridade, casadas e
com 1 a 3 filhos mostraram atitudes e préticas mais ade-
quadas em relacao ao exame de Papanicolaou (Tabela 5).

TABELA V
Pratica e atitude em relacdo ao exame preventivo de céan-
cer de colo de utero conforme o perfil das participantes.

Pratica n (%) Atitude n (%)

Perfil Total Adequada Inadequada Adequada Inadequada

Faixa etaria

18-19 43 10 (23,25) 33 (76,75) 8(18,60) 35 (81,39)

20-29 160 101 59 (36,87) 61(38,12) 99 (61,87)
(63,12)

30-39 42 34 (80,95) 8 (19,04) 24 (57,14) 18 (42,85)

=40 27 26 (96,29) 1(3,70) 17 (62,96) 10 (37,03)

Escolaridade

1-8 2 2 (100) 0 (0) 1(50) 1(50)

9-11 7 4 (57,14) 3 (42,85) 3 (42,85) 4 (57,14)

12-16 245 147 (60) 98 (40) 95 (38,77) 150 (61,22)

>16 18 18 (100) 0 (0) 11 (61,11) 7 (38,38)

Estado civil

Solteira 175 85(48,57) 90 (51,42) 48(27,42) 127 (72,57)

Casada 85 79 (92,94) 6 (7,06) 55 (64,70) 30 (35,29)

Separada 12 7 (58,33) 5 (41,66) 7 (58,33) 5 (41,66)

Paridade

(¢] 203 115 88 (43,34) 68(33,49) 135 (66,51)
(56,65)

1-3 66 54 (81,81) 12(18,18) 41 (62,12) 25 (37,87)

>3 3 2 (66,66) 1(33,33) 0 (0) 3 (100)

DISCUSSAO

Lopes et al, em 1995, pesquisaram sobre o comportamento
da populacao feminina brasileira em relacao ao cancer cér-
vico-uterino. Das mulheres pesquisadas, 62% tinham idade
até 39 anos e 38% tinham idade de 40 anos ou mais. Da
mesma forma, no estudo de Gamarra et al.,, em 2005, com
mulheres argentinas, os pesquisadores observaram que
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37,5% das mulheres tinham idade superior a 40 anos, com
relacdo ao numero de filhos, 9% néao tinham filhos, 35% ti-
nham de 1-3 filhos, 29% tinham 4-6 filhos, e 27% tinham
sete ou mais filhos. Ja no estudo de César et al., em 2003,
onde foram avaliados fatores associados a nao realizacao do
exame citopatolégico de colo uterino no extremo sul do Bra-
sil, cerca de 10% das mulheres possuiam idades entre 15-19
anos, e 24% das mulheres tinham idades entre 40-49 anos.
No estudo de Ferreira e Oliveira, em 2006, que estudaram
o conhecimento e significado da prevencao de cancer de
colo uterino em funciondrias de industrias téxteis, 43,2%
das mulheres tinham idades de 30-40 anos, 55,6% das mu-
lheres tinham de 1-8 anos de escolaridade e 38,3% tinham
de 9-12 anos de escolaridade. Também, podemos citar o es-
tudo de Ramos et al., em 2006, que estudaram o perfil de
mulheres de 40-49 anos quanto a realizacdo do exame de
Papanicolaou, em que 49% das mulheres estudadas tinham
no maximo de 1-8 anos de escolaridade, 1,4% eram analfa-
betas e 19,2% tinham 12-16 anos de escolaridade.

Esta pesquisa, o perfil observado foi de uma populacao
mais jovem onde 74,62% (203/272) estavam na faixa dos
18-29 anos, apenas 0,76% (2/272) tinham apenas de 1-8
anos de escolaridade, e a maioria (90,07%, 245/272) tinha
12-16 anos de escolaridade e por se tratar de uma popu-
lacao feminina de estudantes universitarias, foi observado
que o numero de mulheres que nao tem filhos era de
74,63% (203/272). Esses dados diferem dos demais estudos
acima citados, pelo fato de que a maioria das mulheres es-
tudadas na nossa pesquisa eram estudantes de uma uni-
versidade e ndao mulheres da populacao em geral (LOPES
et al, 1995; CESAR et al., 2003; GAMARRA et al., 2005;
FERREIRA e OLIVEIRA, 2006; RAMOS et al., 2006).

Com relacao a atitudes das participantes ao exame de pa-
panicolaou, foram analisados os motivos para a realizacao
de exames. Dentre os motivos mais relatados, no presente
estudo, a procura espontanea foi relatada por 45,58%
(124/272) das mulheres que ja realizaram o exame, o se-
gundo motivo foi recomendacoes médicas (14,33%), segui-
do de queixas ginecoldgicas (3,30%), estando de acordo
com aos dados de Pinho et al., onde 55,5% das mulheres
relataram como primeiro motivo a procura espontanea, se-
guido de recomendacdes médicas e queixas ginecoldgicas.
Em relacao as razodes pelo qual ndo realizam o exame com
mais freqiiéncia, neste estudo, 32,72% (89/272) das mulhe-
res responderam algum motivo para a nao realizacao do
exame. Destas, 19,10% (17/89) por achar desnecessario e
11,23% por vergonha ou medo, estando em desacordo com
outros estudos da literatura. Isto pode ser explicado pela
diferencas da populacao estudada, uma vez que no nosso
estudo, as mulheres tinham maior escolaridade (BRENNA
et al,, 2001; PINHO et al., 2003; CHUBACI e MERIGH]I,
2005; GAMARRA et al., 2005).

Porém, ainda analisado a atitude sobre o recebimento dos
resultados dos exames, das mulheres pesquisadas neste
estudo, 66,17% (180/272) tiveram atitude adequada. Este
dado é semelhante ao de Lopes et al. (58%) e inferior ao de
Pinho et al. (87%), apesar de ter sido pesquisado em popu-
lacoes diferentes (LOPES et al., 1995; PINHO et al., 2003).
Ao analisarmos a prdtica das mulheres, deste estudo, com
relagdo a realizagdo do exame, 69,85% (190/272) das mu-
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lheres ja realizaram o exame de Papanicolaou alguma vez
na vida, enquanto que 30,14 % (82/272) nunca realizaram o
exame. Das mulheres com idade de 18-19 anos (15,80%,
43/272), 75% (30/43) nunca realizaram o exame preventi-
vo, por nao acharem necessario a realizacao deste exame,
mostrando, com isto, que existe uma visdo erréonea sobre o
periodo para o inicio da realizacdo deste exame preventi-
vo. Estes dados nado estao em conformidade com os dados
do estudo de César et al., porém estao de acordo outros es-
tudos, apesar de ter sido pesquisado em populagoes dife-
rentes (LOPES et al., 1995; CESAR et al., 2003; PINHO et
al., 2003; SANTIAGO e ANDRADE, 2003; FERREIRA e
OLIVEIRA, 2006).

Neste estudo, para 66,17% das mulheres, a prdtica da rea-
lizagdo do ultimo exame de Papanicolaou foi ao periodo de
1-3 anos. Esses dados sao semelhantes ao relatado por Fer-
reira e Oliveira, onde existe uma boa adequacao de prati-
cas das mulheres devido ao incentivo e a oportunidade ofe-
recida pela empresa, de criar um hébito anual para realizar
o exame (FERREIRA e OLIVEIRA, 2006).

Ja neste estudo, 64,70% realizam o exame a cada 1, 2 ou 3
anos, mostrando, assim como no estudo de Lopes et al.,
praticas adequadas na freqiiéncia de realizagdo do exame.
Analisando a prdtica e atitude em relagdo ao exame preven-
tivo de cancer de colo de utero conforme o perfil das partici-
pantes, observou-se no nosso estudo que das 272 mulheres
pesquisadas, 30,14% (82/272) mostraram atitude inadequa-
da, sendo que as mulheres de mais idade mostraram uma
maior adequacao nas atitudes, diferindo do estudo de Bren-
na et al. e de Gamarra et al, porém, estando de acordo com
outros estudos (BRENNA, et al., 2001; AGUILAR-PEREZ et
al., 2003; CESAR et al., 2003; GAMARRA et al., 2005).

No presente estudo, 61,11% (11/18) das mulheres com es-
colaridade acima de 16 anos tiveram atitude e pratica ade-
quada em relagdo ao exame. Esses dados diferem do estu-
do de Ramos et al., e se assemelham a outros estudos. Po-
rém, com as mulheres de até 8 anos de escolaridade, devi-
do ao pequeno numero de participantes deste trabalho
com esta caracteristica, ndo foi possivel fazer este tipo de
generalizacao (LOPES et al., 1995; GAMARRA et al., 2005;
RAMOS et al., 2006).

Na pesquisa de Gamarra et al., as propor¢coes mais altas de
atitude adequada sobre o exame foram identificadas em
mulheres com paridade mais baixa (nenhum filho e de 1-3
filhos). Esses dados se assemelham aos deste estudo, onde
62,12% (41/66) das mulheres com 1-3 filhos apresentaram
atitude adequada (GAMARRA et al., 2002).

No estudo de Ramos et al., a realizacao do exame preven-
tivo (prdtica) é maior em mulheres com 3 ou mais filhos.
Segundo Chubaci e Merighi, no estudo sobre a vivéncia de
mulheres japonesas e brasileiras em relacao a realizacao
do exame de Papanicolaou, as mulheres japonesas associ-
am o exame de Papanicolaou ao parto, mais que as brasi-
leiras, ou seja, o fato de serem casadas e ter filhos motiva-
as para a realizacao do exame. Neste estudo esse dado nao
foi analisado pelo pequeno nimero de mulheres com essa
caracteristica (3 ou mais filhos), ndao podendo ser usado em
comparacao com os outros estudos (CHUBACI e MERIG-
HI, 2005; RAMOS et al., 2006).

Neste estudo foi constatado que 92,94% das mulheres ca-
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sadas ou unidas mostraram boa adequacao nas prdticas do
exame. Outro dado importante deste estudo se refere as
mulheres solteiras, onde menos de 50% (48,57 %, 85/175)
tiveram uma prdtica adequada. Isto mostra que sao neces-
sarias campanhas de esclarecimento em relagao ao exame
preventivo. Estes dados concordam com os dados do estu-
do de César et al., e diferem dos dados do estudo de Ga-
marra et al. (GAMARRA et al., 2002; CESAR et al., 2003).

CONCLUSAO

Conforme os dados do estudo, pode-se concluir que: a mai-
oria tinha idade de 20-29 anos, tinha de 12-16 anos de esco-
laridade, era solteira e nao tinha filhos. Das mulheres parti-
cipantes do estudo, 15,80% tinham idades de 18 e 19 anos.
Destas, a maioria mostrou préaticas e atitudes inadequadas.
Com relacao a escolaridade, as mulheres com mais de 16
anos de escolaridade, casadas, com 1-3 filhos mostraram
atitudes e praticas mais adequadas em relacdo ao exame
de Papanicolaou. Das mulheres pesquisadas, a maioria
(69,85%) ja realizou o exame, realizou o exame de 1 a 3
anos e, mostrou uma freqiiéncia de realizacao do exame de
1 a 3 anos, mostrando adequacao nas praticas do exame .
Com relacéo a atitude, 89 mulheres responderam um mo-
tivo para nao realizarem o exame com mais freqiiéncia,
sendo que todas estas foram classificadas com atitude ina-
dequada. Entre os motivos para a realizacao do exame, a
procura espontanea foi respondida por 45,58% (124/272)
das mulheres. Das mulheres participantes da pesquisa, a
maioria (66,17 %) teve atitude adequada em relacao ao co-
nhecimento dos resultados dos exames.

Encontrou-se um alto indice de mulheres que nao procu-
ram espontaneamente o exame preventivo (54,42%) e que
nao receberam todos os seus resultados (33,83 %), isto mos-
tra que sdo necessdrias campanhas de esclarecimento em
relacao ao exame preventivo.
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chaves (unitermos) e keywords (uniterms).

3) Os trabalhos concorrentes deverao ser escritos em portugués eser originais, ainda nao publicados
nem comprometidos para publicacdo 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 Comissdo 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 Comisséao 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 Mencao
Honrosa;

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

V - DISPOSICOES GERAIS

1) O Prémio PNCQ é 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 néo 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
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Prevaléncia de HPV de baixo e alto risco pela técnica
de biologia molecular (Captura Hibrida II°) em
Santa Catarina

Prevalence of HPV of low and high-risk for the technique of molecular biology
(Hybrid captures II°) in Santa Catarina

Julio Aradjo Zampirolo’, Julio Cezar Merlin® & Maria Elizabeth Menezes®

RESUMO - O Papilomavirus Humano (HPV) vem sendo intensamente pesquisado em virtude da sua grande ocorréncia na populagécﬁ

mundial e da intima relacdo com a carcinogénese cervical. Baseado neste fato, o presente estudo tem por objetivo verificar a preva-
léncia e a incidéncia de HPV de baixo e alto risco oncogénico pela técnica de biologia molecular (Captura Hibrida II®), bem como a
faixa etaria mais acometida. Foram analisados 12.211 exames do Estado de Santa Catarina coletados a partir do banco de dados do
setor de doencas infecciosas do Laboratério de Analise e Pesquisa do Gene — DNAnalise, sediado na cidade de Florianopolis-SC, no
periodo de 2001-2005. Os resultados obtidos apontam a grande incidéncia de HPV na populacao estudada, apresentando 53,8% de
positividade, onde, destes, 66,4 % foi HPV de alto risco. No entanto, quando comparada a prevaléncia de HPV de baixo e a de alto ris-
co em relacao a faixa etaria, o HPV de baixo risco teve uma maior incidéncia na populacao abaixo dos 25 anos (48%) e até os 35 anos
(33%). Ja na faixa etaria de 36 a 45 anos (22%), e acima de 45 (8%) a maior incidéncia foi de HPV de alto risco. Isso demonstra a im-
portancia da realizacdo de exame especifico, por metodologias mais sensiveis, como testes de biologia molecular (Captura Hibrida),
para garantir o diagnostico precoce, deste que vem sendo considerado o maior agente causador de cancer cervical.
PALAVRAS-CHAVE - Papilomavirus Humano (HPV), Captura Hibrida, Prevaléncia, Incidéncia.

v

/' SUMMARY - Human Papillomavirus (HPV) has been intensely researched in all over the world due to its high occurrence in the world
population and its close relationship with the cervical cancer. Based on that, one of the objectives of this study was to check out the
prevalence and the incidence of low and high-risk oncogenic HPV using Molecular Biology techniques (Hybrid Captures 11°), chec-
king also a specific aging group accommitted by it. A number of 12.211 exams of Santa Catarina State were analyzed (2001-2005). The
data was collected from the Infectious Disease Sector database of DNAndlise - Laboratory of Research and Analysis of the Gene, he-
adquartered in Florianépolis. The results have showed that there is a high incidence of HPV in the studied population, presenting
53,8% of positive results. Of these 53,8%, 66,4% was high-risk HPV. The prevalence of low and high-risk HPV was compared to the
aging group. The low risk HPV has had a larger incidence in the population below age 25 (48%) and until age 35 (33%). However in
the group between ages 36 and 45 (22%) and above 45 (8%) the largest incidence was high risk HPV . These numbers demonstrate
how important is to do a specific exam using more sensitive technologies, as Molecular Biology tests (Hybrid Captures), to guarantee
the precocious diagnosis to prevent the development of cervical cancer caused mostly by this virus.
KEYWORDS - Human Papillomavirus (HPV), Hybrid Captures, Prevalence, Incidence.

/

INTRODUGAO

Papilomavirus Humano (HPV) é um virus que infecta

células epiteliais da pele e da mucosa, causando di-
versos tipos de lesdes como a verruga comum e a verruga
genital (condilomatose). Compoéem uma familia de virus
com mais de 100 tipos e subtipos, sendo que alguns deles,
no colo uterino, podem ocasionar lesdes que, se nao trata-
das, tém o potencial de progressao para o cancer”®.
Em 1996, o “Center for Disease Control and Prevention
(CDC) estimou em 500 mil a 1 milhdao de casos novos por
ano de infeccao pelo HPV, 80 mil casos de Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), 200 a 500 mil de Her-
pes, 100 mil casos de Sifilis e 800 mil casos de Gonorréia.
Na ocasiao, os indices de HPV eram suplantados apenas
por infeccao por Chlamydia sp (4 milhoes) e por Trichomo-
nas sp (3 milhoes)®.
Nas ultimas décadas, diversos estudos foram realizados e
associaram a infeccao por HPV com a carcinogénese cervi-
cal. Atualmente, a infeccdo por HPV é considerada como a
Doenca Sexualmente Transmissivel (DST) de origem viral
mais incidente na populacao mundial, apresentando um

carater emergente, o que representa um grave problema
em termos de satde publica *'**.

Segundo a Organizacao Mundial de Saude o fator etiol6gi-
co mais relacionado ao cancer do colo do ttero é o HPV .
Este por sua vez, pode ser dividido em dois grupos: baixo
risco e de alto risco oncogénico. Os HPVs de baixo risco
quase nunca sdo encontrados em canceres invasivos, en-
quanto os de alto risco sao os mais frequentemente associ-
ados a esses tumores. E importante destacar que a infeccao
pelo HPV de alto risco oncogénico nao implica inevitavel
desenvolvimento de cancer *.

Durante os tltimos 20 anos, alguns tipos de HPV foram as-
sociados a especificos tipos de canceres. Mais de 80 tipos
ja foram identificados e completamente seqiienciados.
Aproximadamente 30 tipos de HPV infectam o trato anoge-
nital. Os principais representantes dos HPVs classificados
como de baixo risco ou benignos sao os tipos 6, 11, 42, 43
e 44 que nao induzem continuo crescimento com concomi-
tante desorganizacao em células escamosas e estao associ-
ados com lesao intra-epitelial escamosa de baixo grau. Os
tipos de HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e
68 sao considerados de alto risco e estdo relacionados a
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lesao intra-epitelial escamosa de alto grau e carcinoma
cervical. Mais de 98% das lesoes intra-epiteliais escamosas
contém o DNA do HPV, determinado por métodos de bio-
logia molecular ' %>,

A infecgdo genital por HPV é mais freqiiente em jovens,
estando o pico na faixa entre 20 e 24 anos'. Das mulheres
infectadas, 80% nao apresentam sintomas clinicos e, em
cerca de 60 a 70% dos casos, a infeccao regride espontane-
amente. Somente em 14% ha progressao até lesoes intra-
epiteliais. A persisténcia da infeccao por HPV de alto po-
tencial oncogénico é fator de risco para o desenvolvimento
do cancer cervical ®. Durante a década de 80, estudos su-
geriram que infecgoes sub-clinicas cervicais estariam asso-
ciadas com pacientes jovens, multiplos parceiros, gravidez
e histéria anterior de verrugas genitais. Além da atividade
sexual, no entanto, outras varidveis podem influenciar o
risco de desenvolver infeccao pelo HPV, como paridade,
uso de anticoncepcionais orais e tabagismo”®.

A principal via de transmissdao do HPV genital € o contato se-
xual. O diagnéstico da infeccao por HPV leva em conta o his-
térico do paciente, o exame fisico e os exames complementa-
res. Dentre as técnicas utilizadas para o diagnoéstico podem-
se citar: histologia, citologia cérvico-vaginal ou Papanico-
laou, colposcopia e peniscopia, bidpsia, e captura hibrida > *.
Estudos mostram que virtualmente 100% dos carcinomas do
colo uterino estao associados ao HPV e, mais especificamen-
te, aos denominados de alto risco. Desta maneira, a identifi-
cacao do virus tornou-se de interesse crescente como méto-
do de “screening” ou associado a colpocitologia oncética *®.
A adicao do teste de HPV de alto risco, através da biologia
molecular, a citologia, em comparac¢ao com a citologia iso-
lada, melhora dramaticamente a identificacao das mulhe-
res com risco de cancer cervical. Mulheres com HPV de al-
to risco estdo mais suscetiveis a anormalidades na citologia
cervical que mulheres sem HPV de alto risco’. A determi-
nacao das mulheres infectadas pelo HPV de alto risco ird
melhor selecionar as mulheres com risco aumentado para
cancer invasor, permitindo o tratamento precoce e a dimi-
nuicao da morbidade por esse tipo de tumor "%,

H4& mais de uma década que técnicas de deteccao molecu-
lar tais como Southern Blotting, Dot Blot, Captura Hibrida
e varios métodos de hibridizagdo “in situ" preenchem cri-
térios para uso em rastreamento de populacoes, uma vez
que a infecgao viral precede, um periodo relativamente
longo, as alteracoes morfoldgicas, revelando informacodes
da associacdo entre a deteccao do virus e a presenca de
lesdes pré-malignas. No entanto, quando métodos de de-
teccdo tao sensiveis quanto a Reacdao em Cadeia da Poli-
merase (PCR) tornaram-se disponiveis, percebeu-se que a
infeccao por HPV estava mais dispersa do que se pensava
anteriormente e possibilitou o esclarecimento do papel eti-
olégico do HPV no cancer genital* . Estes por sua vez, sao
testes altamente reproduziveis e também sdao exames nao
invasivos °. Os métodos para deteccao do HPV utilizando
biologia molecular possibilitam inclusive a tipagem e a
quantificacao viral *.

A captura de hibridos (Digene Diagnostics Inc.) para de-
teccao do HPV é um exame de biologia molecular altamen-
te sensivel, capaz de detectar 18 dos aproximadamente 30
tipos de HPV que mais comumente infectam o trato ano-
genital e que sao responsaveis por aproximadamente 95%
dessas infeccoes*®. No Brasil, essa técnica para diagnosti-
co clinico do HPV foi aprovada em 1995, pelo Ministério da
Saude. Todos os testes de captura hibrida sdo, ao mesmo
tempo, qualitativos e quantitativos®.
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O teste de captura hibrida de segunda geracao (CH II), tem
mostrado ter sensibilidade e especificidade na andlise da quan-
tidade de DNA do grupo viral do HPV de baixo e alto risco**.

MATERIAL E METODO

Este estudo constituiu em uma andlise retrospectiva de
12.211 exames realizados no periodo de 2001 — 2005, cole-
tados no Estado de Santa Catarina, através da consulta do
banco de dados do Setor de Doencas Infecciosas do Labo-
ratério de Andlise e Pesquisa do Gene — DNAnAdlise, sedia-
do na cidade de Florianépolis, referéncia em Biologia Mo-
lecular no Estado de Santa Catarina.

Foram inclusos no estudo os exames que apresentaram resul-
tado positivo para HPV, incluindo os dois grupos, de baixo e
alto risco, de ambos os sexos, independente da faixa etdria.
Os exames foram realizados através da pesquisa do DNA-
HPV pela técnica molecular de Captura Hibrida II (Dige-
ne®) que avalia a presenca de 18 tipos de HPV, divididos
em dois grupos conforme o risco oncogénico, que mais co-
mumente infectam o trato anogenital. O grupo A possui
sondas para os HPV de baixo risco (6, 11, 42, 43, e 44) e o
grupo B, sondas para os HPV de intermedidrio/alto risco
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68). As sondas
consistem de moléculas de RNA complementares ao DNA
dos tipos acima especificados. As moléculas complementa-
res ou hibridos sdo posteriormente conjugados com anti-
corpos monoclonais que contém um fosfato alcalino. Esse
material é lavado posteriormente, s6 permanecendo os an-
ticorpos ligados ao RNA / DNA.

Um substrato quimioluminescente, que se liga ao fosfato al-
calino, é misturado ao material e a leitura é feita em um lu-
minometro, sendo a luz emitida em unidades relativas de
luz que é comparada com o controle (RLU/PC). A sensibili-
dade do método é de 1 pg/ml de DNA-HPYV, equivalente a
0,1 cépia de virus/célula. Por esta sensibilidade, o teste de
Captura Hibrida é ao mesmo tempo qualitativo e quantita-
tivo. Foram considerados positivos os resultados iguais ou
superiores a 1 pg/ml, equivalente a 0,1 cépias virais/célula.
Foi feito um levantamento dos resultados positivos, verifi-
cando a prevaléncia do HPV de baixo e alto risco, e a inci-
déncia por faixa etaria. De acordo com as idades, agrupa-
ram-se casos, nos seguintes grupos: até 24 anos, 25 a 35
anos, 36 a 45 anos e acima de 45 anos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentro dos 12.211 exames, apresentaram resultado positi-
vo para HPV de baixo e/ou alto risco, o total de 6.120, cor-
respondendo a 53,8% dos exames realizados no periodo de
2001 a 2005 (Fig.1).

EXAME
POSITIVOS EXAME

53,8% NEGATIVOS

46,2%

FIGURA 1. Distribuicao percentual do nimero de exames positi-
vos e negativos para HPV no periodo de 2001-2005.
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O grande ntmero de exames cujo resultado foi positivo pa-
ra HPV, demonstra a importancia deste exame. A infecgédo
pelo HPV é uma das doencas sexualmente transmissiveis
mais comum em todo o mundo. Estimativas demonstram
que cerca de 24 milhdes de americanos estao infectados
com HPV, e a freqiiéncia de infeccdo e da doenca parece
estar aumentando . O Brasil é um dos lideres mundiais em
incidéncia de HPV =,

A explicacao para tantos casos pode ser o fato da infeccao
se desenvolver de forma silenciosa no corpo humano. A
maioria das pessoas nao possui nenhum sintoma ao contrair
a doenca, e nao procura tratamento. O comportamento se-
xual é o grande responsavel pela disseminacao do virus®.
Em relacdo a prevaléncia do HPV de baixo e alto risco, ve-
rificou-se que 33,6% dos exames positivos foi de baixo ris-
co (A), apresentando assim 66,4 % para alto risco (B); como
mostra a Fig. 2.

HPV DE ALTO
RISCO

66,4%

HPV DE BAIXO
RISCO

33,6%

FIGURA 2. Distribuicao percentual da prevaléncia de HPV de
baixo e alto risco no periodo de 2001- 2005.

Somente certos tipos de HPV estdo relacionados com can-
cer cervical. Estes normalmente sao chamados “tipos de al-
to risco”. Os tipos de HPV que causam verrugas genitais
externas sao chamados “tipos de baixo risco”. E comum
que a pessoa seja exposta a mais de um tipo de HPV e a
varios "tipos de alto risco"” ***,

Estudos realizados no Instituto Ludwig de Pesquisas sobre
o Cancer apontam que mais de 90% dos canceres de colo
de tutero tem DNA de HPV e, em torno de 25% da popu-
lacao sexualmente ativa no Brasil seja portadora do virus*.
No presente estudo foi encontrada alta porcentagem de
HPV de alto risco, o que indica a importancia da realizacao
de um exame especifico para detectar o virus do HPV, po-
dendo assim diminuir a morbidade do cancer de colo de
utero. Constatou-se que 43,35% dos exames com resultado
de HPV positivo eram de individuos com menos de 25
anos; e 30,33% dos exames, de individuos entre 25 aos 35
anos. A faixa etaria dos 36 aos 45 anos, representou
18,99% das amostras positivas. E, por fim, 7,34 % das amos-
tras positivas estavam dentro da faixa etdria superior a 45
anos, conforme exposto no gréafico 1. Esses dados demons-
tram que individuos com menos de 25 anos, tiveram maior
prevaléncia para HPV positivo, e essa prevaléncia foi dimi-
nuindo com o avanco da idade.

50%

aso | 44%

40%

35% 31%

30%

25%

20% 7%

15%

10% 7%
N
0% ‘ ‘ ‘

36 a 45 anos

<25 anos 25 a 35 anos > 45 anos

GRAFICO 1 - Incidéncia de HPV positivos de alto e baixo risco
por faixa etaria no periodo de 2001-2005.
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Sendo os exames positivos predominantes na faixa etaria
abaixo dos 25 anos, e o acometimento significativo até os 35
anos, os resultados obtidos nesta pesquisa apresentam-se co-
erentes com os dados encontrados na literatura em relacao a
distribuicao dos resultados positivos para HPV de baixo e/ou
alto risco nas diferentes faixas etdrias. As vitimas “preferen-
ciais" desse virus sdo as que estdo entre 15 e 25 anos?.

A infeccao por HPV é mais comum em pessoas sexualmen-
te ativas entre 20 e 24 anos, independente do tipo viral.
Ap6s esta idade, a incidéncia declina gradativamente; co-
mo ilustra o gréfico 1. Estudos realizados em paises desen-
volvidos detectaram menos de 10% de positividade ao
HPV em individuos na faixa dos 40 anos*.

O grafico 2 ilustra a prevaléncia de HPV de baixo e alto ris-
co por faixa etdria; verificando que abaixo dos 35 anos hou-
ve uma maior prevaléncia do HPV de baixo risco. Este fa-
to pode ser explicado, em partes, pelo aumento da fre-
qléncia sexual nesta idade, o que acarreta em uma maior
periodicidade na prética de exames de prevencao, diminu-
ido a incidéncia de cancer de colo uterino. Ja na faixa eta-
ria acima de 35 anos, ha uma maior incidéncia de HPV de
alto risco, comparado com a de baixo risco.

OHPV BAIXO RISCO
W HPV ALTO RISCO

<25 anos 25 a 35 anos 36 a 45 anos > 45 anos

GRAFICO 2 - Distribuigéo da incidéncia de HPV de baixo e alto
risco por faixa etaria no periodo de 2001-2005.

No Brasil os dados estatisticos sao escassos e nao traduzem
com certeza a verdadeira magnitude da infeccao induzida
pelo HPV, todavia, ratificam a tendéncia mundial do
avanco da virose.

CONCLUSAO

Verificou-se com o desenvolvimento deste trabalho, a
grande incidéncia do HPV na populacao estudada, apre-
sentando 53,8% de positividade, onde, destes, 66,4% foi
HPYV de alto risco. No entanto, quando comparada a preva-
léncia do HPV de baixo e alto risco em relacao a faixa eta-
ria, o HPV de baixo risco teve uma maior incidéncia na po-
pulacao abaixo dos 25 anos (48%), e até os 35 anos (33%).
Ja na faixa etaria de 36 a 45 anos (22%), e acima de 45
(8%) o HPV de alto risco foi mais prevalente.

Com os resultados deste estudo nos permite inferir que o
contdgio pelo HPV acontece no inicio da vida sexual, na
adolescéncia ou por volta dos 20 anos. Esta infeccao sera
transitéria na maioria das vezes e ndo haveré evidéncia cli-
nica de doenca, que podera ser suprimida ou até curada.
Outras apresentardo lesoes de menor importancia que po-
dem regredir espontaneamente. Uma minoria de mulheres
desenvolvera uma infeccao persistente pelo HPV, talvez
como resultado de incompeténcia imunolégica. Algumas
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destas infecc¢boes persistentes contém tipos virais mais fre-
quientemente associados aos precursores mais graves do
cancer cervical e progredirdo para estas lesdoes. A maior
parte destes diagnésticos da-se entre os 25 e 35 anos, en-
quanto os diagnésticos de cancer cervical sdo mais fre-
quentes entre 35 e 45 anos.

As infecgoes genitais, anais e perianais por HPV sao DST
que se manifestam em homens e mulheres, e sua asso-
ciacao com a chamada “revolugao sexual” do final do sécu-
lo XX, vém dando a esta virose o status de uma verdadeira
epidemia. Com isso, destaca-se a importancia da deteccao
do HPV através de metodologias mais sensiveis, como tes-
tes de biologia molecular (Captura Hibrida II°), para garan-
tir o diagnéstico precoce deste que vem sendo considerado
o maior agente causador de cancer de colo de uterino.
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Sorologia para o virus da Hepatite E em gestantes:
clinicamente importante ou desnecessario?

Serology for Hepatitis E virus in pregnant women: clinically important or unnecessary?
Caio M. M. de Cordova, Solange L. Blatt, Tatiani K. R. Botelho & Eduardo M. Dalmarco

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi fazer avaliar a necessidade de se introduzir, na rotina de exames para gestantes atendidas no\
Ambulatério Universitario de Universidade Regional de Blumenau - FURB, a pesquisa de anticorpos para o virus da hepatite E. Fo-
ram coletadas amostras de soro de 40 mulheres para este estudo, sendo 20 gestantes e 20 mulheres doadoras de sangue. A deteccao
dos anticorpos IgM e IgG anti-HEV {foi feita por ELISA e foi realizada, também, a determinacao da atividade sérica das enzimas AST,
ALT, fosfatase alcalina (FA) e gama-GT. Avaliando a presenca de anticorpos anti-HEV por ELISA, pode-se observar uma prevaléncia
de 5% de anticorpos do tipo IgG no grupo de doadoras de sangue (Grupo A) e 10% de anticorpos do tipo IgM. No grupo de gestan-
tes (Grupo B), observou-se uma prevaléncia de 0% de anticorpos do tipo IgG, e 5% de anticorpos do tipo IgM. Dentre as mulheres
que apresentaram IgM anti-HEV, somente uma do Grupo A apresentou também anticorpos do tipo IgG. Nao houve evidéncias de he-
patite aguda devido a infecgao pelo HEV. No presente estudo, foi possivel demonstrar que o HEV esta presente em nosso meio, mes-
mo em populacdes aparentemente saudaveis. Isto é extremamente preocupante, pois esta infeccao pode ser excepcionalmente fatal
em gestantes, principalmente no 3° trimestre de gravidez, e esta € uma doenca ainda pouco conhecida pela maioria dos clinicos. Acre-
ditamos ser de extrema importancia a pesquisa de anticorpos anti-HEV como rotina no acompanhamento de gestantes, e que este tra-
balho seja aprofundado, investigando a incidéncia de complica¢oes da gestacao relacionadas a infeccao pelo HEV.

PALAVRAS-CHAVE - hepatite E, HEV, sorologia, gestantes J

/" SUMMARY - The aim of this work was to evaluate the need of introducing anti-HEV tests as part of the routine of management of\
pregnant women at the Ambulatério Universitdrio of the Universidade Regional de Blumenau - FURB. We have collected blood sam-
ples 40 women for this study: 20 pregnant women, and 20 blood donor women. Detection of IgM an IgG anti-HEV antibodies was per-
formed by ELISA, and we have also evaluated blood levels of AST, ALT, alkaline phosphatase and gamma-GT enzymes. Analyzing
the positivity of anti-HEV antibodies by ELISA, observe a prevalence of 5% of IgG anti-HEV in the blood donors women group (Group
A), and 10% of IgM anti-HEV. In the pregnant women group (Group B), observed an absence of IgG anti-HEV, and a prevalence of
5% of IgM anti-HEV. Among the women that presented IgM anti-HEV, only one from Group A concomitantly presented IgG anti-HEV.
There was no evidence of acute hepatitis due to HEV infection. In the present study, it was possible to show that HEV is present in our
environment, even in apparently healthy populations. This is extremely important, because this infection may be exceptionally lethal
in pregnant women, mainly those infected in the 3rd trimester of pregnancy, and this is a disease still not very known by most clinici-
ans. We believe that it is extremely important to perform anti-HEV antibodies tests as a routine for pregnant women management, and

KEYWORDS - hepatitis E, HEV, serology, pregnancy

that this work has to be continued, investigating the incidence of pregnancy complications related to HEV infection.

/

INTRODUGAO

Hepatite Viral € uma doenca conhecida desde a época

de Hipdcrates, mas seus agentes etiolégicos s6 foram
identificados a partir da década de 1970 (Jamell et al,
2002). Varios agentes podem causar hepatite, como o virus
Epstein-Barr, citomegalovirus, adenovirus, virus da rubéola
e da varicela, entre outros. Além disso, nem sempre as he-
patites tém causa infecciosa, como por exemplo, as hepati-
tes auto-imunes e as hepatites téxicas, as medicamentosas,
ou as causadas por abuso de &lcool (Ferreira e Avila, 2001).
Entretanto, os principais virus que causam hepatite compre-
endem seis diferentes agentes - virus da Hepatite A (HAV),
virus da Hepatite B (HBV), virus da Hepatite C (HCV), virus
da Hepatite D (HDV), virus da Hepatite E (HEV) e virus da
Hepatite G (HGV). A infeccgédo por esses virus, que sdao hepa-
totrépicos, causa danos ao figado como inflamacao e necro-
se. Geralmente, os virus da hepatite nao sao citoliticos; os
hepatécitos acabam morrendo devido aos mecanismos de
defesa do préprio hospedeiro (Jameel et al., 2002).
A hepatite E é causada pelo virus HEV, constituido de
RNA, de forma esférica e nao envelopado, medindo entre
27 e 34 nm (Ferreira e Avila, 2001). Foi classificado provi-
soriamente na familia Caliciviridae, com o género Calicivi-
rus (Aggarwal e Krawczynski, 2000). A infeccao pelo HEV
é transmitida via fecal-oral, sendo desta forma de evolugao
muito parecida com a hepatite causada pelo HAV. O peri-
odo de incubacao é de 2 a 9 semanas e a infecgcao nao se
torna cronica. A hepatite E normalmente é auto-limitada,

apresentando morbidade moderada. Entretanto, hd inume-
ros casos fatais descritos em gestantes, o que torna seu di-
agnostico de grande importadncia em exames pré-natais
(Ferreira e Avila, 2001; Hussaini et al., 1997). A infeccao
pelo HEV é relativamente pouco conhecida pelos clinicos,
e a avaliacdo de sua prevaléncia nas diferentes popu-
lacdes, especialmente nas gestantes, pode ter um impacto
importante nos servicos de satde.

Detecta-se a viremia 22 dias apo¢s a infeccao, antes do ini-
cio da ictericia, durando até 30 dias. Os anticorpos anti-
HEV IgM alcancam niveis altos nos primeiros 28 dias apds
do aparecimento dos sintomas, mas vao diminuindo depois
da fase aguda da doenca. Os anticorpos anti-HEV IgG al-
cancam niveis elevados na fase aguda, mas nao se sabe
quanto a duracao destes ap6s a convalescenca (Nascimen-
to e Moreira, 2001). Os sintomas clinicos da doenca (perio-
do prodrémico) sdo calafrios, dor abdominal no quadrante
direito, nduseas e vomitos, febre e anorexia, que tendem a
diminuir e desaparecer totalmente em uma semana (Ag-
garwal e Krawczynski, 2000). Em seguida, aparecem a ic-
tericia, hipocolia fecal e coltria, que permanecem por uma
semana, quando o paciente comeca a melhorar, passando
para o periodo de convalescenca (Nascimento e Moreira,
2001). O HEV é excretado pelas fezes durante a semana
anterior ao inicio do quadro prodrémico, diminuindo consi-
deravelmente sua eliminacéo fecal ap6s a primeira sema-
na de ictericia (Parand e Schinoni, 2002). Pode ocorrer tam-
bém a forma anictérica da doenca, que é bastante freqtien-
te, sendo apenas confirmada a partir de exames laboratori-
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ais, e uma forma mais branda da doenca, sendo esta assin-
tomatica e anictérica (Aggarwal e Krawczynski, 2000).
Observou-se que as taxas mais altas de infeccao por HEV
abrangem a populacao de adultos jovens, e estudos desen-
volvidos no norte da India mostraram que as criancas pas-
sam a ser susceptiveis a infeccdo a partir de um ano de ida-
de (Parand e Schinoni, 2002; Trinta et al., 2001). Varios es-
tudos sorolégicos relatam que em paises desenvolvidos
tem ocorrido um aumento do nimero de casos de hepatite
E, dentre estes se encontram usuarios de drogas injetaveis,
hemofilicos, hemodialisados, receptores de transfusdo san-
giinea, homossexuais e pacientes com hepatite C cronica,
demonstrando que o HEV hoje é uma preocupacao mundi-
al (Coppola e Zanetti, 1998; Trinta et al., 2001).

No Brasil, os poucos estudos com grupos especificos (ga-
rimpeiros, mineiros, pacientes de hemodidlise, emprega-
dos de hospitais, entre outros) mostraram uma prevaléncia
de 3-6%. A incidéncia de hepatite E no pais varia muito de
acordo com as regioes, prevalecendo no Norte, quando
comparado as regides Sul e Sudeste (Assis et al., 2002).
Atualmente, estudos de soroprevaléncia para HEV de-
monstraram que a América do Sul ja possui carater endé-
mico para esta virose (Parana e Schinoni, 2002).

Estudos soroepidemiolégicos feitos em doadores de sangue
tém mostrado prevaléncia varidvel de anticorpos anti-HEV:
1-3% na Europa e EUA, 6,8% na Espanha, 24,5% no Egito
e até 70% na Tailandia. Na América do Sul hé descri¢oes
de prevaléncia em algumas regioes isoladas, faltando estu-
dos de soroprevaléncia mais abrangentes. Estudos realiza-
dos na Venezuela mostraram uma freqiiéncia de anti-HEV
em gestantes de Caracas (1,6%), em populacdes rurais
(3,9%) e em populacdes rurais de amerindios (5,4%). No
Brasil, observou-se positividade para anti-HEV na Bahia,
Sao Paulo, Amazonas e entre garimpeiros do Mato Grosso
(Ferreira e Avila, 2001).

A taxa de mortalidade de hepatite E na populacao, em ge-
ral, é de 0,5%, comparada com a de 0,1% para hepatite A
(Fricker, 1996), mas o maior risco ocorre com gestantes, on-
de a taxa de mortalidade pode chegar a 58% (Jia et al,
2003). Mulheres gravidas, particularmente no segundo e ter-
ceiro trimestres de gestacao, sao mais freqiientemente infec-
tadas nos surtos de hepatite E, e desenvolvem o pior quadro
(Aggarwal e Krawczynski, 2000). A hepatite E evolui fulmi-
nantemente em 20% das gestantes no segundo e terceiro tri-
mestre de gestacao, tendendo a aumentar a taxa de morta-
lidade de acordo com a progressao da gravidez (Nascimen-
to e Moreira, 2001). Se no pés-parto houver intensa hemor-
ragia, problemas hepético e renal, a taxa de mortalidade po-
de chegar a 100%, para mae e feto (Jia, 2003).

A disfuncao hepdtica severa causada pelo HEV nas ges-
tantes progride muito rapidamente para um quadro fulmi-
nante, pondo fim em duas vidas: da mae e do feto (Hamid
et al., 1996). As taxas de faléncia hepética fulminante
(FHF) gerada pelo HEV em gestantes portadoras de HEV
sao assustadoras. A partir do estudo feito por Khuroo e Ka-
mili (2002), observa-se que cerca de 69,2% das gestantes
portadoras de HEV analisadas desenvolveram FHE.

Ainda nao se sabe o porqué da infeccao por HEV ser mais
severa em gestantes, mas suspeita-se de dois motivos ain-
da nao comprovados: (a) que as gestantes contaminadas
fazem uma dieta pobre em nutrientes, gerando uma dimi-
nuicdo da funcado imune, que ja pode estar baixa por con-
seqléncia da gravidez; (b) dependente da localizagao geo-
grafica das gestantes, pela maioria se encontrar em areas
subdesenvolvidas, j4& que a susceptibilidade de hepatite
fulminante ndo é observada em paises desenvolvidos
(Mechnik et al., 2001).
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Durante a fase aguda da doenca nao hé particularidades
clinicas que permitam diagnosticar a hepatite E sem soro-
logia especifica (Parana e Schinoni, 2002). Os exames labo-
ratoriais incluem bilirrubintria, andalise dos niveis séricos
de bilirrubinas, elevacao sérica da AST, ALT, GGT, e da
FA. Entre os diagnésticos sorolégicos, utiliza-se o ELISA
para pesquisa de anticorpos (Aggarwal e Krawczynski,
2000) ou, também, o Imunoblot, um teste mais especifico
que o ELISA, que pode até confirmar as reacoes falso-po-
sitivas deste (Parand e Schinoni, 2002). A hepatite E tam-
bém pode ser diagnosticada a partir da detecgdo de parti-
culas virais nas fezes e na dgua por microscopia eletrénica
e pelo método da reacdo em cadeia de polimerase - PCR
(Orrt et al., 2004; Grimm, 2002).

Existem contestacoes em relacdo a existéncia de imunida-
de prolongada nos casos de infeccao pelo HEV; hé evidén-
cias de que as concentracoes de anticorpos diminuem gra-
dativamente com o tempo, o que possibilita uma nova in-
feccao apods re-exposicao ao virus. Em contrapartida, ou-
tros autores tém demonstrado imunidade prolongada apds
infeccao aguda, propondo a presenca de memoéria imuno-
légica (Parana e Schinoni, 2002).

Nao ha tratamento especifico para HEV (Skidmore, 1997).
Quando nao ocorre a forma fulminante, a doenca evolui es-
pontaneamente para a cura (Parana e Schinoni, 2002). Co-
mo medidas paliativas, sugerem-se o repouso, dieta habi-
tual e uso proibido de bebidas alcodlicas. Caso haja febre
muito alta e vomitos (fase aguda), orienta-se o uso de anti-
piréticos e antieméticos (Nascimento e Moreira, 2001). O
uso de imunoglobulina hiperimune, extraida do soro de in-
dividuos oriundos de &reas endémicas, parece ser impor-
tante na profilaxia ou no abrandamento da hepatite E, mas
ainda néo se obteve comprovacao de sua eficdcia (Parana
e Schinoni, 2002).

Um estudo de Arankalle et al. (1998), utilizando imunoglo-
bulina indiana (ISG) na populacao de gestantes durante a
epidemia de hepatite E em Karad (oeste da India) em 1993,
mostrou que a ISG gera um efeito benéfico nas gestantes,
diminuindo as chances de contaminacdo e suas conse-
qliéncias drdasticas, se administrado com antecedéncia a
epidemia e mostra também a necessidade de maiores estu-
dos com imunoglobulinas anti-HEV.

Com o presente trabalho, nos propusemos a analisar a re-
levancia da implantacdo do ELISA em exames pré-natais,
para deteccao de anticorpos contra o virus da hepatite E
em gestantes. Alguns estudos ja foram feitos no Brasil, mas
somente em regides que apresentam maiores indices de
pobreza e precérias condicdes de vida, tais como Amazo-
nas, Mato Grosso, Rio de Janeiro e Sao Paulo. Atualmente
nao se conhece a situagao desta infeccao em nossa popu-
lacdo, e a avaliacao de sua prevaléncia e sua eventual par-
ticipacao em complicacoes da gravidez podem determinar
a necessidade da implantacao da sorologia para HEV na
rotina pré-natal em nossos laboratoérios.

MATERIAL E METODOS

Pacientes e amostras: foram obtidas amostras de sangue,
ap6s consentimento informado, de gestantes atendidas pe-
lo servico de ginecologia do Ambulatério Universitdrio da
FURB, e de mulheres doadoras de sangue, atendidas no
Centro de Hemocultura de Blumenau, no periodo de margo
a junho de 2004.

Grupos de pacientes: as pacientes foram agrupadas de
acordo com o trimestre de gestacao em que se encontravam
no momento da coleta do sangue, para avaliacao da soro-
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prevaléncia do HEV. Foram obtidas de 20 pacientes em ca-
da grupo de estudo, ou seja, 20 doadoras de sangue (Grupo
A) e 20 gestantes (Grupo B), totalizando 40 amostras.
Preparo das amostras: as amostras de sangue foram obti-
das por punc¢ao venosa com seringa, colocadas em tubos de
ensaio e incubadas em banho-maria a 37°C por 15 minutos
para coagulacao. Em seguida, os tubos foram centrifuga-
dos a 2.500 rpm por 5 minutos, e o soro foi separado e ar-
mazenado a -200C, diluido em 50% de glicerina.
Deteccao de anticorpos anti-HEV: A deteccao de IgG e
IgM anti-HEV no soro das pacientes foi feito por ELISA
(método indireto), com um kit comercial, de acordo com as
instrugoes do fabricante (Genelabs Diagnostics, Singapore).
Avaliacao bioquimica da funcao hepatica: foram feitas de-
terminacoes das atividades de algumas enzimas séricas
nas amostras, para identificacao eventuais problemas he-
paticos relacionados a soropositividade para HEV nas ges-
tantes. As determinacodes foram feitas com o auxilio de um
espectrofotometro microprocessado (Biosystems). As enzi-
mas analisadas foram Aspartato-aminotransferase (AST),
Alanina-aminotransferase (ALT), Fosfatase alcalina (FA) e
Gama-glutamiltransferase (GGT), com reagentes da marca
Biosystems. Como soro controle, foi utilizado o Qualitrol 2
em cada bateria de testes (LabTest).

Analise estatistica: Os resultados obtidos foram analisados
pelo Teste de Mann-Whitney para avaliar os resultados da
determinacdo da atividade das enzimas hepéaticas nos dois
grupos estudados, e pelo Teste de Fischer para avaliar a
prevaléncia de anticorpos anti-HEV nos dois grupos (Viei-
ra, 2003), com o auxilio do software GraphPad Instat ™
(San Diego, CA, USA).

RESULTADOS

Avaliando os parametros bioquimicos nos grupos estuda-
dos, pudemos observar niveis médios de AST nas amostras
de soro do grupo A (doadoras de sangue) de 35,1 +/- 9,9
U/L. No grupo B (gestantes), foram observados niveis de
30,5 +/- 17,4 para as gestantes no 1° trimestre, 16,8 +/- 5,1
para as gestantes no 2° trimestre, e 17,7 +/- 4,7 para as ges-
tantes no 3° trimestre. Os niveis de AST foram ligeiramen-
te mais altos no grupo A e nas gestantes do grupo B, do 1°
trimestre de gravidez, em comparacao com as gestantes do
2° e 3° trimestres. Por outro lado, os niveis de ALT nao
apresentaram diferenca nos grupos estudados (19 +/- 7,5;
20,1 +/- 8,9; 12 +/- 5; € 9,3 +/- 5,8, respectivamente), assim
como os niveis de GGT (20,4 +/- 12,1; 16,6 +/- 4,8; 9,5 +/-
2,9; e 11,3 +/- 4,9, respectivamente). Entretanto, analisan-
do os niveis de FA, houve uma grande diferenca entre as
gestantes do 3° trimestre de gravidez (216,3 +/- 17,9), em
comparacao com as gestantes no 2° trimestre (82,8 +/-
38,2), do 1° trimestre (72,5 +/- 19,3) e as mulheres doado-
ras de sangue (71,7 +/- 12,9). Estes resultados estao grafi-
camente representados na figura 1

t1Doadoras de sangue
o Gestantes 17 timestre
@ Gestantes 2° timestre

M Gestantes 3 timestre

Figura 1. Representacao gréfica dos niveis de ALT (U/L), ALT (U/L),
ALT (U/L) e ALT (U/L) nos diferentes grupos de pacientes estudados.
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Figura 2. Representacao grafica da positividade de anticorpos
anti-HEV nos grupos A (gestantes) e B (doadoras de sangue).

Avaliando a presenca de anticorpos anti-HEV, encontra-
mos uma positividade de 5% de IgG anti-HEV (1/20) e de
10% de IgM anti-HEV (2/20) no grupo de mulheres doado-
ras de sangue. No grupo de gestantes, encontramos uma
positividade de 5% de IgM anti-HEV (1/20). Esta diferenca
nao é significativa. Estes resultados estdao graficamente re-
presentados na figura 2.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Como foi mencionado, as hepatites virais tém como 6rgao-
alvo o figado, apesar de freqiientemente acarretarem pro-
blemas para outros 6rgaos. Dessa forma, torna-se necessa-
rio o uso de exames laboratoriais para um diagnéstico mais
exato, quando suspeita-se de hepatite. Dentre eles, encon-
tram-se as provas de funcao hepaética, que estudam o as-
pecto anatémico do figado, e néo seu estado funcional,
através da dosagem das enzimas hepdticas. Apesar das
provas baseadas na dosagem das enzimas hepaticas séri-
cas estudarem principalmente o aspecto estrutural do figa-
do, a comparacao de seus resultados com os da clinica e
com os resultados de outros testes mostra-lhes tal impor-
tancia que permite inseri-las no grupo dos testes de funcao
hepética (Lima et al., 2001).

A AST sérica é uma enzima encontrada em varios 6rgaos e
tecidos, tais como coracao, figado, musculo esquelético, etc.
H& um grande grupo de doencas que causam a elevacao
dos niveis de AST, que sdo: hepatites virais, hepatopatia al-
codlica, tumor hepaético, citomegalovirus, figado gorduroso,
disfuncao hepética induzida por drogas, entre outras. Ana-
lisando os resultados obtidos nas amostras de soro dos dois
grupos estudados neste trabalho (figura 1), observou-se re-
sultados mais altos de AST nas amostras do grupo de doa-
doras de sangue (Grupo A) em comparag¢ao com o grupo
das gestantes no 2° e 3° trimestre de gravidez (Grupo B).
Esta diferenca é estatisticamente significativa (P= 0,007), e
poderia indicar a presenca de mulheres com hepatite ativa,
principalmente no Grupo A, que apresenta a maior preva-
léncia de anticorpos anti-HEV do tipo IgM. Entretanto, os
aumentos observados na atividade enzimatica sdo peque-
nos, e nem todas as mulheres com niveis aumentados de
AST apresentam também niveis aumentados de ALT.

A ALT sérica é uma enzima encontrada preferivelmente no
figado, mas também ocorre em quantidades menores nos
rins, coracdo e musculatura esquelética. Somente 5%
(01/20) das mulheres em cada grupo de pacientes apresen-
tam aumento concomitante dos niveis de AST e de ALT.
Entretanto, nenhuma delas tem sorologia positiva para
HEY, portanto, esta ligeira alteracdo nos niveis séricos des-
tas enzimas hepéticas deve ter outras causas, que ndo uma
hepatite por HEV. Além disso, nao hé diferenca significati-
va entre os niveis de ALT nos dois grupos (P= 0,3322).
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Da mesma forma, nao ha diferenca significativa entre os
niveis de GGT nos dois grupos estudados (P= 0,1230). Das
duas doadoras de sangue que apresentam niveis aumenta-
dos de GGT, uma apresenta niveis aumentados de ALT e
de AST, que pode de fato indicar a presenca de um proces-
so acometendo o figado, como outro tipo de hepatite infec-
ciosa, hepatite téxica, alcodlica ou até medicamentosa. A
GGT encontra-se predominantemente no figado, e em me-
nores concentracoes nos rins, no intestino, no epitélio do
trato biliar, no baco, no pancreas, cérebro e coracao. Indi-
viduos obesos também podem apresentar altos niveis de
GGT, de até 50% maiores que o normal. Existem outras pa-
tologias que também afetam esses niveis, e sao elas: hepa-
tite viral aguda (elevacdo de 89-100%), tumor hepético,
uso de fenobarbital, superdosagem de paracetamol, alcoo-
lismo cronico, uso de fenitoina, inflamacdo aguda do trato
biliar, infeccao por CMYV, entre outras. Geralmente, os ni-
veis séricos de GGT nao sdo afetados na gestacdo, mas de-
ve-se levar em conta as fontes ndo-hepéticas da GGT.
Com relacéao aos niveis séricos de FA, de uma maneira ge-
ral, ndo se observa diferenca significativa entre os dois gru-
pos (P=0,5161). Entretanto, analisando mais precisamente,
os niveis de FA sdo significativamente mais altos nas amos-
tras de sangue das mulheres do Grupo B que estao no ter-
ceiro trimestre de gestacao, em comparacao com o Grupo A
(P=0,0011), chegando a valores 2,5 vezes acima do valor de
referéncia. Esta diferenca nao é observada comparando os
resultados das mulheres que estao no segundo trimestre de
gestacao (P= 0,9110) ou no primeiro trimestre de gestacao
(P=0,8107), em relacdo ao grupo A. Na gestacdo, os niveis
de FA aumentam devido a producdao de FA pela placenta,
mas, para a maioria das mulheres, esse fator ndo é tdo co-
mum. Geralmente, esse aumento de FA inicia no final do
primeiro trimestre de gestacao, nao devendo ser confundi-
do com um aumento por acometimento hepatico ou dsseo,
e pode alcancar valores até 4 vezes o limite superior de re-
feréncia no terceiro trimestre, desaparecendo em 3 a 6 dias
ap6s o parto. Alguns medicamentos, tais como a fenitoina,
também podem causar um aumento dos niveis séricos de
FA (Ravel, 1997). De fato, todas as mulheres com niveis au-
mentados de FA tém niveis normais de AST e ALT.
Avaliando a presenca de anticorpos anti-HEV por ELISA,
pode-se observar uma prevaléncia de 5% (1/20) de anticor-
pos do tipo IgG no grupo de doadoras de sangue (Grupo A),
e 10% (2/20) de anticorpos do tipo IgM. No grupo de ges-
tantes (Grupo B), observou-se uma prevaléncia de 0% de
anticorpos do tipo IgG, e 5% (1/20) de anticorpos do tipo
IgM. Esta gestante com IgG anti-HEV estava no 1° trimes-
tre de gestacao. A diferenca de prevaléncia entre os dois
grupos nao € significativa, tanto para IgG quanto para IgM
(P=1,000). Das mulheres que apresentaram IgM anti-HEV,
somente uma do Grupo A apresentou também anticorpos
do tipo IgG. Estes dados sao bastante interessantes, pois re-
velam uma prevaléncia semelhante nos dois grupos, e indi-
cando que a infeccdo por HEV nestas mulheres é bastante
recente, pela presenca de IgM. Nenhuma das mulheres
com anticorpo anti-HEV apresentava sinais de hepatite
aguda pela anélise dos niveis das enzimas hepaticas.

Estes resultados demonstram que o virus da hepatite E es-
ta4 presente em nosso meio, podendo infectar pessoas apa-
rentemente saudaveis, como as mulheres doadoras de san-
gue, possivelmente causando infeccoes assintomaticas ou
subclinicas. Isto se torna especialmente preocupante, pois
existe a possibilidade de uma gestante infectar-se com es-
te virus em nosso ambiente. Caso esta infec¢ao ocorra no
terceiro trimestre, como foi visto, o risco de haver sérias
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complicacdes na gestacao, até mesmo fatais, nao pode ser
neglicenciado (Hussaini et al., 1997).

No Brasil, estudos de soroprevaléncia com diferentes gru-
pos apresentaram resultados de 2 a 4,2% em doadores de
sangue, e de até 17,9% em mulheres fazendo triagem pa-
ra infeccao pelo HIV (Nascimento e Moreira, 2001). Os re-
sultados deste trabalho apresentam valores semelhantes
aos descritos por outros autores em doadoras de sangue,
sendo até maiores na pesquisa de anticorpos do tipo IgM,
o que nao havia sido analisado anteriormente.

Como foi visto, a hepatite E é comumente transmitida por
via fecal-oral, através do consumo de agua contaminada,
principalmente, alimentos contaminados, mas também po-
de ocorrer transmissao vertical, principalmente no final da
gestacao, e pessoa-pessoa (Worm, 2002). Surtos podem ser
observados em periodos de enchente, quando hé contami-
nacao da fonte de d4gua da regiao, o que é bastante comum
em nossa cidade, no verao, quando os niveis de agua dos
rios diminuem (Aggarwal e Krawczynski, 2000). Além dis-
so, a falta de saneamento basico, que gera precdrias con-
dicoes de higiene para as populacgdes, € um agravante pa-
ra a transmissao de infeccoes via fecal oral. A falta de sa-
neamento pode explicar de certa forma a prevaléncia de
anticorpos anti-HEV em um dos grupos estudados, pois as
gestantes atendidas do Ambulatério Universitario da FURB
tém um nivel socioeconémico mais baixo em comparacgao
com as mulheres atendidas em clinicas particulares.
Assim, pela prevaléncia significativa de infeccao por HEV
em nossa populacao e pelas graves conseqiiéncias que es-
ta forma de hepatite pode ter na gravidez, acreditamos que
este trabalho, que foi pioneiro na regiao, deva ser amplia-
do e aprofundado, para reforcar a importancia de implan-
tar a sorologia para HEV na rotina laboratorial da investi-
gacao de doencas infecciosas perigestacionais.

A imunizacao passiva contra HEV ainda nao foi comprova-
da eficaz, mas estudos do genoma do HEV mostram que
futuramente haverd uma vacina contra a hepatite E (Nas-
cimento e Moreira, 2001). A necessidade do desenvolvi-
mento de uma vacina contra HEV, em paises desenvolvi-
dos, estd limitada aos viajantes para areas endémicas e,
naturalmente, a gestantes; ja& em areas endémicas, onde a
infeccao é prevalente, a vacina é um importante recurso
para as autoridades publicas da saude, que podem implan-
tar programas de vacinacao rotineiros, a fim de imunizar a
populacao de risco (Koff, 2003).
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Reacao em cadeia da polimerase (PCR) no diagnéstico
da infeccao pelo Trypanosoma cruzi em camundongos*

Polymerase chain reaction (PCR) for Trypanosoma cruzi infection diagnosis in mice*

Claudia T. Miyamoto'; Ménica L. Gomes'; Aline V. Marangon’; Silvana M. Araujo’; Ana Paula T.
Liberati'; Rafael Ferreira P. Cabral’; Maria Terezinha Bahia?; Marta de Lana® & Max Jean O. Toledo’

ﬁ’!ESUMO - O objetivo do estudo foi avaliar o desempenho da reacao em cadeia da polimerase (PCR) para detectar o DNA de Trypa-
nosoma cruzi no sangue de camundongos infectados com clones do protozoario pertencentes aos genétipos 19, 20 (T. cruzil), 39 e 32
(T. cruzi 1I), comparando-o com o exame de sangue a fresco (ESF), a hemocultura (HC) e o teste imunoenzimatico (ELISA). Foram ana-
lisadas amostras de sangue de camundongos BALB/c experimentalmente infectados com 20 clones. A positividade da PCR foi signi-
ficativamente superior a das demais técnicas estudadas e a seguinte ordem de positividade foi observada: PCR (100,00%) > ELISA
(94,44%) > HC (78,86%) > ESF (73,28%). Ao contrario da ELISA, HC e ESF, a positividade da PCR nao variou de acordo com o genoé-
tipo. Esses dados mostram o potencial da técnica da PCR para o diagnéstico da doenca de Chagas.
PALAVRAS-CHAVE - Trypanosoma cruzi; camundongos; genétipos; reacdo em cadeia da polimerase (PCR); exame de sangue a fres-
co (ESF); hemocultura (HC); teste imunoenzimético (ELISA). /

/" SUMMARY - The goal of this work was evaluate the polymerase chain reaction (PCR) for detecting Trypanosoma cruzi DNA in the
blood of mice infected with cloned stocks belonging to the major genotypes 19, 20 (T. cruzi I), 39 and 32 (T. cruzi II), comparing the
PCR results with flesh blood examination (FBE), hemoculture (HC) and enzymatic immunoassay (ELISA). Blood samples from BALB/c
mice experimentally infected with 20 T. cruzi cloned stocks were analyzed. The PCR positivity was significantly higher them that of
the others techniques and the following order of positivity was observed: PCR (100.00%) > ELISA (94.44%) > HC (78.86%) > FBE
(73.28%). In contrast to FBE, HC and ELISA, the positivity of PCR did not vary according to genotype. These data demonstrate the po-
tential of the PCR technique for the diagnosis of Chagas’ disease.

KEYWORDS - Trypanosoma cruzi; mice; genotypes; polymerase chain reaction (PCR); flesh blood examination (ESF); hemoculture

(HC); enzymatic immunoassay (ELISA).

/

INTRODUGAO

doenca de Chagas ainda constitui uma das mais im-

portantes endemias do Brasil e da América Latina. Es-
tima-se que haja 15 milhdes de pessoas infectadas e outros
40 milhoes sob risco de adquirir a infec¢ao no continente
americano (Vinhais e Schofield, 2003).
Diversos métodos sao utilizados para o diagnéstico labora-
torial da doenca de Chagas, entre eles os métodos parasito-
l6gicos diretos e indiretos que demonstram a presenca do
agente etiolégico Trypanosoma cruzi, os métodos sorolégi-
cos que detectam anticorpos contra o parasito e os métodos
moleculares que pesquisam seu DNA. No entanto, o diag-
noéstico da doenga de Chagas humana nao é completamen-
te satisfatério, j& que esses métodos podem apresentar re-
sultados inconclusivos ou discordantes, como observado por
diferentes autores (Grijalva et al.,1995; Gomes et al.,1999).
Embora testes parasitolégicos indiretos (hemocultura e xe-
nodiagnéstico) sejam de alta especificidade, possuem bai-
xa sensibilidade (Junqueira et al., 1996). Em contraposicao,
os testes sorolégicos tém alta sensibilidade, porém a espe-
cificidade pode nao ser muito elevada devido a reacoes
cruzadas com outros parasitos, tais como Leishmania sp e
Trypanosoma rangeli (Saldana e Souza, 1996).
A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), técnica que am-
plifica um segmento especifico de DNA do parasito pela
producao de milhdes de cépias daquele fragmento, vem
sendo utilizada por alguns laboratérios especializados na
deteccao de T. cruzi no sangue de pacientes com sorologia
positiva ou duvidosa para doenca de Chagas, com o obje-
tivo de avaliar o seu potencial no diagnéstico da infecgéao
humana (Avﬂa et al., 1993; Gomes et al., 1998).
No final da década de 90, com a utilizacao de diferentes

métodos de tipagem molecular, foram descritas duas linha-
gens genéticas, ou grupos genéticos, principais de T. cruzi:
o T. cruzi I, mais associado ao ciclo de transmissao silves-
tre, e o T. cruzi II encontrado mais frequentemente no am-
biente domeéstico (Tibayrenc, 1995; Souto et al., 1996;
Anonymous, 1999). Os gen6étipos 19 e 20 descritos anteri-
ormente por Tibayrenc (1995) pertencem ao grupo T. cruzi
I e os genétipos 39 e 32 ao grupo T. cruzi II. Uma vez que
os clones de T. cruzi pertencentes a um determinado geno-
tipo comportam-se de forma diferente de clones de outros
genotipos com relacao ao parasitismo sangtiiineo e tecidu-
al na infeccao experimental, avaliar a sensibilidade da PCR
para detectar o T. cruzi no sangue de camundongos infec-
tados com diferentes grupos genéticos do parasito pode
fornecer subsidios importantes para o diagnéstico da do-
enca de Chagas humana.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o desem-
penho da PCR para detectar o DNA de T. cruzi no sangue
de camundongos infectados com parasitos pertencentes
aos gendtipos 19, 20 (T. cruzil), 39 e 32 (T. cruzi II), compa-
rando-a com o exame de sangue a fresco, a hemocultura e
o teste imunoenzimdtico (ELISA).

MATERIAIS E METODOS

Infeccao dos animais

As amostras de sangue testadas foram obtidas de camun-
dongos BALB/c experimentalmente infectados com 20 clo-
nes de T. cruzi pertencentes aos quatro genétipos princi-
pais 19, 20, 39 e 32, ubiquos e isolados de diferentes hos-
pedeiros e areas eco-geograficas da América Latina (Ti-
bayrenc e Ayala, 1988). Foram utilizados cinco clones per-
tencentes a cada genétipo (Quadro 1).
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Grupo de Genétipos  Clones Hospedeiros Pais Regiao

T. cruzi*
| 19 SP104 cl 1 Triatoma spinolai Chile Choquimbo
| Cutiacl1 Dasyprocta agudi Brasil Espirito Santo
| Gamba cl 1 Didelphis azarae Brasil Sao Paulo
| 13379 ¢l 7 Homem, fase aguda Bolivia Santa Cruz
| OPs21cl 11 Homem, fase aguda Venezuela Cojedes
| 20 S034cl 4 Triatoma infestans Bolivia Potosi
| Cuicacl 1 Opossum cuica philander Brasil Sao Paulo
| P209 cl 1 Homem, fase crénica Bolivia Sucre
| Esquilo cl 1 Sciurus aestuans ingramini Brasil Sao Paulo
| P11cl 3 Homem, fase crénica Bolivia Cochabamba
U 39 SC43clt Triatoma infestans Bolivia Santa Cruz
I Bug2148cl 1 Triatoma infestans Brasil Rio Grande do Sul
I Bug21 49 cl 10 Triatoma infestans Brasil Rio Grande do Sul
I S03cl5 Triatoma infestans Bolivia Potosi
1] MNcl2 Homem, fase crénica Chile Santiago
U 32 MAS cl 1 Homem, fase cronica Brasil Brasilia
I CBBcl3 Homem, fase cronica Chile Tulahuen
I Tu18cl2 Triatoma infestans Bolivia Tupiza
I IVV cl 4 Homem, fase crénica Chile Santiago
I MVB cl 8 Homem, fase crénica Chile Santiago

* Anonymous, 1999.

Quadro 1: Hospedeiros e origem geografica dos 20 clones de
Trypanosoma cruzi pertencentes aos clones principais (genétipos)
ubiquos 19, 20, 39 e 32.

Cada clone foi inoculado em grupos de 10 camundongos
BALB/c, fémeas e com 18g de peso, por via intra-peritone-
al, com um inéculo padrao de 10.000 tripomastigotas san-
giineos/animal (Brener, 1962).

Exame de sangue a fresco (ESF)

Cinco microlitros de sangue coletado da veia caudal foram
examinados ao microscopio, entre lamina e laminula, dia-
riamente, por um periodo de até 90 dias apés infeccao
(d.a.i), para deteccgao de tripomastigotas circulantes. Foram
considerados positivos no ESF os animais que apresenta-
ram o parasito em pelo menos uma amostra de sangue. Foi
examinado por esta técnica um total de 131 camundongos.

Hemocultura (HC)

Foi realizada segundo a técnica de Filardi e Brener (1987).
Cerca de 0,4 mL de sangue coletado assepticamente do
seio venoso retro-orbital de camundongos foi distribuido
em dois tubos, cada um com 3 mL de meio LIT. As HCs fo-
ram realizadas 60 e 140 d.a.i., ou seja, durante as fases
aguda e cronica da infeccao experimental, respectivamen-
te. Os tubos eram incubados a 28°C e examinados com 30,
45, 60 e 90 dias para a pesquisa das formas parasitarias. Foi
submetido a este teste um total de 123 animais.

Teste imunoenzimatico (ELISA)

Foi utilizada a metodologia de Voller et al. (1980) modifica-
da. Foi utilizado antigeno alcalino obtido de cultura em meio
LIT na fase exponencial de crescimento (Victor e Chiari,
1987), da cepa Y, a qual é classificada como T. cruzi Il (Fer-
nandes e Campbell, 2000) e conjugado anti-IgG de camun-
dongo marcado com peroxidase (Sigma). Foram utilizadas
amostras de soro obtidas a partir do sangue coletado do seio
venoso retro-orbital no 120° d.a.i e no 290° d.a.i, diluidas a
1:40 em PBS. Os soros de camundongos com valores de ab-
sorbancia inferior ao discriminante (média dos valores de
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dez soros controle negativos somadas ao valor de duas vezes
o desvio padrao) foram considerados negativos. Foi exami-
nado por esta técnica um total de 108 camundongos.
Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR foi processada segundo protocolo de Gomes et al.
(1998). Todas as etapas foram realizadas em ambientes se-
parados, utilizando reagentes, materiais e equipamentos
exclusivos de cada local de trabalho. Foram utilizados os
iniciadores 121 (5’'AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATG-
CATGA3') e 122 (5'GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATA-
TA 3') descritos por Wincker et al. (1994), que amplificam
um fragmento de 330 pares de base (pb). A mistura de
reacao foram acrescentados 30 pL de 6leo mineral e apli-
cados 35 ciclos de amplificagdo em um termociclador (MJ
Research, PTC-150). As condi¢oes da reagao foram: desna-
turacao do DNA a 95°C por 1 minuto (com etapa inicial
mais longa por 5 minutos), anelamento dos iniciadores a
65°C por 1 minuto e extensao a 72°C por 1 minuto (com
etapa final de 10 minutos). Como controle positivo da PCR
foi utilizado 10 pg de DNA da cepa PR-379 de T. cruzi e co-
mo controle negativo (branco) todos os reagentes da
reacao sem DNA.

Obtencao das amostras para PCR: Duzentos microlitros de
sangue de cada animal foram coletados do plexo retro-or-
bital. A eles foi acrescentado o dobro de volume de Guani-
dina/EDTA 6,0M/0,2M (G/E 6,0M/0,2M). A mistura foi
conservada a temperatura ambiente (Avila et al., 1991).
Uma semana apds a coleta, o lisado foi fervido por 7 minu-
tos e também mantido a temperatura ambiente. Os mes-
mos 131 camundongos submetidos ao ESF foram também
analisados pela PCR e as amostras de sangue coletadas no
60° e 140° d.a.i..

Extracao de DNA: De cada amostra foi retirada uma ali-
quota de 100uL e a extracao foi realizada segundo o proto-
colo de Wincker et al. (1994), com algumas modificacoes
introduzidas por Gomes et al. (1998). Durante esta etapa,
para cada grupo de quatro amostras, foram acrescentados
um controle negativo (sangue de camundongo nao infecta-
do) e um controle positivo (DNA de sangue de camundon-
go infectado com a cepa Y de T. cruzi).

Eletroiorese e revelacao dos produtos: O DNA amplifica-
do pela PCR foi visualizado por eletroforese em gel de po-
liacrilamida a 4,5% revelado pela prata (Santos et al.,
1993). Foi utilizado padrao de peso molecular DNA Ladder
de 100pb. Amostras de camundongos que apresentaram a
banda de 330 pb no gel foram consideradas PCR positivas.
Analise estatistica

Os resultados da PCR obtidos para cada animal foram com-
parados com os resultados do ESF, da HC e da ELISA. Foi
utilizado o teste Q de Cochran para comparar a positivida-
de das diferentes técnicas utilizadas. Para comparacdo da
positividade entre os genétipos foi utilizado o teste do qui-
quadrado (x?). Foi utilizado o software Statistica versao 6.0
(StatSoft, Inc., 2001).

RESULTADOS

A positividade geral da PCR (100%) foi significativamente
superior a da ELISA (94,44%) que, por sua vez, foi maior
que a da HC (78,86%) que foi maior que a positividade do
ESF (73,28%) (Tabela 1).

A maior variacao de positividade ocorreu com o ESF: de
56,66%, para camundongos inoculados com clones perten-
centes ao genétipo 32, a 90,24 %, para aqueles inoculados
com clones do genétipo 20 (Tabela 1). Em relacao a HC, a
positividade variou de 60,60% a 90,24 %, para camundon-
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gos inoculados com os genétipos 39 e 20, respectivamente.
A positividade da ELISA variou de 86,36%, para camun-
dongos inoculados com clones pertencentes ao genétipo
32, a 100%, para os camundongos inoculados com os geno-
tipos 19 e 20 (Tabela 1).
TABELA |
Resultados da reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
exame de sangue a fresco (ESF), hemocultura (HC) e teste
imunoenzimatico (ELISA) em amostras de sangue de camun-
dongos BALB/c infectados com clones de Trypanosoma
cruzi pertencentes aos genétipos 19, 20, 39 e 32.

Genotipo de
T cruzi N°ESF + (%) N°HC + (%) N° ELISA + (%) N°PCR + (%)
19 19/25 (76,00) 17/19 (89,47)  20/20 (100,00)  25/25 (100,00)
20 37/41(90,24)  37/41 (90,24)  39/39 (100,00)  41/41 (100,00)
39 23/35 (65,71)  20/33 (60,60) 24/27 (88,88) 35/35 (100,00)
32 17/30 (56,66)  23/30 (76,66) 19/22 (86,36) 30/30 (100,00)
Total 96/131 (73,28) 97/123 (78,86) 102/108 (94,44) 131/131(100,00)

N° PCR, ESF, HC e ELISA+ = nimero de camundongos positivos sobre o total analisado.

A positividade da PCR foi a mesma (100%) para camun-
dongos infectados com os diferentes genétipos (Tabela 1).
Nao foram observadas diferencas significativas, na positi-
vidade da HC e da PCR, entre as fases aguda (60 d.a.i.) e
cronica (140 d.a.i.) da infec¢do. Da mesma forma, a positi-
vidade da ELISA nao variou entre as fases aguda e cronica
da infeccao (dados nao mostrados).

A tabela 2 apresenta as comparacdes estatisticas, dentro de
cada gendtipo, entre as técnicas realizadas. Foi verificada
que em camundongos infectados com clones do genétipo
19 a positividade da PCR foi igual a da ELISA que, por sua
vez, foi maior que a da HC que foi maior que a do ESF
(p<0,01). Na comparacao dois a dois, essas diferencas fo-
ram significativas apenas entre PCR e ESF (p<0,05).

Nos animais infectados com o genétipo 20, a positividade da
PCR também foi igual a da ELISA que foi maior que a da HC
que foi igual a do ESF (p<0,05). Essas diferencas foram sig-
nificativas entre PCR e HC e PCR e ESF (p<0,05) (Tabela 2).
Nos animais infectados com os genétipos 39 e 32, a positivi-
dade da PCR foi maior que a da ELISA, HC e ESF (p<0,01).
Essas diferencas foram significativas entre PCR e HC (p<0,05)
e PCR e ESF (p< 0,05) para o genétipo 39 e entre PCR e HC
(p<0,01) e PCR e ESF (p<0,001) para o genétipo 32 (Tabela 2).

TABELA |
Comparacoes estatisticas entre a positividade da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e das demais técnicas utilizadas
no diagnéstico de camundongos experimentalmente infecta-
dos com clones de Trypanosoma cruzi pertencentes aos
genétipos 19, 20, 39 e 32.

Gendtipo PCR X ESF PCR X HC PCR X ELISA
19 <0,05 NS NS
20 <0,05 < 0,05 NS
39 <0,05 <0,05 NS
32 < 0,001 <0,01 NS

Teste Q de Cochran NS (diferenca nao significativa)
p<0,05, p<0,01 ou p<0,001 (diferenca significativa)
ESF: exame de sangue a fresco; HC: hemocultura; ELISA: teste imunoenzimatico.
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DISCUSSAO

Existe atualmente um arsenal de técnicas laboratoriais pa-
ra o diagnéstico da doenca de Chagas humana. No entan-
to, poucos trabalhos sobre seu diagnéstico levaram em
consideracao a diversidade genética do agente etiolégico
T. cruzi que estd infectando o hospedeiro. Vdrias publi-
cacoes recentes tém demonstrado associacao estatistica
entre divergéncia filogenética e propriedades biolégicas
dos gendtipos de T. cruzi (Revollo et al., 1998; Toledo et al.,
2002 e 2003).

Quando se pretende incluir uma nova técnica de diagnos-
tico na rotina de Analises Clinicas, deve-se ainda observar
sua eficdcia quanto a sensibilidade e especificidade, sendo
que a mesma deve ser preferencialmente de baixo custo,
baixa complexidade e deve despender o minimo de tempo
para se alcancar o resultado desejado (Marcon et al., 2002).
Técnicas como ESF e HC baseiam-se na pesquisa, respec-
tivamente, direta e indireta do parasito no sangue de indi-
viduos infectados e sdo uma necessidade premente para a
confirmacao diagnéstica da infeccao chagasica. No entan-
to, apresentam baixa sensibilidade e, no caso da HC, além
de ser laboriosa, consume periodos longos de até 120 dias
(Castro et al., 2002).

Em relacdo a técnica de ELISA, resultados contraditérios
tém sido observados por véarios laboratérios (Guastini et al.,
1995; Salles et al., 1996). A razao para esses resultados dis-
crepantes parece estar relacionada com a complexidade
antigénica do T. cruzi e a heterogeneidade das populacoes
do parasito (Andrade, 1985). Esse fato aponta a necessida-
de de padronizacao de procedimentos e de reagentes mo-
leculares bem definidos.

No presente trabalho, para a realizacao do teste de ELISA,
foi utilizado antigeno de T. cruzi II (cepa Y) e, ao contrério
do que se esperava, foi observada maior positividade do
teste nos animais infectados com genétipos de T. cruzi I
Este resultado pode ser explicado em parte pelo fato dos
animais infectados com clones pertencentes aos genétipos
39 e 32 (T. cruzi II) apresentarem parasitemias significati-
vamente mais baixas (Toledo et al., 2002) levando a uma
menor producao de anticorpos. Uma maior suscetibilidade
a resposta imune apresentada por clones do grupo genéti-
co 39, inferida a partir da baixa positividade na hemocul-
tura, ja foi demonstrada por Lana et al. (2000). Da mesma
forma, foi constatado que camundongos infectados com o
genoétipo 32 apresentaram producao de anticorpos relativa-
mente menor, o que levou a uma baixa positividade nos
testes sorologicos (Toledo, 2001).

Apesar de a PCR ainda ser uma metodologia relativamen-
te cara, sua alta capacidade de deteccao de DNA de T. cru-
zi no sangue de camundongos foi comprovada no presente
estudo, em outros modelos experimentais, como o cao
(Araujo et al., 2002), e também no sangue de humanos
(Avila et al., 1993; Britto et al., 1995; Castro et al., 2002; Go-
mes et al., 1998). Estes resultados credenciam seu uso co-
mo teste confirmatério em bancos de sangue, nos candida-
tos a doadores com resultado sorolégico duvidoso ou posi-
tivo e também no monitoramento de pacientes e animais
tratados etiologicamente.

Os resultados obtidos para a PCR por vérios autores (Go-
mes et al., 1998; Marcon et al., 2002; Castro et al., 2002)
mostraram uma variacao de 44,7 a 100% de positividade
em pacientes chagdsicos. A alta sensibilidade da PCR em
camundongos infectados com T. cruzi obtida no estudo atu-
al contrasta com os resultados de outra publicacao com o
mesmo modelo animal em que se obteve sensibilidade
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bem inferior (40%) (Camandaroba et al., 2003). A diferenca
de resultados se deve aos diferentes protocolos utilizados.
No trabalho atual os produtos amplificados foram visuali-
zados em gel de poliacrilamida, de acordo com o protocolo
de Gomes et al. (1998) embora a eletroforese em gel aga-
rose corado com brometo de etidio seja a comumente usa-
da para detectar DNA de T. cruzi (Miyamoto et al., 2006).
Embora esse estudo tenha sido realizado em modelo expe-
rimental animal, os resultados mostram o potencial da téc-
nica de PCR no diagnéstico dos diferentes grupos genéti-
cos de T. cruzi. Devido a sua alta sensibilidade e especifici-
dade em relacao aos demais testes utilizados no diagnésti-
co laboratorial da doenca de Chagas, € importante a in-
clusdo dessa metodologia como método confirmatério em
pacientes com provas sorolégicas duvidosas.

AGRADECIMENTOS

Ao Michel Tibayrenc do Centre d'Etudes sur le Polymor-
phisme des Microorganismes do Institute de Recherche
pour le Développement (IRD), Montpellier, France, pela
concessao dos clones de Trypanosoma cruzi.

REFERENCIAS

Andrade SG. Morphological and behavioural characterization of Trypanosoma
cruzi strains. Rev Soc Bras Med Trop, 18:39-46, 1985.

Anonymous International Symposium to commemorate the 90th anniversary of
the discovery of Chagas disease. Recommendations from a Satellite Mee-
ting, Rio de Janeiro, Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz 94 (Suppl. I), p. 429-432.
1999.

Aratjo FMG., Bahia MT., Magalhdes NM., Martins-Filho OA., Veloso VM., Car-
neiro CM., Tafuri WL., Lana M. Follow-up of experimental chronic Chagas’ di-
sease in dogs: use of polymerase chain reaction (PCR) compared with para-
sitological and serological methods. Acta Trop, 81: 21-31, 2002.

Avila HA, Pereira JB, Thiemann O, Paiva E, Degrave W, Morel CM, Simpson L.
Detection of Trypanosoma cruzi in blood specimens of chronic chagasic pa-
tients by polymerase chain reaction amplification of kinetoplast minicircle
DNA: comparison with serology and xenodiagnosis. J Clin Microbiol, 31:
2421-2426, 1993.

Avila HA, Sigman D, Cohen L, Millikan R, Simpson L. Polymerase chain reacti-
on of Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle DNA isolated from whole blo-
od lysate: diagnosis of chronic Chagas' disease. Mol Biochem Parasitol, 48:
211-222, 1991.

Brener Z. Therapeutic activity and criterion of cure on mice experimentally in-
fected with Trypanosoma cruzi. Rev Inst Med Trop, 4: 389-396, 1962.

Britto C, Cardoso MA, Vanni C, Hasslocker-Moreno A, Xavier S, Oeleman W,
Santoro A, Pimez C, Morel CM, Wincker P. Polymerase chain reaction detec-
tion of Trypanosoma cruzi in human blood samples as a tool for diagnosis
and treatment evolution. Parasitology, 110, 241-247, 1995.

Camandaroba ELP, Reis EAG, Gongalves MS, Reis MG, Andrade SG. Trypano-
soma cruzi: susceptibility to chemotherapy with benznidazole of clones iso-
lated from the highly resistant Colombian strain. Rev Soc Bras Med Trop,
36(2): 201-209, 2003.

Castro AM, Luquetti AO, Rassi A, Rassi GG, Chiari E, Galvao LM. Blood cultu-
re and polymerase chain reaction for the diagnosis of the chronic phase of
human infection with Trypanosoma cruzi. Parasitol Res, 88(10): 894-900,
2002.

Fernandes O, Campbell DA. Trypanosoma cruzi: cepas de elei¢do. In: Aradjo-
Jorge, T.C., Castro, S.L. (Eds.), Doenca de Chagas: manual para experimen-
tagcdo animal. Ed. Fiocruz, Rio de Janeiro, p. 178-181, 2000.

Filardi LS, Brener Z. Susceptibility and natural resistance of Trypanosoma cruzi
strains to drugs used clinically in Chagas disease. Trans R Soc Trop Med
Hyg, 81: 755-759, 1987.

Gomes ML, Galvao LMC, Macedo AM, Pena SDJ, Chiari E. Comparative analy-
sis among parasitologic, molecular and serologic tests in chronic Chagas di-
sease diagnosis. Am J Trop Med Hyg, 60 (2): 205-210, 1999.

Gomes ML, Macedo AM, Vago R, Pena SDJ, Galvao LMC, Chiari E. Trypanoso-
ma cruzi: optimization of polymerase chain reaction for detection in human
blood. Exp Parasitol, 88: 28-33, 1998.

278

Grijalva MT, Rowland EC, Powell MR, McCormick TS. Escalante L. Blood do-
nors in a vector-free zone of Equador potentially infected with Trypanosoma
cruzi. Am J Trop Med Hyg, 52: 360-363, 1995.

Guastini CMF, Sartori AMC, Lopes MH, lanni BM, Salles N, Amato-Neto V, Shi-
kanai-Yasuda MA. Reagdes soroldgicas inconclusivas para doenga de Cha-
gas. Rev Soc Bras Med Trop, 28 (sup1):125, 1995.

Junqueira ACV, Chiari E, Wincker P. Comparation of polymerase chain reaction
with two classical parasitological methods for diagnosis of Chagas disease
patients in a northeastern endemic region of Brazil. Trans R Soc Trop Med
Hyg, 90, 129-132. 1996.

Lana M, Pinto AS, Bastrenta B, Barnabe C, Noel S, Tibayrenc M. Trypanosoma
cruzi: Infectivity of clonal genotypes infections in acute and chronic phases
in mice. Exp Parasitol, 96, 61-66. 2000.

Marcon GE, Andrade PD, De Albuquerque DM, Wanderley JDAS, De Almeida
EA, Guariento ME, Costa SC. Use of a nested polymerase chain reaction (N-
PCR) to detect Trypanosoma cruzi in blood samples from chronic chagasic
patients and patients with doubtful serologies. Diagn Microbiol Infect Dis 43
(1), 39-43. 2002.

Miyamoto CT, Gomes ML, Marangon AV, Aradjo SM, Bahia MT, Lana M, Toledo
MJO. Trypanosoma cruzi: Sensitivity of the polymerase chain reaction for de-
tecting the parasite in the blood of mice infected with different clonal genoty-
pes. Exp Parasitol, 112, 198-201. 2006.

Revollo S, Oury B, Laurent JP, Barnabé C, Quesney V, Carriére V, Noél S, Tibay-
renc M. Trypanosoma cruzi: impact of clonal evolution of the parasite on its
biological and medical properties. Exp Parasitol, 89, 30-39. 1998.

Saldana A, Souza OE. Trypanosoma rangeli: epimastigote immunogenicity and
cross-reaction with Trypanosoma cruzi. J Parasitol, 82, 363-366. 1996.

Salles NA, Sabino EC, Cliquet MG, Eluf-Neto J, Mayer A, Aimeida-Neto C, Men-
donca MC, Dorliach-Llacer P, Chamone DF, Saez-Alquezar A. Risk of expo-
sure to Chagas disease among seroreactive Brazilian blood donors. Transfu-
sion, 33: 969-973. 1996.

Santos FR, Pena SDJ, Epplen JT. Genetic and population study of a Y-linked te-
tranucleotide repeat DNA polymorphism with a simple non-isotopic techni-
que. Hum Genet, 90, 655-656. 1993.

Souto RP, Fernandes O, Macedo AM, Campbell DA, Zingales B. 1996. DNA
markers define two major phylogenetic lineages of Trypanosoma cruzi. Mol
Biochem Parasitol, 83, 141-152.

Tibayrenc M. Population genetics of parasitic protozoa and other microoga-
nisms. Adv Parasitol, 36, 47-115. 1995.

Tibayrenc M, Ayala FJ. Isozyme variability in Trypanosoma cruzi, the agent of
Chagas' disease: genetical, taxonomical, and epidemiological significance.
Evolution, 42, 277-292. 1988.

Toledo MJO, Lana M, Carneiro CM, Bahia M T, Machado-Coelho GLL, Veloso V
M, Barnabé C, Tibayrenc M, Tafuri WL. Impact of Trypanosoma cruzi clonal
evolution on its biological properties in mice. Exp Parasitol, 100, 161-172.
2002

Toledo MJO. Comportamento biolégico em camundongos de clones de Trypa-
nosoma cruzi pertencentes a diferentes genétipos. Tese de doutorado, Uni-
versidade Federal de Minas Gerais — Belo Horizonte, MG, Brasil. 2001.

Toledo MJO, Bahia MT, Carneiro CM, Martins-Filho OA, Tibayrenc M, Barnabé
C, Tafuri WL, Lana M. Chemotherapy with Benznidazole and ltraconazole for
Mice infected with different Trypanosoma cruzi Clonal Genotypes. Antimi-
crob Agents Chemother, Washington USA, 47, n. 1, p. 223-230, 2003.

Victor R, Chiari E. Avaliacdo de antigenos de Trypanosoma cruzi para reagao de
hemoaglutinacdo indireta em diferentes extratos antigénicos. Rev Inst Med
Trop Sé&o Paulo 29, 6531-6535. 1987.

Vinhais MC, Schofield CJ. Trypanosomiasis control: surmounting diminishing
returns. Trends Parasitol, 19, 112-113. 2003.

Voller A, Bidwell D, Bartlet A. Enzyme linked immunosorbent assay. In: Rose,
N.R., Friedman, R. (Eds.), Manual of Clinical Immunology. Ed. American So-
ciety for Microbiology, USA, pp. 359-371. 1980.

Wincker P, Britto C, Pereira JB, Cardoso MA, Oelemann W, Morel CM. Use of a
simplified polymerase chain reaction procedure to detect Trypanosoma cru-
zi in blood samples patients in a rural endemic area. Am J Trop Med Hyg, 51,
771-777.1994.

ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:
Max Jean O. Toledo

Fone: 44-3261 4877; Fax: 44-32614490.

E-mail: mjotoledo@uem.br

RBAC, vol. 39(4): 275-278, 2007



Avaliacao do nivel sérico de antigeno prostatico
especifico (PSA) em pacientes da cidade de
Campo Mourao-PR

Evaluation of the serum level of prostate-specific antigen (PSA) in patients from the city of
Campo Mourao - PR
Thessa Nogueira Gongalves & Sidney Edson Mella Junior

ﬁ?ESUMO - (Objetivo) O Antigeno Prostatico Especifico (PSA) é considerado o mais importante marcador para detectar, estagiar e mo-\
nitorizar o cancer de préstata. Assim, realizou-se este estudo com objetivo de avaliar os niveis séricos de PSA em pacientes usuarios
de um laboratério de analises clinicas da cidade de Campo Mourao, correlacionando com os valores de referéncia e idade. (Métodos)
Foram analisados os resultados dos exames de PSA de 437 pacientes usudrios de um laboratério de andlises clinicas privado, corres-
pondendo a totalidade dos exames realizados no periodo de julho a dezembro de 2005. (Resultados) Em relacao aos valores de PSA,
388 pacientes (88,8%) apresentaram valores de PSA entre 0 — 4,0 ng/mL, 34 pacientes (7,8%) valores entre 4,1 — 10,0 ng/mL, 10 paci-
entes (2,3%) valores entre 10,1 — 20,0ng/mL e 5 pacientes (1,1%) portavam valores de PSA > 20ng/mL. A idade dos pacientes variou
entre 27 a 91 anos (média de 56 anos). (Conclusdo) Através dos achados do presente estudo, observa-se que o nivel médio de PSA
aumenta de acordo com a idade. Desta forma, torna-se importante, a utilizacao do PSA em associagao com outros métodos diagnosti-
cos na deteccgao precoce de patologias malignas da préstata.

PALAVRAS-CHAVE - Cancer de prostata. Antigeno prostatico especifico. Idade. Prevaléncia. Diagnéstico. Y,

SUMMARY - (Objective) The prostate-specific antigen (PSA) is considered the most important marker to detect, classify and monito-
rize the prostate cancer. Thus, it was accomplished this study with the objective of evaluate the serum levels of PSA in patients users
of a laboratory for clinical analysis in the city of Campo Mourdo, making the correlation to reference values and age. (Methods) It was
analysed the results of the exams performed within july and december of 2005. (Results) Related to the PSA values, 388 patients
(88,8%) presented values of PSA between 0-4ng/mL, 34 patients (7,8 %) values between 4,1-10,0ng/mL, 10 patients (2,3%) values bet-
ween 10,1-20,0ng/mL and 5 patients (1,1%) presented PSA values of 20ng/mL. The age of the patients ranged between 27 to 91 ye-
ars old (average of 56 years old). (Conclusion) As a result of the present study, it's clear that the mean level of PSA increase according
to the age. Thus, it's relevant the use of PSA associated with other methods of diagnosis in the early diagnosis of malign pathology of

prostate.

\KEYWORDS - Prostate cancer. Prostate-specific antigen. Age. Prevalence. Diagnosis. Y,

INTRODUCAO

cancer de prostata é a doenga maligna mais comum do

homem nos Estados Unidos e a segunda causa mais
comum de morte por cancer®. No Brasil, sequndo dados ofi-
ciais fornecidos pelo Instituto Nacional do Cancer — INCA,
o numero de casos novos de cancer de prostata estimados
para 2006 foi de 47.280. Estes valores correspondem a um
risco estimado de 51 casos novos a cada 100.000 homens,
ficando o cancer de préstata em segundo lugar apés o can-
cer de pele ndo melanoma, cuja incidéncia é de 61 casos
novos a cada 100.000 homens. Representa 15,3% de todos
os casos incidentes de cancer em paises desenvolvidos e
4,3% dos casos em paises em desenvolvimento®. A taxa de
mortalidade bruta vem apresentando um ritmo de cresci-
mento acentuado passando de 3,73/100.000 homens em
1979 para 8,93/100.000 homens em 1999, o que representa
uma variacao percentual relativa de 139%’.
A idade é um marcador de risco importante uma vez que tan-
to a incidéncia quanto a mortalidade aumentam exponenci-
almente apés 50 anos’. E considerado um cancer da terceira
idade, uma vez que cerca de 75% dos casos no mundo ocor-
rem a partir dos 65 anos®. Parece existir uma contribuicao he-
reditdria para o aparecimento da doenca, na medida em que
individuos cujos pais ou irméos tenham tido cancer de prés-
tata apresentam risco maior de desenvolver a doenca".
A incidéncia e a taxa de mortalidade sdo maiores em ne-
gros do que em brancos norte-americanos e vem aumen-
tando com o decorrer do tempo. No Brasil, o carcinoma cli-
nico da préstata também é mais comum em individuos ne-
gros ou pardos®.

Dietas ricas em gordura, sobretudo as gorduras saturadas
(origem animal), e dietas ricas em carne podem "“facilitar”
o surgimento do cancer de préstata. O licopeno, em consu-
mo regular e freqiiente de tomates, o selénio e a vitamina
E podem “dificultar” o surgimento deste cancer".

O céancer de prostata é uma patologia que pode ser detec-
tada precocemente através de métodos diagnésticos de tri-
agem. Especula-se que o aumento da incidéncia seja par-
cialmente devido a uma melhor identificacao de casos sub-
clinicos, facilitada pela expansao do uso do teste de antige-
no prostatico especifico (PSA) *® entre os homens acima dos
50 a 60 anos de idade.

O PSA é uma protease da familia da calicreina, produzida
pelo epitélio da préstata, cuja funcao é solubilizar o esper-
ma apo6s a ejaculacao. Eleva-se frequentemente na hiper-
plasia benigna, na prostatite e, principalmente, com altos
niveis séricos nos portadores do carcinoma da préstata'. O
nivel mais aceito como limite superior da normalidade pa-
ra o PSA é de 4ng/ml*.

De acordo com a Sociedade Americana de Cancerologia,
para a deteccao precoce do cancer em individuos sem sin-
tomas preconiza-se o toque retal e o PSA sérico anuais a
partir de 50 anos de idade e com expectativa de vida de pe-
lo menos 10 anos e a partir dos 45 anos em homens perten-
centes a grupos de risco’. A combinacao dos niveis séricos
de PSA com o toque retal é a maneira mais eficaz de iden-
tificacdo da existéncia de carcinoma prostdtico nos pacien-
tes®. Estes exames, além do baixo custo, possuem boa sen-
sibilidade e especificidade. Estudos recentes sugerem que
a triagem de homens em idade acima de 50 anos através
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do toque retal e do PSA diminui a incidéncia de doenca
tardia com influéncia nas taxas de mortalidade, na medida
em que o cancer de proéstata pode ser curdvel, desde que
diagnosticado precocemente®.

O uso do PSA para detectar cancer de préstata é uma pra-
tica mundial. Recentemente estudos epidemiol6gicos mos-
traram uma diminuicao na mortalidade por esta doenca de
mais de 20%, onde o PSA foi rotineiramente dosado'. O
PSA é de grande utilidade clinica, pois serve para detecgao
precoce do carcinoma prostatico, estadiamento da neopla-
sia, avaliacdo prognéstica e monitorizacdao da resposta te-
rapéutica®. Desta forma, o PSA é considerado o mais impor-
tante marcador para detectar, estagiar e monitorizar o can-
cer de prostata’.

Atualmente é atribuido ao PSA o indice recorde do cancer
interno mais diagnosticado no homem e que identifica
mais de 80% dos novos casos de doenca localizada'. Com
o objetivo de avaliar os niveis séricos de antigeno prostati-
co especifico em pacientes usudrios de um laboratério de
andlises clinicas da cidade de Campo Mourao, correlacio-
nando com os valores de referéncia e idade, foi realizado o
presente estudo.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacao deste estudo, foram analisados os resultados
dos exames de PSA de 437 pacientes usudrios de um laboraté-
rio de anadlises clinicas privado, correspondendo a totalidade
dos exames realizados no periodo de julho a dezembro de 2005.
A dosagem do PSA foi realizada pela técnica de quimiolu-
minescéncia, utilizando-se o aparelho Immulite® (Diag-
nostic Products Corporation — Los Angeles), com resultados
em ng/mL. O laboratério possui controle de qualidade in-
terno e externo, sendo integrante do Programa Nacional de
Controle de Qualidade (PNCQ), da Sociedade Brasileira de
Andlises Clinicas (SBAC).

Para a obtencdao dos dados foi utilizado o programa Hot
Soft - Sistema Lab Plus de Gerenciamento para Laborat6-
rio. Os dados foram compilados no programa Microsoft Ex-
cel for Windows e os resultados estratificados através do
programa SPSS 12.0 for Windows.

RESULTADOS

Apbs a andlise dos resultados, procedeu-se a distribuicao
dos pacientes correlacionando a faixa etaria e os niveis sé-
ricos de PSA (Tabela 1).

TABELA |
Correlacao entre niveis séricos de PSA e
faixa etaria dos pacientes.

Faixa PSA PSA PSA PSA
Etaria 0-4,0 4,1 -10,0 10,1 -20,0 >20,0

=30 3 0 0 0
31 -40 27 0 0 0
41 - 50 121 1 2 0
51 - 60 109 1 3 0
61 -70 82 13 1 0

>70 46 9 4 5
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Em relacao aos valores de PSA, 388 pacientes (88,8%)
apresentaram valores de antigeno prostatico especifico en-
tre 0 — 4,0 ng/mL, 34 pacientes (7,8%) valores entre 4,1 —
10,0 ng/mL, 10 pacientes (2,3%) valores entre 10,1 —
20,0ng/mL e 5 pacientes (1,1%) portavam valores de PSA
>20ng/mL. Os valores extremos de PSA foram
<0,003ng/mL (limite inferior de deteccao do método) e
>20,0ng/mL (limite superior). A média de 2,08 ng/mL. Os
resultados estao apresentados na Figura 1.

@ 0-4,0ng/mL

= 4,1-10,0ng/mL
0 10,1-20,0ng/mL
O >20,0ng/mL

88,8%

Figura 1 - Distribuicao dos valores de PSA na populacao estudada

A idade dos pacientes variou entre 27 a 91 anos (média de
56 anos). As faixas etarias dos pacientes e sua relagao com
os niveis de PSA (superior ou inferior a 4ng/mlL) encon-
tram-se na Figura 2. As médias do PSA em relacao as fai-
xas etdrias dos pacientes estdo representadas na Figura 3.
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Figura 2 - Correlacao entre faixa etaria e niveis de PSA (maior
ou menor que 4,0ng/mL) na populacao estudada
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Figura 3 - Correlacao entre faixa etaria e média dos niveis de PSA

DISCUSSAO

No Brasil, de acordo com informacées do Ministério da
Satde em 2005, hd aproximadamente 23 milhées de ho-
mens entre 40 e 79 anos de idade. Entre estes homens, e se
noés aplicarmos as estatisticas mundiais para o nosso pais,
aproximadamente 92% dos homens tem PSA < 4ng/mL.
Dos 8% de individuos com PSA > 4, n6s encontraremos
25% ou 500.000 homens com cancer de prostata’.
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Realizar a triagem do PSA em homens jovens pode ajudar
a estratificar o risco de uma eventual deteccdo de cancer
de prostata. Através da identificacdo de homens mais jo-
vens com risco de cancer de préstata, torna possivel o uso
de estratégias mais preventivas e efetivas na patogénese,
para assegurar diagnéstico precoce e permitir um trata-
mento no tempo correto’. Estudos demonstraram que o
PSA pré-operatoério pode predizer a existéncia de doenca
extraprostatica (invasao tumoral da gordura periprostética
e/ou invasao de colo vesical e/ou invasao das vesiculas se-
minais e/ou linfonodos pélvicos positivos)®.

O nivel médio de antigeno prostatico especifico para ho-
mens saudaveis com idades entre 40 e 49 anos tem sido re-
latado como ser de 0,6 a 0,83 ng/mL e 0,7 a 1,23ng/mL pa-
ra homens com idade de 50 a 59°.

Aproximadamente 30% dos pacientes com PSA entre 4 —
10ng/mL contém adenocarcinoma de préstata enquanto
20% dos tumores ocorrem em pacientes com PSA <
4ng/mL. O exame digital retal nao revela suspeita de car-
cinoma de préstata em 96% dos pacientes com PSA entre
2,5 — 4ng/mL". Para aumentar as possibilidades reais de
cura é indicado a biépsia da préstata em homens com PSA
entre 2,5 - 4,0 ng/mL*.

A incidéncia de cancer de préstata é altamente superior
quando pacientes com exame digital retal normal sao sele-
cionados para bidpsia da prostata devido a niveis de PSA
acima de 4 ou PSA livre e total (F/T PSA) menor que 15%
ou velocidade do PSA maior que 25% ao ano ou alto valor
de PSA por idade, quando observado exclusivamente por
niveis de PSA sérico. O uso da proporcao de F/T PSA en-
tre homens com niveis de PSA entre 2 e 10ng/mL pode re-
duzir o nimero de biépsias desnecessérias enquanto man-
tém alta taxa de deteccdo do cancer”.Tumores nao palpa-
veis apresentam maiores chances de cura quando o PSA é
inferior a 4 ng/mlL>°.

O volume da préstata afeta a sensibilidade e especificidade
do PSA. A especificidade do PSA é maior a um nivel de re-
ducao de 4ng/mL do que a 2,5ng/mL. No entanto, este pon-
to de reducgéo esta associado a uma sensibilidade mais baixa
levando a um diagnéstico errado de 14,5% de neoplasias*'.
Através dos achados do presente estudo, fica claro que o
nivel médio de antigeno prostatico especifico aumenta de
acordo com a idade. A analise revelou que os pacientes
com até 40 anos apresentaram somente valores de PSA en-
tre 0 - 4ng/mL ,apresentaram valores acima de 4ng/ml so-
mente os pacientes acima de 41 anos de idade e apenas os
pacientes com idade acima de 70 anos apresentaram PSA
>20ng/mL. Uma correta interpretacao deste exame, com a
utilizacao de outros métodos diagnoésticos paralelos, torna-
se importante para o correto diagndstico das patologias
malignas da prostata, pois altos niveis de PSA em pacien-
tes jovens podem indicar precocemente estas condicoes.
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Influéncia do Uso Continuado de Fluoxetina nas
Dosagens Séricas de Prolactina em Mulheres*

Influence of the Continuous Use of Fluoxetin in the Meansurement of Serum Prolactin in Women*

Carlos Eduardo Leite’, Fernanda B Nunes? Melissa G S Pires®, Adroaldo Lunardelli*, Francisco R
Lhullier’, Maclovia R Martins® & Jarbas R de Oliveira’

/RESUMO - A importéncia da dosagem de prolactina reside principalmente no fato de sua utilizacao diagnostica em alteracoes da hi-\

PALAVRAS-CHAVE - Prolactina, fluoxetina, ISRS, menopausa.

pofise anterior. Alguns medicamentos, como a fluoxetina, podem alterar a secrecao da prolactina. Assim, o foco deste trabalho foi o
de avaliar a real importancia de se considerar o uso da fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina (ISRS), como um
interferente na interpretacao dos valores de dosagens laboratoriais da prolactina em mulheres. Foram analisados dados de 95 mulhe-
res, com idade entre 15 e 70 anos, que realizaram dosagens séricas de prolactina. As mulheres em tratamento com a fluoxetina apre-
sentaram um aumento significativo de prolactina. Este aumento foi maior em mulheres com até 29 anos, onde chegou a niveis consi-
derados patolégicos, diminuindo de uma maneira inversamente proporcional com o aumento da faixa etaria. Acima dos 45 anos, on-
de a maioria das mulheres encontra-se na menopausa, os valores de prolactina nao se alteram com o uso da fluoxetina.

%

change with the use of the fluoxetine.
KEYWORDS - Prolactin, fluoxetine, SSRI, menopause.

/' SUMMARY - The importance of the prolactin dosage is mainly in its diagnostic use in alterations of the previous hypophysis. Some
drugs, as the fluoxetine, can alter the secretion of the prolactin. Thus, the focus of this work was evaluating to real importance of con-
sidering the use of the fluoxetine, a selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI), as an interferential in the interpretation of the valu-
es of laboratory dosages of the prolactin in women. Ninety five women's data were analyzed, with age among 15 and 70 years, that
accomplished dosages of the serum prolactin. There are significant increases of prolactin in women in treatment with the fluoxetine.
This increase was larger in women with up to 29 years, that arrived at levels considered pathological, decreasing inversely proportio-
nal with the increase of the age group. Above the 45 years, where most of the women are in the menopause, the prolactin values don't

v

INTRODUGAO

Os horménios peptidicos da hipéfise anterior sdo essen-
ciais para a regulagao do crescimento, reproducao e o
metabolismo. Sua sintese e secrecao sao controladas por
hormoénios de origem hipotalamica, horménios das glandu-
las endécrinas periféricas, doencas e muitos farmacos. A
compreensao dessas interacoes sao valiosas no diagnoéstico
e no tratamento dos disturbios enddcrinos e na previsao de
alguns dos efeitos colaterais dos fdrmacos que afetam este
sistema (Ascoli, 1996).

A prolactina é uma proteina da familia de hormoénios soma-
totrépicos (Ascoli,1996) constituida por 199 aminodcidos e
trés pontes bissulfidicas (Fuchs, 1998). E liberada por célu-
las especializadas da hipofise anterior, os lactotréfos (Free-
man, 2000; Peterson, 2001). Existem vérias formas estrutu-
rais de sua molécula, mas a forma biologicamente ativa e
responsavel pela sua acao é a forma monomérica (small). As
formas de prolactina de maior peso molecular representam
dimeros, polimeros, agregados e espécies ligadas a protei-
nas (Biller, 1998; Frohman, 1995). Para contornar a interfe-
réncia destas prolactinas de maior peso molecular nas dosa-
gens, utilizam-se técnicas de precipitacao com polietileno-
glicol - PEG (Theunissen, 2005; Silva e Lhullier, 2005).

A prolactina tem importante papel na estimulacao da pro-
ducéo de leite durante a fase pés-parto. A sua secrecao fi-
siolégica normal € estimulada principalmente pela gravi-
dez, amamentacdao e manipulacao das mamas, sono e
estresse (Freeman, 2000).

A prolactina aumentada (hiperprolactinemia) pode ser in-
dicio de algum problema. Entre as causas mais freqiientes
dessa elevacao estdao o hipotireoidismo, o uso de medica-

mentos, ovario policistico, estresse, cirrose e tumores de hi-
pofise (Arias Cdu, 2003; Freeman, 2000).

O excesso de prolactina frequentemente estd associado ao
hipogonadismo e/ou galactorréia. Dentre as mulheres com
amenorréia, 10% a 40% apresentam hiperprolactinemia,
enquanto cerca de 30% das mulheres com amenorréia e
galactorréia sao portadoras de tumores hipofisarios secre-
tores de prolactina (Biller, 1998). A hiperprolactinemia po-
de causar menstruacoes irregulares ou infertilidade (Oli-
veira, 2000; Ciccarelli, 2005).

Aumento nos niveis de prolactina ocorre com o uso de um
grande nuimero de medicamentos utilizados no tratamento
de doencas psiquiatricas (Garthwaite, 1979; Freeman, 2000).
A fluoxetina, que é um dos medicamentos responsdveis por
este aumento (Meltzer, 1997), foi introduzida no uso clinico
para o tratamento de pacientes com depressao em 1988. Des-
de 14, tem se tornado o medicamento antidepressivo mais
prescrito no mundo (Rossi, 2004; Storustovu, 2004). E efetiva
em todos os graus de depressao e é claramente melhor tole-
rada (possui um perfil de efeitos adversos mais brandos) e
confidvel que outros medicamentos antidepressivos.

A fluoxetina é um inibidor seletivo da recaptacao da serotoni-
na, tendo pouco efeito sobre outros neurotransmissores. E bem
absorvida apds administracdo oral, com pico plasmético 6 a 8
horas ap6s administracao. Possui meia-vida de 1 a 4 dias, no
entanto, o metabdlito ativo norfluoxetina tem meia-vida de 7 a
10 dias. Esta longa meia-vida parece proteger contra os efeitos
adversos da retirada do medicamento (Rossi, 2004).

O uso de fluoxetina parece aumentar a liberacao da prolac-
tina, sendo um medicamento com potencial de interferir no
diagnéstico laboratorial da hiperprolactinemia. Desta ma-
neira, o objetivo deste trabalho foi o de avaliar a significan-
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cia de se considerar o uso da fluoxetina como um interfe-
rente na interpretacao dos valores de dosagens laboratori-
ais da prolactina em mulheres.

MATERIAIS E METODOS

Foram analisados dados de 95 mulheres, clientes do Labora-
tério Exame de Novo Hamburgo (RS), com idade entre 15 e
70 anos, que realizaram dosagens séricas de prolactina. Estas
pacientes foram divididas primariamente em dois grupos:
grupo fluoxetina (n=28) que fazia uso do medicamento por
um periodo néo inferior a 30 dias, e grupo controle (n=67)
que nao fazia uso de fluoxetina. Estes pacientes foram agru-
pados em trés intervalos de faixas etdrias: pacientes com ida-
de até 29 anos (n=26: Neontrote= 18, Niwoxetina= 8 ), de 30 a 45 (n=47:
Neontrote= 36, Nauoretina= 11) € acima de 45 anos (n=22: Ncontrote= 8, Natu-
xeine= 14). Devido aos resultados encontrados os pacientes fo-
ram agrupados também, em dois outros grupos: um grupo de
pessoas que de acordo com a entrevista se encontrava na me-
nopausa (n=22: Ncontole= 8, Niuoxetina= 14) € UM grupo na menac-
me (N=73: Ncontrole= 59, Natuoxetina= 14).

Em virtude das variagoes que este hormonio experimenta,
foram usados os seguintes critérios para exclusao de amos-
tras: ingestao de medicamentos antieméticos, antihiperten-
sivos, antihistaminicos, horménios (horménio liberador da
tirotrofina - TRH, estrogénio), psicotrépicos e antidepressi-
vos, bem como certas patologias como a cirrose, insuficién-
cia renal cronica, prolactinomas e hipotireoidismo.

As amostras foram coletadas conforme orientagoes do la-
boratério, observando as seguintes normas: jejum de 8 ho-
ras; coleta somente 2 horas apds despertar, pela manhag; re-
pouso do paciente por 15 minutos antes do inicio da cole-
ta; coleta de 3 amostras com intervalos de 15 minutos entre
cada uma (pool) e a nao realizacdo da coleta apés exerci-
cios fisicos, relacdes sexuais e amamentacao. As coletas fo-
ram realizadas por puncao venosa e neste momento as pa-
cientes responderam a uma entrevista envolvendo caracte-
res clinicos e farmacolégicos.

As dosagens séricas foram realizadas por andlise imunora-
diométrica (IRMA), na Leitora GAMA C12 DPC® com o KIT
para dosagem de prolactina IRMA - DPC®.

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica de vari-
ancia através do método ANOVA com post hoc de LSD
usando o software SPSS (Statiscal Package for the Social
Science) 12.0 e sao expressos por meédia + desvio padrao da
meédia (DP). O nivel de significancia foi definido com P<0,05.

RESULTADOS
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Figura 1-Niveis de prolactina em mulheres com e sem o uso de
fluoxetina. Resultados expressos em média = DP. * P<0,05 em
relacédo ao grupo controle.
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Figura 2 - Niveis de prolactina em mulheres, com e sem o uso da fluo-
xetina em diferentes faixas etarias. Resultados expressos em média
+ DP. * P<0,05 em relacao ao grupo controle. # P<0,05 em relacao ao
grupo fluoxetina de mulheres com até 29 anos e de 30 a 45 anos.
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Figura 3 - Niveis de prolactina em mulheres, com e sem o uso da fluo-
xetina, que encontram-se na menacme e na menopausa.Resultados
expressos em média + DP. * P<0,05 em relacao ao grupo controle. #
P<0,05 em relacao ao grupo fluoxetina na menacme.

O grupo de mulheres que fazia uso da fluoxetina apresen-
tou dosagem sérica de prolactina (13,94 + 8,97 ng/mlL)
mais elevadas do que o grupo controle (9,89 + 4,2 ng/mL).
Dados mostrados na figura 1.

No grupo onde dividimos as faixas etdrias (figura 2), as mu-
lheres com idade até 29 anos que fazia uso de fluoxetina
apresentou valores de prolactina (30,30 £ 9,07 ng/mL) ele-
vados em relacao ao grupo da mesma faixa etdria e que
nao fazia uso do medicamento (10,57 + 4,7 ng/mL). Da
mesma forma, no grupo de mulheres com idade de 30 a 45
anos que fazia uso de fluoxetina apresentou valores de pro-
lactina (14,30 + 7,98 ng/mL) elevados em relacao ao gru-
po da mesma faixa etaria e que nao fazia uso do mesmo
(9,60 + 4,04 ng/mlL). J& no grupo de pacientes com idades
acima de 45 anos nao foram encontradas diferencas entre
o grupo que fazia uso da fluoxetina (10,12 + 5,29 ng/mL) e
0 grupo que nao a utilizava ( 9,10 + 3,69 ng/mL). O grupo
de idades acima de 45 anos que fazia uso de fluoxetina
apresenta valores menores do que os apresentados pelas
outras faixas etarias que faziam uso do medicamento, equi-
parando-se aos valores dos controles.

Os pacientes que se encontravam na menacme e nao fazi-
am uso de fluoxetina apresentaram valores de prolactina
(9,91 + 4,34 ng/mL) diminuidos em relacao aqueles que
administravam a fluoxetina (18,16 + 9,95 ng/mL). J& aque-
les pacientes que estavam na menopausa nao apresenta-
ram diferenca nos valores de prolactina quando tratados
com a fluoxetina. Apresentando valores de prolactina de
9,76 + 3,26 ng/mL no grupo controle e 10,17 + 5,74 ng/mL
(figura 3).
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DISCUSSAO

A elevacdao do nivel de prolactina é secundédria a alteracoes
nos mecanismos de controle neuroendécrino que regulam
sua secrecdo. O hipotadlamo exerce um controle inibitério
sobre a secrecao de prolactina através da dopamina, via
acao sobre receptores D2 (Todd, 2005; Gillan, 2004). A pro-
lactina, por sua vez, é estimulada pelo TRH, pelo peptideo
intestinal vasoativo (VIP) e por outros fatores, como a sero-
tonina e os estrégenos (Arias Cau, 2003).

Os lactotréfos da hipoéfise sdo estimulados pelos estrége-
nos. Estes estimulam a proliferacao dos lactotréfos, o au-
mento da expressao do gene da prolactina e a liberagao da
mesma. Estes efeitos diretos dos estrogenos sdo confirma-
dos por estudos in vivo que mostram que a exposicao cro-
nica a altos niveis de estradiol resultam em desenvolvi-
mento de hiperprolactinemia e hiperplasia dos lactotréfos.
Outros estudos em ratos ovariectomizados e knockout pa-
ra receptores de estrégenos (ERa - knockout) exibem uma
significativa reducao dos niveis de prolactina e do ntimero
de lactotréfos, demonstrando que a funcao normal destas
células é estrogeno dependente (Kansra, 2005).

Neste estudo, as dosagens séricas de prolactina de pacien-
tes que faziam uso de fluoxetina apresentaram valores au-
mentados. No entanto, nas pacientes com idade acima de
45 anos, onde a maior parte destas pacientes encontrava-
se na menopausa, os valores de prolactina nao estavam au-
mentados. Nas mulheres entre 30 e 45 anos que estavam
sobre o tratamento com fluoxetina se observou aumento da
prolactina. Este foi menor que o aumento encontrado nas
mulheres com até 29 anos, os quais chegaram a valores se-
melhantes aos encontrados em patologias primérias da hi-
poéfise. Comprovando que houve um declinio da influéncia
da fluoxetina sobre a liberacao da prolactina de acordo
com o aumento da faixa etéria.

Mulheres apresentam maior indice de depressao do que os
homens e sao particularmente vulneraveis nos periodos de
mudanca hormonal, como na pré e p6s menopausa (Tam,
2003). Estudos epidemioldégicos tém demonstrado um au-
mento na freqiiéncia de depressao durante a menopausa.
O aumento de doencgas depressivas tém sido atribuido ao
progressivo declinio na producéo de estrégenos ap6s os 40
anos (Amsterdam, 1999).

A influéncia do TRH sobre a liberacao de prolactina é es-
trogeno dependente e os estrégenos adicionalmente pos-
suem efeito antidopaminérgico, controlando a liberacao hi-
pofisdria da prolactina (Stevens, 1977; Ferland, 1979). O
aumento nos niveis de serotonina induzidos pelo uso da
fluoxetina induz a liberacao de prolactina pela hipé6fise an-
terior (Clemens, 1977; Meltzer, 1997). Segundo nossos re-
sultados, a acao da fluoxetina sobre a liberacao da prolac-
tina é maior em mulheres na menacme (onde se infere que
o nivel séricos dos estrégenos esteja dentro dos valores
considerados normais) e é possivel que isso ocorra devido
aos niveis de estrégenos, o que foi reforcado através dos
valores obtidos das mulheres que estavam na menopausa,
que provavelmente apresentavam um padrao de estrége-
nos reduzidos e consequentemente nao sofreram alteracao
nos valores de prolactina sérica.

Segundo Peterson et al. (2001) hd um aumento na prolacti-
na logo que se inicia o tratamento com a fluoxetina, mas
este efeito, em mulheres na menopausa, é temporario e lo-
go a prolactina volta a valores basais, mesmo com a conti-
nuacao do tratamento. E importante ressaltar que mulhe-
res na menopausa que fazem reposicao hormonal e usam
fluoxetina possuem aumento da prolactina sérica, que po-
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de até levar a galactorréia. Este distirbio é reversivel com
a descontinuacao do tratamento com a fluoxetina.

Muitos medicamentos podem interferir em exames labora-
toriais, por interferéncia metabdlica ou metodolégica, e por
esse motivo o seu uso normalmente € informado. A alguns
destes medicamentos nao se dd muita importancia, o que
pode acarretar em diagnosticos erroneos. Os nossos resul-
tados mostram a variabilidade que pode ocorrer nas dosa-
gens de prolactina, que alcancam niveis considerados pa-
tolégicos quando o paciente esta sobre o tratamento com
fluoxetina. Esta variacdo é proporcional a faixa etaria da
paciente, possivelmente devido a variacao hormonal, com-
provando a importancia de se considerar o uso deste medi-
camento na interpretacao de seus resultados, principal-
mente em mulheres na menacme, na menopausa e quando
na vigéncia de reposicao hormonal.
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Cervicite por Chlamydia trachomatis em Mulheres
Sexualmente Ativas Atendidas em um Servico Privado
de Ginecologia na Cidade de Fortaleza

Chlamydia trachomatis Cervicitis in Sexual Actives Women From a Private Gynecologic Service
in Fortaleza City

Renata Mirian Nunes Eleutfério’,' José Eleutério Junior?; Paulo César Giraldo® &
Angela Maria Veras Muniz*

ﬁ?ESUMO - Introducao: A infeccao por Chlamydia trachomatis geralmente € assintomatica, acomete mulheres jovens sexualmente ati-

ectopica.

infeccao com achados clinicos.

vas e, quando nao tratada adequadamente, pode ocasionar complica¢coes como doenca inflamatéria pélvica, infertilidade e gravidez
Objetivos: Avaliar a frequiéncia de cervicite por Chlamydia trachomatis em servico privado, na cidade de Fortaleza e correlacionar a

Métodos: Foram utilizadas amostras colhidas de 214 mulheres sexualmente ativas, atendidas em servicos de ginecologia geral na ci-
dade de Fortaleza, processadas através do método de Captura Hibrida (Digene ®) para deteccao de DNA-Chlamydia trachomatis.
Resultados: Foram encontrados 6,08% de mulheres com positividade para C. trachomatis. A faixa etdria com maior prevaléncia foi 26-
30 anos. A infeccao ocorreu em pacientes assintomaticas em 6,2% dos casos e, dentre as pacientes em que havia suspeita clinica, em
5,7% . Por outro lado, nos casos positivos, 61,63% nao apresentavam queixas.

Conclusao: A freqiiéncia de cervicite por C. trachomatis em mulheres jovens sexualmente ativas nao teve relacdo com sintomas ou
achados clinicos, ressaltando a necessidade de um rastreio a fim de realizar o tratamento adequado, evitando possiveis complicacoes
bastante dispendiosas, tanto para as mulheres quanto para a sociedade.

PALAVRAS-CHAVE - Chlamydia trachomatis, cervicite, doencas sexualmente transmissiveis, captura hibrida Y,

Fortaleza and to correlate with the clinical findings.

tive 61, 63% had no symptoms.

/'SUMMARY - Introduction: Chlamydia trachomatis cervicitis is frequently asymptomatic, occurring in sexually actives young women.
Without treatment the picture can complicate with pelvic inflammatory disease, infertility and ectopic pregnancy.
Objectives: To determine the frequency of Chlamydia trachomatis cervical infection in sexually actives women in private service in

Methods: Cervical specimens from 214 sexually actives women attending in general gynecologic services of Fortaleza were evalua-
ted by hybrid capture to search DNA-Chlamydia trachomatis. Clinical data was listed from the requirement information.

Results: The rate of Chlamydia trachomatis cervical infection was 6, 08%. The most women were between 26-30 years old. The infec-
tion was detected in 6,2% of asymptomatics women and in 5,7% of those with symptoms. In the other hand, when the test was posi-

Conclusion: The Chlamydia trachomatis cervicitis frequency is important in young sexually actives asymptomatic women and deser-
ves screening to avoid complications and high costs in specialized treatment.
\KEYWORDS - Chlamydia trachomatis, cervicitis, sexually transmitted diseases, hybrid capture J

INTRODUGAO

Chlamydia trachomatis é o microorganismo responsa-

vel por mais da metade dos casos de uretrite nao-gono-
cocica, bem como de inimeros casos de cervicites. A OMS
(Organizacao Mundial da Satude) estima que ocorram, anu-
almente, mais de 90 milhdes de casos novos de infeccoes
causadas por este patégeno em todo o mundo. No Brasil,
nao ha um calculo oficial da prevaléncia da infeccao *.
Um fator preocupante é a alta prevaléncia da infeccao as-
sintomatica em adultos jovens que leva a complicacdes, tais
como: doenca inflamatéria pélvica, infertilidade e gravidez
ectépica, com conseqiiente alto custo anual destas seqtielas
de infecgoes por clamidia, que € estimado em 4 bilhdes de
dolares, alcancando, assim, o segundo lugar entre as do-
encas sexualmente transmissiveis mais dispendiosas para a
sociedade. Além disso, a infecgao por clamidia também po-
de facilitar a contaminacao pelo HIV (Virus da Imunodefi-
ciéncia Humana)®. Tudo isso implica na urgente necessida-
de de adocao de medidas de satude publica com a finalida-
de de prevencao e controle da C. trachomatis.
Toda mulher, com menos de 25 anos, com vida sexual ati-
va, deveria fazer o exame de rastreamento para Chlamydia

trachomatis, estando grdavida ou nao. A infeccdo é mais
prevalente entre 18-25 anos, denunciando que os adoles-
centes apresentam alto risco de infeccao desde o inicio da
vida sexual 2.

A prevaléncia de infeccdo por Chlamydia trachomatis en-
tre mulheres, na cidade de Fortaleza, € uma realidade des-
conhecida. Faltam dados estatisticos, nao s6 no Cearé co-
mo no Brasil. Isto ocorre pela insidiosidade da infeccao que
por néo estar associada a sintomas é frequentemente negli-
genciada no seu diagnéstico e tratamento precoces.
Assim, é mister que se faca uma avaliacdao da freqiiéncia
de cervicites por este patégeno entre mulheres sexualmen-
te ativas atendidas em servicos de ginecologia geral, para
que seja evidenciada a importancia de seu rastreio, estimu-
lando esta conduta em prol da satide da mulher.

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo descritivo, retrospectivo, de uma sé-
rie histérica de mulheres atendidas em clinicas de gineco-
logia geral na cidade de Fortaleza - Brasil, cujas amostras
foram processadas no periodo de 25/02/2002 a 18/02/2006.
Foram analisados resultados de 214 amostras de material

Recebido em 29/09/2006
Aprovado em 15/10/2007
'Aluna de Graduagao do Curso de Ciéncias Farmacéuticas - Centro de Ciéncias da Saude - Universidade de Fortaleza; 2Chefe do Servigo de Patologia do Trato
Genital Inferior — Maternidade Escola Assis Chateaubriand — Universidade Federal do Ceara e Doutorando em Tocoginecologia no Departamento de Tocoginecologia
— Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP); *Professor Livre-docente do Departamento de Tocoginecologia — Universidade Estadual de Campinas (UNI-
CAMP); *Professora Adjunta do Curso de Ciéncias Farmacéuticas - Centro de Ciéncias da Saude - Universidade de Fortaleza

RBAC, vol. 39(4): 287-290, 2007

287



cervical utilizando o método de Captura Hibrida II, com a
finalidade de identificar DNA de Chlamydia trachomatis,
de acordo com os seguintes critérios:

Critérios de inclusao:

- Mulheres sexualmente ativas ou que ja tiveram coito va-
ginal e que procuraram o servi¢o privado de ginecologia
por qualquer motivo.

Critérios de exclusao:

- Mulheres sem vida sexual ativa ou que nunca tiveram
coito vaginal

- Mulheres em uso de drogas imunossupressoras ou medi-
cacao vaginal

- Mulheres que tenham tido coito vaginal até trés dias an-
tes da coleta

- Mulheres no periodo menstrual

- Gestantes

Para avaliacao estatistica os casos foram divididos em dois
grupos; um grupo de mulheres que foram diagnosticadas
com cervicite por Chlamydia trachomatis pela captura de
hibridos e um segundo grupo formado por mulheres com o
teste negativo. A avaliacao de significancia estatistica foi
realizada para um intervalo de confianca de 95%.

O projeto foi avaliado e aprovado pelo comité de ética e
pesquisa da Universidade de Fortaleza.

RESULTADOS

Foram estudados 214 casos de mulheres que buscaram um
servico de ginecologia geral por qualquer motivo e cujas
amostras cervicais foram enviadas juntamente com infor-
macodes clinicas ao laboratério para realizacao de captura
hibrida (ch2) para Chlamydia trachomatis. Observou-se
que a faixa etdria variou entre 17-59 anos, com uma média
de 29,99 anos, apresentando um desvio padrao de 8,9.

Do total de casos houve a seguinte distribuicdo por faixa eta-
ria: 9 pacientes (4,2%) com idade abaixo de 20 anos, 76
(35,5%) apresentaram idade entre 20-25 anos, 41 (19,16%)
entre 26-30, 39 (18,2%) entre 31-35, 23 (10,74 %) entre 36-40,
11 (5,14%) entre 41-45, 9 (4,2%) entre 46-50 e 6 (2,8%) apre-
sentaram idade superior a 50 anos de idade (Figura 01).
Das 214 amostras cervicais submetidas ao teste de captura
hibrida 13 foram positivas para Chlamydia trachomatis
(6,08%) (Figura 02), com a carga bacteriana variando de
1,31 RLU/CT a 1347,77 RLU/CT, com uma média de 481,20
e um desvio padrao de 605,7.

Dentre os casos negativos (201), a maioria das pacientes
apresentaram idade entre 20-25 anos 73 (36,3%), seguidas
pelos grupos entre 26-30 anos com 34 (16,9%) e entre 31-
35 anos com 37 casos (18,4%). J& nos casos positivos (13),
duas pacientes (22,22%) apresentaram idade entre 20-25,
cinco (55,56%) entre 26-30 anos, uma (11,11%) entre 31-35
anos e uma (11,11%) entre 36-40 anos (tabela 01).

As razbdes que levaram o clinico a solicitar o teste para as
214 pacientes, ressaltando-se que em alguns casos houve
mais de uma queixa, foram bastante varidveis. Em 7 casos
(3,24%) havia diagnoéstico de uretrite, em 20 (9,26%) col-
poscopia anormal, em 1 (0,46%) citologia suspeita, em 12
(5,56%) outras doencas sexualmente transmissiveis (DST),
em 1 (0,46%) sinusiorragia, em 1 (0,46%) infertilidade, em
4 (1,85%) histéria de parceiro com DST, em 2 (0,93%) pre-
senca de ectopia, em 12 (5,56%) dor pélvica, em 5 (2,32%)
colo fridvel, em 2 (0,93%) referéncia de ardor vaginal, e
corrimento persistente em 27 (12,5%) casos. Em 129 casos
(59,72%) as mulheres eram assintomaticas (Figura 03).
Nos 13 casos positivos observou-se que 8 pacientes
(61,53%) foram ao servico de ginecologia geral para con-
sulta e exames de rotina, sendo assintomadticas, uma
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(7,69%) apresentava colposcopia anormal, trés (23,08%)
tinham relato de outras DST e 2 (15,38%) queixavam-se de
corrimento persistente (Tabela 02).

Levando-se em conta os dois grupos de estudo, um forma-
do por pacientes assintomaticas (n=129) e outro de pacien-
tes que apresentavam queixas clinicas (n=85), observou-se
que a freqiiéncia de positividade do teste de ch2 para
Chamydia trachomatis no primeiro grupo foi de 8 casos
(6,2%), enquanto no segundo grupo foi de 5 casos (5,7%)
(p sem significancia estatistica) (Figura 04).

TABELA |
Distribuicao das amostras estudadas segundo a faixa
etaria e a positividade do teste de captura de hibridos de
segunda geracao para Chlamydia trachomatis.

Idade Teste positivo para Chlamydia Teste negativo para
Chlamydia

n % n %

<20 0 0 9 4,6
20-25 3 23,1 73 36,3
26-30 7 53,8 34 16,9
31-35 2 15,4 37 18,4
36-40 1 7,7 22 10,8
41-45 0 0 11 54
46-50 0 0 9 4,6

>50 0 0 6 3,1
Total 13 100 201 100

TABELA |

Distribuicao das amostras estudadas segundo a faixa
etaria e a positividade do teste de captura de hibridos de
segunda geracao para Chlamydia trachomatis.

Historia clinica Teste positivo para Teste negativo para

*) Chlamydia Chlamydia
n % n %
Assintomatica 8 61,53 121 56,02
Corrimento 2 15,38 25 11,57
persistente
Ardor vaginal 0 0 2 0,93
Colo friavel 0 0 5 2,31
Dor pélvica 0 0 12 5,56
Ectopia 0 0 2 0,93
Infertilidade 0 0 1 0,46
Parceiro com 0 0 4 1,85
DST
Outras DST 3 23,08 16 7,4
Sinusiorragia 0 0 1 0,46
Citologia 0 0 1 0,46
anormal
Colposcopia 1 7,69 19 8,8
anormal
Outros 0 0 7 3,24

(*) Algumas com mais de um sintoma ou sinal na histéria clinica.
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Figura 02 - Freqiiéncia de Chlamydia trachomatis nas amostras cer-
vicais estudadas (n=214).
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Figura 03 - Indicacdes para o teste de Chlamydia por captura de
hibridos nas 214 amostras cervicais estudadas.
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Figura 04 - Freqiiéncia de positividade do teste de captura de hibri-
dos para Chlamydia conforme a presenca (n=85) ou auséncia (n=129)
de sintomas ou sinais na historia clinica.
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DISCUSSAO

O estudo foi realizado em amostras de uma populacao nao
controlada de mulheres atendidas em servicos diversos da
cidade de Fortaleza, tendo como tnica similaridade a rea-
lizacdo do teste em um laboratério especifico. Assim, pode-
se ter uma nocao da conduta clinica dos ginecologistas em
relacao a solicitacao do teste para clamidia, bem como da
real freqiiéncia do patégeno neste grupo estudado, sem
causar o viés de um grupo controlado de alto risco, como
poderia ocorrer, por exemplo, em servicos especificos de
adolescentes, de infertilidade ou de doencas sexualmente
transmissiveis (DST).

A freqiiéncia da infeccdo por Chlamydia trachomatis foi de
6,08%, o que estd de acordo com a variacao observada em
outras pesquisas sobre o assunto, apesar de Johnson et al.
(2002)* terem considerado uma prevaléncia de 2,4 a 2,5%
conforme faixa etaria. No entanto, em servico de satde pu-
blica na Bahia, Codes et al. (2002, 2006)*° tiveram uma
prevaléncia de 11,4%, utilizando o teste de amplificacao
do DNA na urina pela técnica de LCR (reacdo em cadeia
de ligase). Aradjo e Guimardaes (2002)? em estudo abor-
dando apenas adolescentes, observaram uma cifra de
19,6% através do exame de amplificacao de DNA clamidi-
al (PCR/Amplicor Roche®). J& Alvarado-Esquivel et al.
(2000)!, usando prova imunoenzimatica Chlamydiazyme
(Abbott Laboratories), obteve cifra de 16,6% em prostitu-
tas. Leite e Mendoncga (2001)?, em um estudo em gestantes,
identificaram a infeccao em 10,2% dos casos estudados
através do PCR (reacdo em cadeia de polimerase). Em um
estudo de caso-controle de mulheres HIV positivo, Kouri et
al. (2002)° observaram uma prevaléncia nos casos indice de
11% contra 6% no grupo de mulheres HIV negativo, tam-
bém através do método de PCR.

Os dados aqui apresentados permitem fazer suposicoes pe-
la proépria caracteristica do método de captura hibrida na
pesquisa de clamidia em material endocervical conforme
estudos de Girdner et al. (1999)” e Pol et al. (2002)", que
observaram, comparando este método com PCR, PCR/Am-
plicor e cultura, uma sensibilidade e valor preditivo nega-
tivo maiores (95,4% e 99,4%, respectivamente).

A carga bacteriana foi estudada em um pequeno numero
de casos, com grande desvio padrao, o que nao permite ti-
rar maiores conclusoes. Os demais estudos de pesquisa de
DNA de Chlamydia, tanto por captura hibrida (Girdner et
al., 1999)’ como por técnica de PCR (Aratjo e Guimaraes,
2002)% nao abordaram esse aspecto para avaliacao compa-
rativa dos resultados.

Foi interessante observar que, mesmo quando se separa-
vam os grupos entre casos positivos e negativos para o pa-
tégeno, nao houve substancial mudanca na distribuicao
etaria (pico acima de 20 anos), diferente daquilo que se es-
pera normalmente, que é uma populacao mais jovem apre-
sentando maior prevaléncia da clamidia, fato j& demons-
trado por outros autores (Aradjo e Guimaraes, 2002% Codes
et al., 2006°). Isto se explica pela variacao da freqiiéncia de
infecgdo por clamidia segundo os grupos estudados, con-
forme ja tinham observado Katz et al. e Cohen et al., se-
gundo Codes et al. (2006)° e talvez pela prépria demora no
diagnéstico da infeccao.

Nos casos estudados, 59,72% ndao apresentavam queixas.
Os demais apresentaram achados ou sintomas que induzi-
riam o clinico a suspeitar de uma acao citopdtica bacteria-
na. Destes, o achado mais comum foi corrimento persisten-
te (12,5%). Dentre os casos positivos, também a avaliacao
de rotina foi a mais freqtiente (61,63%) e a queixa mais co-
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mum foi a de outras DST (23,08%). Para Codes et al.
(2002)* a auséncia de sintomas foi observada em 60,9% dos
casos de infecgdo cervical por clamidia, fato que foi corro-
borado por estudos de Aratjo e Guimaraes (2002). Isto, se-
gundo Johnson et al. (2002)*, faz com que muitas mulheres
infectadas, devido a falta ou inespecificidade de sintomas,
ndo procurem assisténcia adequada, levando a até 40% de
doenca inflamatoéria pélvica com grandes possibilidades de
complicacgoes; dentre estas, infertilidade (20%) e dor pélvi-
ca cronica (18%). Assim, é crucial a observacao de que as
suspeitas clinicas ndo se associaram a uma maior prevalén-
cia da Chlamydia. Concordando com Johnson et al.
(2002)*, Aratjo e Guimaraes (2002)% Finan et al (2002)°,
Codes et al. (2002)* e Codes et al. (2006)°, observa-se a ne-
cessidade e a importancia do rastreio, uma vez que sinto-
mas ou sinais em nada ajudam para o diagnéstico da in-
feccao cervical por clamidia.

Através do presente trabalho pode-se concluir que a pre-
valéncia de Chlamydia trachomatis em mulheres atendidas
em servico de ginecologia geral na cidade de Fortaleza foi
relativamente alta. A faixa etdria dos casos estudados foi
ampla, bem como especificamente nos casos positivos, mu-
ito embora a maior freqiiéncia tenha ocorrido abaixo de 30
anos. A maior parte das mulheres acometidas foram assin-
tomaticas, dificultando definir sintomas especificos para a
infeccdo por este patégeno, evidenciando a necessidade de
um rastreio da Chlamydia trachomatis.

Assim, concordando com Johnson et al. (2002)", Aratjo e
Guimaraes (2002)?% Finan et al (2002)¢, Codes et al. (2002)* e
Codes et al. (2006)°, observa-se a necessidade e a importan-
cia do rastreio, uma vez que sintomas ou sinais em nada aju-
dam para o diagnéstico da infeccao cervical por clamidia.
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Brinquedos em uma brinquedoteca: um perigo real?

Toys in a playroom: a real danger?

Ana Paula Carrasco Borges Freitas’; Michelle Cristina Ferreira da Silva’; Tatiane Cruz de Carvalho’;
Maria Auxiliadora Mancilha Pedigone? & Carlos Henrique Gomes Martins’

RESUMO - A hospitalizacao de uma crianca desencadeia uma ruptura inevitavel em sua vida cotidiana; assim, a brinquedoteca sur-\
ge como um espaco estruturado que visa oferecer experiéncias positivas durante a internacao, porém os brinquedos podem ser fonte
de contaminacao pela presenca de microrganismos nestes objetos. Os objetivos dessa pesquisa foram avaliar a presenca de bactérias
nos brinquedos utilizados por criancas hospitalizadas, bem como, analisar o perfil de resisténcia as drogas dos isolados bacterianos de
interesse médico. As amostras coletadas foram semeadas em meios de cultura enriquecidos e seletivos e apds o crescimento foram re-
picadas a fim de se obter colonias isoladas, para posterior identificacao. Os resultados obtidos mostraram um grande numero de bac-
térias pertencentes a microbiota do ambiente e humana, como as do género Bacillus sp, Acinetobacter sp, Enterobacter sp e Staphy-
lococcus sp. Com excecao do género Bacillus sp, as bactérias isoladas sao potencialmente patogénicas, principalmente para criancas
hospitalizadas. Os resultados do teste de susceptibilidade as drogas mostraram que 90% das bactérias sao resistentes a uma ou mais
drogas testadas. Conclui-se entdo que os brinquedos apresentam contaminacao por bactérias potencialmente patogénicas e podem
causar infeccao cruzada. A maioria das bactérias sao sensiveis as drogas testadas.

PALAVRAS-CHAVE - brinquedos, infeccdo hospitalar, contaminacao bacteriana, contaminacao de superficie, brinquedoteca. J

/' SUMMARY - The hospitalization of a child leads to an inevitable change in her daily life. So a play room is a structured area whose
aim is to offer positive experience during the period of hospitalization. However, the toys in a playroom may be a way of contamina-
tion due to the presence of microorganisms on them. The aims of this study were to evaluate the presence of bacteria in the toys that
are used by children and also to analyze the resistant patterns to drugs from the isolated bacterias that are important. The samples
were inoculated in enriched and selective agar plates and after the growth they were transferred in order to obtain isolated colonies,
for posterior identification. The outcomes showed a high number of environmental and normal human flora bacterias such as the ge-
nus Bacillus sp, Acinetobacter sp, Enterobacter sp and Staphylococcus sp. With the exception of the genus Bacillus sp, the isolated
bacterias can be potentially pathogenic, especially for hospitalized children. The susceptibility test showed that 90% of the bacterias
are resistant to one or more drugs tested. In conclusion, toys are contaminated with potentially pathogenic bacterial and can be a po-

tential source of cross-infection. Most of the bacterias are sensible to the drugs tested.
KEYWORDS - ioys, nosocomial infection, bacterial contamination, surface contamination, playroom. J

INTRODUGAO

infeccao hospitalar surgiu no periodo medieval, quan-

do foram criadas instituicoes para alojar pessoas doen-
tes, peregrinos, pobres e invalidos, facilitando assim a trans-
missao de doencas contagiosas nesse ambiente confinado®.
De acordo com o Ministério da Satde (Portaria n° 2.616, de
12 de maio de 1998), infeccao hospitalar é a infeccao ad-
quirida ap6s a admissao do paciente e cuja manifestacao
ocorreu durante a internacao ou apés a alta podendo ser
relacionada com a internacao ou procedimentos hospitala-
res'. Segundo SAVITEER et al®’, o paciente tem maior
chance de desenvolver infeccao hospitalar durante a inter-
nacao. A ocorréncia de infec¢ao hospitalar determina um
aumento no tempo e nos custos de internacao e nos indices
de mortalidade.
O meio ambiente hospitalar, incluindo o ar, a &gua e as su-
perficies inanimadas que cercam o paciente, também guar-
da intima relacdo com as infeccdes hospitalares, podendo
proporcionar focos de contato e de transmissao. De uma
maneira geral, a remocao de sujidade tem por finalidade
primordial impedir a disseminacao de microrganismos que
colonizam as superficies horizontais dos mobiliarios, como
Staphylococcus aureus, Clostridium difficile, Pseudomonas
sp, Proteus sp, Serratia marcescens, Candida sp e outros®.
Objetos inanimados sao considerados um dos principais
transmissores de patégenos’. Organismos patogénicos co-
mo virus, bactérias e protozoarios podem ser excretados
em grande numero nos fluidos biolégicos como sangue,
muco, saliva, fezes e urina'. Alguns microrganismos sao

infecciosos em pequenas quantidades e podem sobreviver
por horas ou até semanas em uma superficies™.

No ambiente hospitalar, os brinquedos compartilhados por
criancas nas brinquedotecas também podem ser transmis-
sores de patdégenos. As criancas sdo susceptiveis a in-
feccoes cruzadas porque elas compartilham os brinquedos
presentes neste ambiente onde estdo internadas, também
pode ocorrer de as criancas levarem seus proprios brinque-
dos para o hospital e compartilha-los com outras criancgas®.
Algumas publicagbes tém alertado o perigo de infecgdes cruza-
das envolvendo brinquedos no ambiente hospitalar, destacando
a importancia da limpeza e desinfecgao dos mesmos?>* 116192122,

Uma rotina institucional deve ser elaborada, especificando
a periodicidade da limpeza e desinfeccao dos brinquedos.
Deve existir uma politica clara sobre o manejo dos brinque-
dos utilizados por criancas em precaucgoes especificas nos
hospitais, pois em alguns casos os pacientes sao proibidos
de freqiientar a brinquedoteca, mas podem realizar as ativi-
dades recreativas dentro do préprio quarto. Porém, ao térmi-
no da brincadeira ou na sua alta, os brinquedos deverao ser
limpos e desinfetados antes de retornarem a brinquedoteca®.
Segundo CARDOSO et al® o trabalho integrado entre a
equipe multidisciplinar da unidade pediatrica, a equipe da
brinquedoteca e o servico de controle de infeccao hospitalar
constituem a base para a adesao as praticas de prevencao e
controle das infec¢oes veiculadas pelos brinquedos.

Face ao exposto, é necessario que a brinquedoteca realize
periodicamente a avaliacao da presenca de microrganis-
mos nos brinquedos e estabeleca medidas profilaticas para
o controle de infeccoes hospitalares.

Recebido em 24/11/2006
Aprovado em 16/10/2007
'Laboratério de Pesquisa em Microbiologia Aplicada — LaPeMA, Universidade de Franca, Franca/SP;
?Hospital Santa Casa de Franca — Comiss&o de Controle de Infecgédo Hospitalar, Franca/SP
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OBJETIVOS

Os objetivos desta pesquisa foram avaliar a presenca de
bactérias em brinquedos utilizados por criancas hospitali-
zadas e o perfil de resisténcia as drogas dos isolados bac-
terianos de interesse médico.

MATERIAIS E METODOS

Local e amostragem

Foram coletadas 30 amostras de 10 brinquedos diferentes
(triplicata), de plastico duro, durante seis semanas na brin-
quedoteca de um hospital filantrépico do interior do estado
de Sao Paulo. As amostras foram coletadas semanalmente
no periodo da manha@, pois o fluxo de criangas na brinque-
doteca era mais intenso neste hordrio. Esta pesquisa foi
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universida-
de de Franca (Processo n. 071/06).

Ensaio bacteriolégico

As amostras foram coletadas com swabs esterilizados ume-
decidos em solucao de cloreto de sé6dio a 0,9% esterilizada.
Em seguida, foram semeadas na superficie de meios de
cultura enriquecidos, seletivos e diferenciais com posterior
incubacao em estufa bacteriolégica a 35°C por 24 horas. Os
meios utilizados foram: agar Sangue, agar MacConkey,
dagar Manitol e agar Cetrimide (Difco, Sparks, MD, USA).
Apbs o crescimento das colénias, as bactérias foram repica-
das para outro meio a fim de se obter colonias isoladas pa-
ra a identificacao. O teste de susceptibilidade as drogas foi
realizado de acordo com o NCCLS".

As drogas antimicrobianas utilizadas para o teste de sus-
ceptibilidade para bacilos Gram-negativos foram: Tobra-
micina (TOB), Ticarcilina (TIC), Cefotaxima (CTX), Ampi-
cilina+Sulbactam (AMP), Amicacina (AMI), Ceftazidima
(CAZ), Aztreonam (ATM), Nitrofurantoina (NIT), Tetraci-
clina (TET), Gentamicina (GEN) e Imipenem (IPM); para
Staphylococcus sp foram utilizados: Vancomicina (VAN),
Tetraciclina (TET), Gentamicina (GEN), Penicilina (PEN),
Clindamicina (CLI), Norfloxacina (NOR), Oxacilina (OXA),
Eritromicina (ERI) e Nitrofurantoina (NIT)®. Os discos de
antimicrobianos utilizados para este teste foram adquiridos
da Cecon (Cecon, Sao Paulo, SP, Brasil).

Identificacao bacteriana

As colonias isoladas a partir dos meios de cultura foram
submetidas a coloracao de Gram e em seguida identificadas
utilizando testes bioquimicos convencionais e sistemas co-
merciais: BBL Crystal Identification Systems Gram-Positive
ID Kit e BBL Crystal Identification Systems Enteric/Nonfer-
menters ID Kit (Becton & Dickinson, Sparks, MD, USA). As
caracteristicas morfotintoriais, morfologia da colénia, tempo
e temperatura de crescimento apresentadas pela bactéria
isolada direcionaram a identificacao bioquimica®.

RESULTADOS E DISCUSAO

Criancas frequentemente necessitam de internacao hospita-
lar para cuidar de suas condicdes clinicas. Porém a infeccao
adquirida em ambiente hospitalar assume grande importan-
cia nesse grupo etario devido a alta taxa de mortalidade, por
isso, medidas profilaticas devem ser adotadas para evitar
que infecgoes hospitalares ocorram neste ambiente, sendo
uma delas, a lavagem e desinfeccao dos brinquedos utiliza-
dos por criancas em brinquedotecas de hospitais.

Na avaliacao da contaminacao bacteriana nos 10 brinque-
dos pesquisados, foram recuperadas seis géneros e 22 es-
pécies. O ntimero de bactérias e o percentual de isolamen-
to estdao representados na Tabela 1. Dentre esses géneros,
os mais encontradas foram bactérias do género Bacillus
(48,0% - 58/121), porém, sem importancia médica. Dentre
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as espécies do género Staphylococcus, a prevalente foi
Staphylococcus warneri (17,4% - 21/121), seguido por S.
haemolyticus (10,0% - 12/121) e S. xylosus (6,0% - 7/121).
Foram encontradas também duas espécies de bacilos
Gram-negativos Enterobacter cloacae (4,1% - 5/121) e E.
sakazakii (1,6% - 2/121), estes sao normalmente encontra-
dos no intestino humano evidenciando que pode estar
ocorrendo contaminacao dos brinquedos pelas maos dos
pacientes. Somente uma espécie de Acinetobacter foi en-
contrada (Acinetobacter Iwoffi), correspondendo a 4,1%
(6/121) do total de isolados.

Os estafilococos S. warneri, S. haemolyticus e S. xylosus fo-
ram encontrados nas trés coletas. S. haemolyticus e S. xylo-
sus mantiveram seu ntmero nas trés coletas, porém S. war-
neri apresentou um decréscimo em seu isolamento.

Na pesquisa realizada por AVILA - AGUERO? para avali-
ar se os brinquedos ja estavam contaminados quando en-
travam no hospital ou se eram contaminados neste ambi-
ente, o género Bacillus também foi encontrado (19,5% -
33/169), porém, houve a prevaléncia de Staphylococcus
coagulase — negativa (45,5% - 77/169). Neste trabalho foi
encontrado também Enterobacter cloacae (0,6% - 1/169).
Em nossa pesquisa também isolamos estes microrganis-
mos, porém em menores percentuais de Staphylococcus
coagulase — negativa (38,8%) e Enterobacter cloacae
(4,1%), e um percentual maior do género Bacillus (48,0%).
A metodologia utilizada em nossa pesquisa para a coleta
do material foi igual a usada por AVILA — AGUERO? em
sua pesquisa. Os resultados deste pesquisador demonstra-
ram que quando os brinquedos entravam no hospital ja
eram considerados fontes de contaminacao, pois a primei-
ra cultura dos brinquedos (quando o paciente entrava no
hospital) apresentou maior nimero de bactérias.
SUVISTE* em seu estudo na ala pedidtrica de um hospital
no Reino Unido para investigar se os brinquedos sao fontes
de infeccao cruzada, demonstrou que nao houve cresci-
mento de microrganismos patogénicos. Houve crescimento
de Staphylococcus albus, que é normalmente encontrado
na microbiota nasal de pessoas saudaveis, e de Bacillus sp,
como em nossa pesquisa. O autor justifica que nao foi en-
contrada nenhuma bactéria patogénica porque os brinque-
dos foram selecionados de maneira aleatoéria, se uma se-
lecao diferente fosse feita os resultados seriam diferentes,
especialmente se fossem usados brinquedos de criancas
com alguma doenca infecciosa. Apesar de nao ter sido en-
contrado nenhuma bactéria patogénica, recomendacdes
foram feitas apos este estudo para que os brinquedos fos-
sem limpos frequentemente e lavados com agua e deter-
gente quando estivessem sujos.

BUTTERY et al* realizaram o primeiro estudo com brin-
quedos de banho em ambiente hospitalar. Este estudo foi
realizado em uma unidade oncolégica pediatrica e de-
monstrou uma associacao significativa entre a infecgao por
Pseudomonas aeruginosa multiresistente e o uso de brin-
quedos de banho, pois as cepas isoladas nos pacientes e
nos brinquedos de banho apresentaram padroes idénticos
quando analisadas por técnica de biologia molecular. Nes-
ta pesquisa nao foi encontrado nenhuma bactéria do géne-
ro Pseudomonas sp.

DAVIS et al’, verificando a contaminacao bacteriana em
piscina de bolinhas de restaurantes, encontrou bactérias do
género Streptococcus sp. A metodologia utilizada para co-
leta do material foi a mesma usada em nossa pesquisa. e 0s
resultados demonstraram que 47,2% de Streptococcus sp
foi encontrado. Neste trabalho encontramos Streptococcus
sanguis (0,8% - 1/121). Esta bactéria é encontrada em
grande numero nos dentes e podem entrar na corrente san-
giiinea através de ferimentos nas gengivas causados por
placas bacterianas, podendo provocar formacao de coagu-
los que podem levar a ataques cardiacos e derrames’.
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No estudo de DAVIS et al’, foi encontrado também um
grande numero de Acinetobacter Iwoffi (30,7%), fato coin-
cidente com este estudo, embora em menor percentagem
(4,1%). Esta bactéria esta associada a um grande numero
de infeccoes humanas como pneumonia, endocardites, me-
ningites, infec¢des de garganta, de pele e do trato urinério.
Nesta pesquisa foi encontrado também um grande percen-
tual de Staphylococcus epidermidis (73,0%), diferente-
mente desta pesquisa onde obtivemos apenas um isolado
(0,8% — 1/121). Apesar de ser considerada bactéria da mi-
crobiota normal, em condicdes favordveis pode causar sé-
rias infeccoes como as infeccoes de pele benignas®.
Na avaliacao da contaminacao por bacterias de brinquedos
hospitalares foram recuperadas algumas bacterias que nao
se encontrou nesta pesquisa. Dentre estas, podemos citar
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Serratia mace-
rans, Stenotrophomonas sp, Pseudomonas sp, Enterococ-
cus faecalis e Klebsiella pneumoniae®”.
Apés levantamento bibliografico, nao encontrou-se refe-
réncia sobre o isolamento da bactéria Leclercia adenocar-
boxylata encontrada neste trabalho (2,4% - 3/121). Esta
bactéria pertence a microbiota do ambiente®.
As bactérias do género Staphlylococcus sp isoladas nesta
pesquisa apresentaram resisténcia a penicilina G e a oxa-
cilina. O perfil de resisténcia das cepas isoladas esta repre-
sentado na tabela 2.
Dentre os bacilos Gram-negativos encontrados (Enterobac-
ter cloacae e Enterobacter sakazakii), todos se apresenta-
ram sensiveis a amicacina e ao imipenem. Algumas espéci-
es apresentaram resisténcia ao antimicrobiano ceftazidima
e a cefuroxima. A maioria dos casos de infeccao por E. sa-
kazakii relatada na literatura cientifica tem descrito recém-
nascidos com sepsis, meningite, ou enterocolite necrozante
como conseqiiéncia da infeccdo e a taxa de casos fatais en-
tre os infectados é de 33%*". Essa bactéria tem sido também
uma rara causa de bacteremia e osteomielite em adultos. A
literatura sugere que criancas prematuras e aquelas com al-
gum problema de satde podem ter maiores risco de in-
feccao por E. sakazakii. Vérios surtos tém ocorrido em uni-
dades de cuidado neonatal intensivo em todo o mundo*.
Segundo DAVIS et al’, o Acinetobacter Iwoffi apresenta re-
sisténcia a antimicrobianos como penicilina G e aztreonam
e sao sensiveis a tetraciclina. Nesta pesquisa este micror-
ganismo também foi resistente aos mesmos antibiéticos.
TABELA |
Percentual de isolamento bacteriano e numero de
bactérias dos 10 brinquedos avaliados (30 amostras).

Microrganismos Coleta Coleta Coleta TOTAL
1 2 3
N % N % N % N %

Género Bacillus* 21 17,3% 21 17,3% 16 13,6% 58 48,0%
Staphylococcus warneri 15 12,3% 3 2,4% 4 3,3% 21 17,4%
Staphylococcus haemolyticus 5 4,1% 3 2,4% 4 33% 12 10,0%
Staphylococcus xylosus 2 1,6% 2 1,6% 3 2,4% 7 6,0%
Enterobacter cloacae 3 2,4% 2 1,6% 0 0,0% 5 4,1%
Acinetobacter Iwoffi 0 0,0% 2 1,6% 3 2,4% 5 4,1%
Staphylococcus urealyticum 3 2,4% 0 0,0% 0 0,0% 3 2,4%
Leclercia adenocarboxylata 0 0,0% 3 2,4% 0 0,0% 3 2,4%
Staphylococcus hominis 2 1,6% 0 0,0% 0 0,0% 2 1,6%
Enterobacter sakazakii 1 0,8% 0 0,0% 1 0,8% 2 1,6%
Staphylococcus epidermidis 1 0,8% 0 0,0% 0 0,0% 1 0,8%
Staphylococcus intermedius 0 0,0% 0 0,0% 1 0,8% 1 0,8%
Streptococcus sanguis 1 0,8% 0 0,0% 0 0,0% 1 0,8%
TOTAL 53 44,1% 36 29,83% 32 26,6% 121 100%
*Bacillus subtilis, B. coagulans, B. cereus, B. thuringiensis, B. ‘mophilus, B.

thermodenitrificans, B. circulans, B. firnus, Pe validus, P.
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TABELA 1l
Perfil de resisténcia dos isolados bacterianos de
interesse médico frente aos antimicrobianos testados.

Antibidtico Staphylococcus Enterobacter Enterobacter Acinetobacter

coagulase -negativa cloacae sakazakii lwo ffi

N % N % N % N %
Ac. Nalidixico * * 1 20,0% * * * *
Azteonam * * 5 100% 2 100% 5 100%
Cefalotina * * 0 0,0% 1 50,0% * *
Ceftazidima * * 3 60,0% 1 50,0% 2 40,0%
Ceftriaxona * * 1 20,0% * * * *
Cefuroxima * * 3 60,0% * * * *
Clindamicina 8 17,0% * * * * * *
Eritromicina 19 40,4% * * * * * *
Gentamicina 3 6,3% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Nitrofurantoina 4 8,5% 0 0,0% 0 0,0% * *
Norfloxacina 2 4,2% 0 0,0% 0 0,0% * *
Oxacilina 21 4,6% * * * * * *
Penicilina G 41 87,2% * * * * * *
Tetraciclina 14 29,7% 2 40,0% 1 50,0% 0 0,0%
Tobramicina * * * * * * 1 20,0%
*antimicrobianos ndo avaliados.
CONCLUSOES

e A maioria das bactérias encontradas pertencem a micro-
biota ambiental e humana, nao trazendo nenhum risco po-
tencial para pessoas higidas, porém podem ser potencial-
mente patogénicas para criancas hospitalizadas que geral-
mente se encontram imunocomprometidas.

e O teste de susceptibilidade as drogas demonstrou que a
maioria das bactérias de interesse médico sdo sensiveis aos
antimicrobianos testados e que 90% das bacterias sao re-
sistentes apenas a um ou dois antimicrobianos.

¢ Baseado nos resultados obtidos, o risco de os brinquedos cau-
sarem infeccdo cruzada é evidente, por isso os autores suge-
rem que medidas preventivas devam ser tomadas, como a lim-
peza e desinfeccao dos brinquedos diariamente ou frequente-
mente, para prevenir que infeccoes hospitalares ocorram.
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Mycoplasma hominis e Ureaplasma sp. em amostras
do trato genitourinario e sua relacao com
sintomas de infeccao genital

Mycoplasma hominis and Ureaplasma sp. in genitourinary specimens and their
association with symptoms of genital infection
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/RESUMO - Mycoplasma hominis e Ureaplasma sp. sao espécies de micoplasmas comensais pertencentes a microflora do trato genitux
rinario humano. No entanto, existem evidéncias do papel etiolégico destas bactérias em diversas infecgoes. O objetivo deste estudo
foi avaliar a ocorréncia de M. hominis e Ureaplasma sp. em pacientes atendidos no Laboratério de Ensino e Pesquisa em Analises Cli-
nicas de Maringa — PR e sua relacao com sintomas de infeccao genital. Amostras genitais de 1553 pacientes foram pesquisadas para
micoplasmas e outros agentes comumente envolvidos em doencas sexualmente transmissiveis (DST). Positividade para micoplasma,
em concentracdo clinicamente significativa, foi observada em 47,1% dos pacientes. O isolamento exclusivo de M. hominis ou Urea-
plasma sp. foi observado em 36 pacientes (2,32%) e 536 (34,51%), respectivamente. Em 159 pacientes (10,24 %) foram isoladas ambas
as espécies. Da totalidade de mulheres estudadas, 1371 (94,5%) relataram sintoma de infeccao genital e destas 678 (49,5%) apresen-
taram cultura positiva para micoplasma. A alta positividade de M. hominis e Ureaplasma sp. e a associacao com sintomas de infeccao
genital, observada neste estudo, pode contribuir para evidenciar a importancia destes microrganismos como agentes de infecgao ge-
nital.

PALAVRAS-CHAVE - Mycoplasma hominis; Ureaplasma sp.; Infeccao genital; Sintomas. J

/SUMMARY - Mycoplasma hominis and Ureaplasma sp. are commensals mycoplasmas species present as microbial flora of human
genitourinary tract. However, there are evidences that these species of mycoplasma have etiologic role in several infections. The ob-
jective of this study was to evaluate the occurrence of M. hominis and Ureaplasma sp. in patients attended in the Laboratério de En-
sino e Pesquisa em Andalises Clinicas (LEPAC) of Maringd, Parand and its association with symptoms of genital infection. Genital sam-
ples of 1553 patients were cultured for mycoplasmas and other commonly agents involved in sexually transmissible diseases (STD).
Mycoplasmas in significant concentrations were isolated from 47,1% patients. The exclusive isolation of M. hominis or Ureaplasma
sp. was obtained in 36(2.32%) and 536 (34.51%) patients, respectively. In 159 (10.24%) patients were isolated both species. From all
female patients included in this study, 1371 (94.5%) had symptom of genital infection and 678 (49.5%) were positive culture for myco-
plasmas. The high rate of M. hominis and Ureaplasma sp. detected and the association with symptoms of genital infection, observed

in this study, can contribute for showing up the importance of these microorganisms as agents of genital infection.
KEYWORDS - Mycoplasma hominis; Ureaplasma sp.; Genital infections; Symptoms. J

INTRODUCAO

ycoplasma hominis e Ureaplasma sp. sao micoplas-

mas que aparecem como verdadeiros comensais per-
tencentes a microflora dos tratos geniturindrios masculinos
e femininos, sendo prevalentes no trato genital de mulhe-
res sexualmente ativas (Waites et al, 2003). A presenca
destes microrganismos em individuos assintométicos tem
dificultado a aceitacdao destes como agentes responsaveis
por doencas, no entanto, existem evidéncias de seu papel
etiolégico em diversas infeccoes. Alguns estudos ja de-
monstraram a participacdao de Ureaplasma sp. na génese
de uretrites nao-gonocdcicas e nao-clamidiais em homens
(McCormack, 1986; Taylor-Robinson et al., 1985). M. homi-
nis esta entre os varios microrganismos que proliferam em
pacientes com vaginose bacteriana (VB) e pode contribuir
para esta condicao (Hellberg et al., 2001; Smayevsky et al.,
2001). M. hominis tem sido isolado do endométrio e tubas
uterinas de aproximadamente 10% de mulheres com sal-
pingite diagnosticada por laparoscopia (Waites et al.,
2003). A recuperacgao destes microrganismos em diversos
sitios anatdémicos de recém-nascidos, em embrides ou flui-
dos amniéticos, sugere que possa haver acometimento in-
tra-uterino ou contaminacao durante o parto, podendo ou
nao resultar em infeccao (Nguyen et al., 2004; Abdel-Haq

et al., 2002; Rao et al., 2002; Wolthers et al., 2003). O envol-
vimento de M. hominis e Ureaplasma sp. como agentes de
cervicites é bastante controverso, porém estudo recente
demonstrou uma importante associacao entre achados uro-
genitais anormais relacionados a cervicite ou uretrite e o
isolamento destes microrganismos (Schlicht et al., 2004).
O diagnéstico clinico da infecgdo genital por micoplasma é
praticamente impossivel de ser estabelecido, uma vez que
nao existe sintoma caracteristico e, também, porque geral-
mente esses microrganismos estao envolvidos com patolo-
gias multicausais (Simoes, 1999), tornando, desta forma, o di-
agnostico laboratorial imprescindivel. Por ndo possuirem pa-
rede celular, os micoplasmas néo sao visiveis em preparacoes
coradas, especialmente o Gram, o que torna dificil o diagnoés-
tico por técnicas de pesquisa direta do microrganismo. Devi-
do a sua baixa atividade biossintética, os micoplasmas reque-
rem meios de cultura complexos, constituidos por soros ricos
em 4acidos graxos e colesterol (Rodrigues et al., 1999).

O significado clinico do isolamento de micoplasma em cul-
tura ou a diferenciacao entre colonizacao e infeccao de um
sitio anatémico normalmente colonizado baseia-se no nu-
mero de microrganismos isolados por mililitro de amostra
biolégica coletada, traduzido por UAC/mL (Unidades de
Alteracao de Cor por mL). Os critérios de avaliacao, utiliza-
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dos para analisar a relacao entre o nimero de microrganis-
mos isolados e seu papel no quadro clinico, dependem da
amostra biolégica estudada. De maneira geral sao conside-
rados significantes valores de concentracao compreendidos
entre 10° e 10* UAC/mL (Raddi et al., 1989). Além da cultu-
ra, M. hominis e Ureaplasma sp. podem ser detectados por
técnicas imunoldgicas, como as reacoes imunoenzimaticas
(Elisa) e de biologia molecular, como a reacao em cadeia da
polimerase (PCR). Entretanto, estas técnicas apresentam-se
menos vidveis para os laboratérios clinicos devido a com-
plexidade metodoldgica e ao alto custo de implantacao.
Apesar das dificuldades de se correlacionar o isolamento
de M. hominis e Ureaplasma sp. em amostras genitais e a
etiologia de infecc¢des neste sitio anatémico, a detecgao
destes microrganismos é de extrema importancia, princi-
palmente por estarem envolvidos em doencas graves, es-
pecialmente no recém-nascido. Estas espécies assumem
papel importante mesmo quando envolvidos em doencas
consideradas de menor gravidade, como as vaginoses e
uretrites, levando-se em conta os desconfortos gerados, as
possiveis complicacoes conseqiientes destes disturbios e a
possibilidade de transmissao sexual. A ocorréncia de mico-
plasmas em amostras genitais constitui-se um problema de
saude publica gerando a necessidade de cuidados médicos
e tratamento adequados. Desta forma, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar a ocorréncia, em concentracoes
clinicamente significantes, de M. hominis e Ureaplasma
sp. em pacientes atendidos no Laboratério de Ensino e Pes-
quisa em Anadlises Clinicas (LEPAC) da Universidade Esta-
dual de Maringd, Parand, com solicitacao médica de cultu-
ra para micoplasma e a sua relacao com a presenca de sin-
tomas de infecgao genital.

MATERIAL E METODOS

O LEPAC apresenta-se como laboratério de referéncia pa-
ra a cultura de micoplasma em pacientes atendidos pelo
SUS e oriundos da 15* Regional de Satde do Estado do Pa-
rand. Os principios éticos que permearam este estudo se
basearam na Resolucao 196/96-CNS/MS das diretrizes e
normas que regem pesquisa em seres humanos (Parecer
132/2005-COPEP-UEM). Todos os 1553 pacientes incluidos
neste estudo foram encaminhados ao LEPAC com solici-
tacdo médica para realizacdo de cultura especifica para mi-
coplasma (M. hominis e Ureaplasma sp.), com ou sem re-
quisicao para a realizacao de exames microbiolégicos para
deteccao de outros agentes causadores de infec¢oes geni-
tais, no periodo compreendido entre janeiro de 2001 e de-
zembro de 2004. Pacientes do sexo feminino foram tam-
bém submetidas a um questiondrio relacionado as con-
dicdes sintomaticas (dor pélvica e corrimento vaginal) que
as levaram a realizar este tipo de exame.

Para a pesquisa de micoplasma e Neisseria gonorrhoeae as
amostras coletadas foram secrecao cervical uterina, uretral
masculina ou esperma. Para o isolamento de micoplasma
as amostras clinicas, coletadas com swab estéril, foram in-
troduzidas em meio de transporte especifico (Asxb), de on-
de foram semeadas em dgar A- e incubadas por até 5 dias,
em temperatura de 35°C e atmosfera contendo 5% de CO..
A identificacdo das espécies de micoplasma estudadas foi
realizada de acordo com a morfologia colonial de cada
agente (Shepard & Lunceford, 1976). Amostras clinicas po-
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sitivas em A; foram tituladas em meio liquido, MLA (Cu-
nha et al., 1987), para M. hominis e Uw (Shepard, 1974) pa-
ra Ureaplasma sp., visando a determinacao da concen-
tracdao de microrganismos por mililitro (mL) de amostra co-
letada, a qual foi expressa em UAC/mL. Foram considera-
dos significativos valores = 10° UAC/mL para M. hominis e
= 10* UAC/mL para Ureaplasma sp., conforme critérios de
interpretacao recomendados por Cunha et al. (2001). Para
isolamento de N. gonorrhoeae as amostras clinicas foram
semeadas diretamente em dgar Thayer-Martin (Thayer &
Martin, 1966). Trichomonas vaginalis, leveduras e pseudo-
hifas foram pesquisados por microscopia direta a fresco nas
secrecOes vaginais e uretrais masculina. A microscopia de
esfregacos, corados pelo Gram, de secrecoes vaginais, ure-
trais masculina e espermas, foi utilizada para avaliar a flo-
ra bacteriana e a presenca de leucdcitos. O diagnoéstico de
VB foi feito com base nos critérios padronizados por Amsel
et al. (1983) e Nugent et al. (1991).

RESULTADOS

Dos pacientes estudados, 1451 eram do sexo feminino
(93,43%) e 102 (6,57 %) do sexo masculino. Positividade para
micoplasma em concentragoes significativas foi observada
em 47,1% dos pacientes estudados. O isolamento exclusivo
de M. hominis ou de Ureaplasma sp. foi observado em 36
(2,3%) e 536 (34,5%) pacientes, respectivamente. Em 159 pa-
cientes (10,2%) foram isolados ambos agentes (Tabela 01).
Da totalidade de pacientes do sexo feminino que respon-
deram o questiondrio, 1371 (94,5%) relataram algum sinto-
ma de infec¢do no trato genital e destes 678 (49,5%) apre-
sentaram cultura positiva para micoplasma em concen-
tracao clinicamente significativa (Fig. 01). Em 56 (8,3%)
destas pacientes foi observado, ao exame microscépico do
material clinico, um nimero aumentado de leucécitos e di-
minuido de bacilos de Doderlein, além de negatividade pa-
ra os outros microrganismos pesquisados neste estudo.
Em todos os pacientes pesquisados nao houve isolamento
de N. gonorrhoeae. Das 1041 pacientes cuja secre¢ao vagi-
nal foi examinada (bacterioscopia e exame a fresco), 125
(12,0%) apresentaram cultura positiva para micoplasma
associada com a presenca de leveduras e/ou pseudohifas,
T. vaginalis ou quadro clinico caracteristico de VB (Fig. 02).
Em relacao as pacientes com VB observou-se que na mai-
or parte (63,0%), M. hominis e Ureaplasma sp. foram isola-
dos concomitantemente, ja o isolamento exclusivo de M.
hominis ou Ureaplasma spp foi observado em 11,1% e
25,9% das pacientes, respectivamente (Fig. 03).
TABELA |
Distribuicao numérica das culturas positivas para
cada espécie de micoplasma de acordo com
o género dos pacientes.

Culturas positivas Mulheres Homens Total
n (%) n (%) n (%)
Ureaplasma sp. 522 (71,4) 14 (1,9) 536 (73,3)
M. hominis 35 (4,8) 01 (0,1) 36 (4,9)
Ambos 155 (21,2) 04 (0,6) 159 (21,8)
Total 712 (97,4) 19 (2,6) 731 (100)
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Figura 1 - Porcentagem de positividade das culturas para micoplas-
ma em pacientes do sexo feminino que relataram algum sintoma
relacionado a infec¢ao do trato genital.
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Figura 2 - Porcentagem de pacientes do sexo feminino com cultura
positiva para micoplasma associada aos outros agentes de DST.
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Figura 3 - Distribuicao da porcentagem de amostras de secrecao vagi-
nal positivas para VB relacionada com cada espécie de micoplasma.

DISCUSSAO

As altas taxas de isolamento de M. hominis e Ureaplasma
sp. encontrada neste trabalho aliada aos achados de outros
autores (Domingues et al., 2003; Kili¢ et al., 2004; Martinel-
li et al., 1999) reforcam os dados da comum ocorréncia des-
tes agentes no trato genital masculino e feminino em dife-
rentes populacoes e em distintas regioes do mundo.

A maioria da populagao feminina em nosso estudo apresen-
tava algum tipo de queixa relacionada a alteragoes no trato
genital, provavelmente por se tratar de uma populacao
amostral selecionada clinicamente. Metade desta popu-
lacao (49,6%) apresentou cultura positiva para micoplasma.
Dibartolomeo et al. (2002) e Schlicht et al. (2004) trabalhan-
do com pacientes apresentando alteragoes relacionadas ao
trato genital, com ou sem grupos controles (grupos sem al-
teracdo), verificaram maior freqiiéncia de micoplasma nos
individuos com alteracdes o que demonstra relacao entre a
presenca de sintomas de infeccdao genital, particularmente
cervicites e uretrites e o isolamento destes agentes. Em nos-
so estudo observamos ainda que a importancia clinica de
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M. hominis e Ureaplasma sp. foi mais evidente em algumas
mulheres (8,3%) com sintomas de infec¢ao do trato genital,
uma vez que a presenca aumentada de leucécitos e ausén-
cia ou diminuicdo do nimero de bacilos de Déderlein (da-
dos nao mostrados) foram observadas e nenhum outro mi-
crorganismo pesquisado foi detectado.

Micoplasmas, em especial M. hominis, tém sido freqliente-
mente isolados de mulheres com VB (Rodriguez et al, 2001).
Entretanto, em nosso trabalho o isolamento das duas espé-
cies simultaneamente foi mais freqliiente nestas pacientes.
Em conclusao, a alta positividade das culturas para M. ho-
minis e Ureaplasma sp. encontrada em nosso estudo, é um
dado preocupante, ja que estes microrganismos podem ser
transmitidos sexualmente, tornando-se desta forma, um
problema de saude publica, principalmente por estarem
implicados em diversos distirbios do trato genital..
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Atividade antibacteriana de extrato de gervao frente
cepas de Staphylococcus aureus oxacilina-sensiveis e
oxacilina-resistentes isoladas de amostras biolégicas*

Antibacterial activity of gervao extract against Staphylococcus aureus oxacillin-sensible and
oxacillin-resistant strains isolated from biological samples

Luiz Mario da Silva Silveira’; Luzilene Sousa Rosas? Roberto Sigfrido Gallegos Olea®; Eliezer
Carneiro Gongalves' & Deurival Coelho da Fonseca Junior’

/RESUMO - Gervao (Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl) é uma planta pertencente a familia Verbenaceae amplamente utilizada \
na medicina popular no municipio de Buriticupu-MA no tratamento das lesoes leishmaniéticas. Essas lesdoes geralmente vém acom-
panhadas de infecgdo bacteriana secundaria, porém a literatura nao registra o efeito desta planta sobre bactérias. Este trabalho inves-
tiga a atividade antibacteriana do gervao coletada em Buriticupu — MA. O extrato bruto hidroalcodlico (EBH) obtido de partes aéreas
da planta foi submetido a avaliacdao da atividade antibacteriana in vitro sobre cepas de Staphylococcus aureus oxacilina-sensiveis e
oxacilina-resistentes. A atividade antibacteriana foi avaliada através da técnica de difusao com disco e diluicdo em caldo. O EBH apre-
sentou halo de inibicdo até a concentracdo de 12,5 mg/mL. A determinacédo da concentracado inibitéria minima (CIM) e concentracao
bactericida minima (CBM) para o EBH se deram frente as cepas de Staphylococcus aureus. O EBH apresentou CIM variando de 0,4
a 1,6 mg/mL e CBM de 1,6 a 12,5 mg/mL. Os resultados indicam que a planta tem moderada atividade antibacteriana.
PALAVRAS-CHAVE - Gervao; Stachytarpheta cayennensis; Atividade antibacteriana. J

SUMMARY - Gervio (Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl.), from Verbenaceae family, has been extensively used in the folk me-
dicine in leishmanial lesions treatment. Leishmanial lesions usually come along with secondary bacterial infection. Nevertheless, its
antibacterial effect has not been published. This work reports the antibacterial activity of gervdo aerial parts collected in Buriticupu-
MA. The hydroalcoholic extract was submitted to in vitro antibacterial evaluation against Staphylococcus aureus oxacillin-sensible
and oxacillin-resistant strains. The results indicated antibacterial effect of the hydroalcoholic extract against the microorganisms tes-
ted evaluated by agar disk diffusion and macrodilution methods. The lower concentration that produced inhibition zone was 12.5
mg/mL. The minimal inhibitory concentration ranged from 0.4 to 1.6 mg/mL and the minimal microbicidal concentration ranged from

3.1 to 12.5 mg/mL. The results indicated moderated antibacterial activity for Stachytarpheta cayennensis.
KEYWORDS - Stachytarpheta cayennensis. Gervao. Antibacterial activity. J

INTRODUGAO

s plantas representaram, durante séculos, a Ginica fon-

te de agentes terapéuticos para o homem. No inicio do
século XIX, com o desenvolvimento da quimica farmacéu-
tica, as plantas passaram a representar a primeira fonte de
substancias para o desenvolvimento de medicamentos.
A procura por tratamentos fitoterdpicos por parte da popu-
lacdo apresenta um crescimento consideravel, o que torna
necessario uma investigacao cientifica das plantas utiliza-
das na cura e prevencao de doencas.
De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) cerca de 60 a 80 % da populacao mundial ndo tem
acesso ao atendimento primdrio de satde e recorre a me-
dicina tradicional, especialmente as plantas medicinais, na
procura de alivio para muitas doencas. A préopria OMS néao
s6 reconhece como também estimula o uso de plantas me-
dicinais pela populacdo de paises pobres?.
Tem sido registrado na literatura um grande numero de
plantas com atividade antibacteriana'*''. A espécie vege-
tal Stachytarpheta cayennensis, conhecida popularmente
como gervao, é uma planta utilizada no municipio de Buri-
ticupu, no estado do Maranhao, como cicatrizante em tlce-
ras causadas por leishmaniose'. Todavia, ainda nao se tem
informacao do papel desta planta sobre bactérias que fre-
qlentemente acometem estas lesoes.

MATERIAL E METODOS

Coleta, identificacao do material vegetal e preparacao do extrato
Partes aéreas de Stachytarpheta cayennensis (gervao) foram
coletadas no municipio de Buriticupu — MA em marco de

2003. A identificacao do material vegetal foi feita no Museu
Paraense Emilio Goeldi, Belém-PA. Uma exsicata da espécie
vegetal encontra-se depositada no Herbario Atico Seabra -
Universidade Federal do Maranhao, sob o numero 1.081.
As partes aéreas da planta foram secadas em local fresco e
arejado, a temperatura ambiente. Apés a secagem foram
colocadas em estufa a 40° C, por 24 horas. Em seguida tri-
turadas em moinho elétrico.

O extrato bruto hidroalcodlico (EBH) da planta foi obtido a
partir da maceracao a frio de 600 g de p6é em solucao hidro-
alcoodlica 70 %. Apés a extracao, o extrato foi concentrado
sob pressao reduzida.

Parte do EBH preparado foi submetido a esterilizacao sob calor
umido a temperatura de 121° C, a 1 atm, durante 15 minutos.

Preparacao dos discos

Discos de papel de filtro (papel Whatman n° 1) de 10 mm
foram preparados. O extrato da planta foi impregnado no
disco nas concentracoes de 6,25, 12,5, 25,0 e 50,0 mg/mL.

Microrganismos utilizados

Foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus oxacili-
na-sensiveis (OSSA) e oxacilina-resistentes (ORSA) per-
tencentes a bacterioteca do Laboratério Central de Saude
Publica do Maranhao (LACEN-MA), denominadas cepas
LAC, e cepa de Staphylococcus aureus ATCC (25923).

Meios de cultura utilizados

Para o crescimento e manutencao das culturas bacterianas
empregou-se o agar Mueller-Hinton (Merck). Este meio de
cultivo foi utilizado na preparacao das placas para os en-
saios de difusao em agar.
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Para a preparacao dos inéculos das cepas bacterianas uti-
lizadas e o teste de diluicao em caldo foi empregado o
brain heart infusion broth (caldo BHI) (Merck).

Preparacao dos inéculos de

microrganismos utilizados nos ensaios

Os inéculos dos microrganismos foram preparados com cerca
de 10° unidades formadoras de coldénia (UFC) por mL, equiva-
lente a turvacao 0,5 da escala padrao de MacFarland "2

Método de difusao em agar com disco

O &gar fundido foi colocado em uma placa de Petri estéril
de 90 mm; apés a solidificacao fez-se o swab do microrga-
nismo. Em seguida, colocou-se o disco impregnado com a
amostra sobre a superficie do dgar solidificado. Apés o pe-
riodo de incubacéao de 18-24 horas, a uma temperatura de
37° C, mediu-se a zona de inibicao ao redor do disco®*''. As
amostras ensaiadas foram solubilizadas em metanol.
Como controle negativo utilizou-se o metanol impregnado
em disco. Como controle positivo foi utilizado disco de clo-
ranfenicol (Biolab) na concentracao de 30 pg/disco e oxa-
cilina (Biolab) na concentracao de 1ng /disco. Os testes fo-
ram feitos em duplicatas e em dias diferentes.

Método de diluicao em caldo

Este método foi utilizado para a determinacao da concen-
tracao inibitéria minima (CIM) e concentracao bactericida
minima (CBM) das amostras bioativas, realizada através de
diluicoes seriadas na razao 1:2, empregando 2 mL de caldo
BHI. Foram utilizados dois grupos controles, positivo e ne-
gativo, respectivamente, formado pelo meio de cultura
(caldo BHI) acrescido de 2 pL. das suspensoes microbianas,
e deste meio de cultura sem a adicao do inoculo "'

As amostras foram solubilizadas em solugao de dimetilsul-
féxido (DMSO) 25%. Devido a intensidade na cor do mate-
rial analisado, o que alterava a coloracao do meio, dificul-
tando a leitura visual dos resultados, foi adicionado 0,2 mL
de cloridrato trifeniltetrazolio (CTT) 2% *.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa de produtos a partir de fonte vegetal tem sido
considerada uma das fontes mais promissoras de obtencao
de novos principios bioativos. Um grande ntmero de plan-
tas, inclusive as pouco conhecidas, é utilizado ha muito
tempo na medicina popular, quer seja nos paises pobres
quanto nos pafses desenvolvidos. E consenso que a neces-
sidade de introducao de novos compostos bioativos no ar-
senal terapéutico com efeito antimicrobiano é absoluto, de-
vido principalmente ao aparecimento de formas bacteria-
nas resistentes, decorrente, sobretudo, do uso indiscrimi-
nado dos quimioterdpicos antimicrobianos.

Diante do reconhecimento da propriedade leishmanicida
de gervao', e principalmente pelo uso da planta direta-
mente nas lesoes dos individuos doentes, foram realizados
testes in vitro para que fosse avaliada a atividade antibac-
teriana de partes aéreas da planta.

O extrato bruto da planta apresentou inibicao ao cresci-
mento bacteriano conforme mostrado na Tabela 1.

Na técnica de difusdo em agar com disco o EBH do gervao foi
inicialmente utilizado na concentracdao de 50,0 mg/mL. O
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EBH, quando avaliado em concentra¢oes menores, apresentou
atividade antibacteriana até a concentracao de 12,5 mg/mL.
Para tal atividade nao foi encontrado registro na literatura.

De acordo com o estabelecido acima, se pode observar
comportamento diverso para as cepas bacterianas testadas;
entretanto, as cepas ORSA (LAC-02 e LAC-06) foram as
que apresentaram maiores zonas de inibicao, mesmo em
concentracdes menores.

Como parametro de resisténcia foi utilizado discos de oxa-
cilina na concentracao de 1 ng/disco, a fim de se diferenci-
ar cepas de Staphylococcus aureus oxacilina-sensiveis da-
quelas oxacilina-resistentes. A escolha da oxacilina foi por
esta ser melhor que a meticilina na determinacao de
padrao de resisténcia para Staphylococcus aureus’.

A literatura tem mostrado um aumento na morbidade e
mortalidade causadas por infecgdes estafilocécicas®.
Staphylococcus aureus é um patégeno humano Gram-po-
sitivo de crescente importancia como resultado do aumen-
to da resisténcia bacteriana. Devido sua adaptabilidade e
resisténcia ao estresse ambiental, este patégeno pode so-
breviver bem fora do hospedeiro’.

O aumento crescente de ORSA e a possibilidade de cepas
resistentes a vancomicina tornam necessaria a busca de
novas fontes potenciais de substancias com atividade anti-
bidtica. Analisando os resultados obtidos no método de di-
fusdo em agar foi observado que o EBH de partes aéreas de
gervao apresentou atividade antibacteriana contra cepas
de Staphylococcus aureus, inclusive para ORSA, embora
esta atividade através da expressao da zona de inibicao te-
nha ocorrido em concentragoes elevadas em se tratando de
planta de valor medicinal.

A prevaléncia de microrganismos em lesoes leishmanidti-
cas é relatada por Vera et al.”, onde foi observada a ocor-
réncia de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus
e Streptococcus agalactae) e Gram-negativas (Pseudomo-
nas aeruginosa, Proteus mirabilis, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae e Citrobacter koseri), sendo que o
Staphylococcus aureus foi a espécie bacteriana mais fre-
quentemente isolada (59,5 %). Dessa forma, parece viavel
a utilizacdo da planta em tlceras leishmaniéticas para a
profilaxia e/ou tratamento de infec¢des secunddrias por
Staphylococcus aureus.

O método de diluicdo em caldo foi aplicado para a ob-
tencao dos valores de CIM e CBM. A CIM foi considerada
como a menor concentracao da amostra onde néao se obser-
vou a formacao de coloracdao vermelha quando da adicao
de CTT 2 %. Este reagente foi utilizado em virtude da difi-
culdade que se tem na visualizacao de turvacao do meio
quando se empregam extratos, ou mesmo fragoes que, via
de regra, sao intensamente corados. A CBM foi determina-
da pelo subcultivo de 10 pL de cada tubo negativo e do tu-
bo de crescimento positivo. A CBM foi definida como a me-
nor concentracao que forneceu placas com subcultivo ne-
gativo ou apenas uma colonia.

Avaliando-se a potencialidade do EBH frente a cepas de
Staphylococcus aureus, foi feita a determinacao da concen-
tracédo inibitéria minima (CIM) e concentracao bactericida
minima (CBM) para o EBH. Os resultados destes ensaios
estdo expressos na Tabela 2.

O potencial de atividade antibacteriana de um extrato de
planta pode ser determinado a partir dos seus valores de
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CIM. Holetz et al.® estabeleceram que a atividade de uma
planta é considerada quando esta apresenta valor de CIM
menor que 1,0 mg/mL. As cepas ATCC, LAC-03 e LAC-06
apresentaram valores de CIM abaixo de 1,0 mg/mL, en-
quanto as demais apresentaram valores de concentracao
inibitéria elevada, o que poderia resultar em efetividade
antibacteriana nula.

Embora este trabalho tenha investigado a atividade antibac-
teriana in vitro, os resultados substanciam o uso etnofarma-
colégico da planta nas ulceras leishmaniéticas, com a vanta-
gem de que constituintes dessa planta possam desenvolver
acdo antibacteriana 1til, sobretudo em cepas de Staphylo-
coccus aureus, e assim ajudar no combate as infec¢oes bac-
terianas secundarias, comuns nestes tipos de ulceras.

A comprovacao laboratorial do EBH quanto ao seu poten-
cial antibacteriano sobre Staphylococcus aureus permitiu
ampliar as informacoes a respeito da aplicacao e utilizacao
de plantas no tratamento de doencas infecciosas. Para
Stachytarpheta cayennensis, este trabalho serve de refe-
réncia, em termos de atividade antibacteriana, abrindo ca-
minho a novas pesquisas cientificas, principalmente na
busca de formas de aplicacdo dessa espécie em tratamen-
to de doencas infecciosas, reforcando a necessidade de
continuo estudo em plantas da flora brasileira.

A utilizacao de plantas no tratamento de doencas é uma
pratica muito comum, principalmente nos paises subdesen-
volvidos, onde a populacao de baixa renda nao tem acesso
imediato ao servico de satide publica. A avaliacao da ativi-
dade antibacteriana do extrato bruto hidroalcodlico de par-
tes aéreas de gervao mostrou que este extrato possui ativi-
dade frente as cepas de Staphylococcus aureus. Com base
no valor de CIM obtido, o potencial de inibicao bacteriana
observado foi apenas moderado. Todavia, essa planta, para
uso popular, pode ser empregada como auxilio no combate
de bactérias comuns em infec¢oes secundarias.

TABELA |
Atividade antibacteriana do EBH de partes aéreas de
gervao pela técnica de difusao com disco frente as
cepas de Staphylococcus aureus, nas concentracoes
de 6,25, 12,5, 25 e 50 mg/mL.

Microrganismos Tipo EBH (mg/mL) cLo OXA
50 25 12,5 6,25
Stap hylococcus ATCC 19,3+ 3,2 15,5 = 14,5 = - 24,0 = 26,0 = 0,0*
S. aureu s LAC-01 24,0 £0,0 18,0 = 14,5 = - 11,5 = 11,0 +0,0"
S. aureu s LAC-02 20,0 0,0 20,0 = 19,0 = - 11,0 = 12,56 = 2,1
S. aureu s LAC-03 21,0 £0,0 17,5 = 17,0 = - 25,0 = 24,5 £ 2,1%
S. aureu s LAC-04 21,56 +£0,7 16,0 = 14,5 = - 25,5 = 24,0 = 0,0"
S. aureu s LAC-05 18,5+ 0,7 18,5 = 17,6 = - 1,0+ | 11,507
S. aureu s LAC-06 20,0 0,0 20,0 = 20,0 = - 11,0 = 12,0 = 0,0"

(-) n@o houve halo de inibicao; CLO — cloranfenicol (30 pg/disco); OXA — oxacilina (1 pg/disco). Diametro do disco
com extrato — 10 mm; diametro dos discos de CLO e OXA — 6 mm. * Cepas OSSA. ** Cepas ORSA. Os dados
mostrados estdo em média + desvio padréo de dois experimentos e cada experimento duas replicatas.

TABELA 11
Concentracao inibitéria minima e concentracao bactericida
minima do EBH de partes aéreas de Stachytarpheta
cayennensis pelo método de diluicado em caldo modificado.

Microrganis mos Tipo EBH ( mg/mL)
CIM CBM
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0,4 1,6
S. aureus LAC-01 1,6 12,5
S. aureus LAC-02 1,6 12,5
S. aureus LAC-03 0,8 6,2
S. aureus LAC-04 1,6 6,2
S. aureus LAC-05 1,6 12,5
S. aureus LAC-06 0,8 3,1

Os dados mostrados s&o resultantes de dois experimentos e cada experimento duas replicatas.
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Suscetibilidade a novobiocina na identificacao de
amostras de Staphylococcus coagulase negativos
(SCoN) isolados de hemoculturas*

Susceptibility to the novobiocin in the identification of isolates of Staphylococcus coagulase neg-
ative (SCoN) isolated from blood cultures

Pedro A. d’Azevedo’? Alinne G. de Souza'; Anderson F. Santos’; Tiago Sales®;
Tomas Chagas Neto* & Antonio C.Pignatari’

RESUMO - Tradicionalmente o Laboratério de Microbiologia Clinica utiliza a prova de suscetibilidade a novobiocina para distinguih
as espécies clinicamente significativas de SCoN, entre elas o Staphylococcus saprophyticus. Devido ao aumento destes microrganis-
mos nas infecgoes relacionadas a assisténcia a satude, este estudo teve como objetivo relatar duas bacteremias por SCoN resistentes a
novobiocina ocorridas em maio e setembro de 2006, em um hospital geral, na cidade de Sao Paulo. Primeiramente o teste fenotipico
apontou resisténcia a novobiocina, mas com padroes distintos de identificagdo ao S. saprophyticus. Na identificacao convencional, as
amostras fermentaram trealose, manitol e manose, sendo positivas nos testes da urease e fosfatase alcalina. No sistema semi-automa-
tizado, a confirmacao da espécie apontou o Staphylococcus cohnii subsp. urealyticus com 99,99% de probabilidade. No teste de dis-
co difusao, os isolados mostraram-se resistentes a oxacilina, mas suscetivel a cefoxitina, vancomicina e teicoplanina. Houve confir-
macao pela metodologia do Etest® mostrando CIM para oxacilina superior a 256 pg/ml, e suscetibilidade a vancomicina e a teicopla-
nina. A reacao da PCR confirmou a presenca do gene mecA nos isolados. Estes dados demonstram a importancia dos SCoN isolados
em hemoculturas, sendo necessaria uma correta identificacao destes microrganismos.

PALAVRAS-CHAVE - novobiocina, resisténcia bacteriana, Staphylococcus coagulase negativos, Staphylococcus cohnii subsp urealy-

ticus. /

SUMMARY - Traditionally the Laboratory of Clinical Microbiology uses the susceptibility test to the novobiocin to distinguish the elis
nically significant species from SCoN, between them the Staphylococcus saprophyticus. Due to the increase of these microorganisms
in the infections related to the health assistance, this study had as objective to relate two cases of bacteremia for SCoN novobiocin re-
sistant occurred in May and September of 2006, in a general hospital, in the city of Sao Paulo. First the fenotipic test pointed resistan-
ce to the novobiocin but with differents patterns of identification the S. saprophyticus. In the conventional identification, the isolates
had leavend trealose, manitol and manose, being positive in the tests of urease and fosfatase alkaline. In the half-automatized system,
the confirmation of the species pointed the Staphylococcus cohnii subsp urealyticus with 99.99% of probability. In the disk-diffusion
test, the isolates had showed resistance to the oxacilin, but susceptibility to the cefoxitin, vancomicin and teicoplanin. The MIC from
oxacilin showed more than 256ug/ml, and susceptibility to the vancomicin and teicoplanin. The PCR reaction confirmed the presen-
ce of the mecA gene in the isolates. These data demonstrate the importance of the SCoN isolates in blood cultures, being necessary

a correct identification of these microorganisms.

KEYWORDS - novobiocin, bacterial resistance, coagulase-negative staphylococci, Staphylococcus cohnii subsp urealyticus. J

INTRODUCAO

Antigamente, os Staphylococcus coagulase negativos
(SCoN) eram considerados contaminantes de pouca
importancia clinica. Entretanto, durante as ultimas déca-
das, esses microrganismos foram reconhecidos como im-
portantes agentes etiolégicos das bacteremias hospitalares.
Embora tenham sido descritas vdrias espécies diferentes
de SCoN, relativamente poucas delas produzem infeccoes
em humanos. Entretanto, como um maior niimero de labo-
ratoérios tem tentado identificar SCoN, cada vez mais estao
sendo reconhecidos infec¢oes causadas por essas espécies
(Bannerman, 2003).

Os Staphylococcus coagulase negativos sao os microrganis-
mos mais frequentemente isolados de hemoculturas. Ape-
sar de muitas vezes se tratar de um contaminante (pseudo-
bacteremia), € uma das principais causas de bacteremia
verdadeira (Rupp & Archer, 1994; Marshall et al., 1998).
Das infecgdes associadas aos SCoN estdo: infec¢oes urinéd-
rias, infeccoes associadas a dispositivos permanentes, bac-
teremia em hospedeiros comprometidos, receptores de
transplante, endocardite, osteomielite, endoftalmite, dentre
outras (Rupp & Archer, 1994; Kloss & Bannerman, 1999).

A multiresisténcia aos antimicrobianos é uma das princi-

pais caracteristicas observadas entre amostras hospitalares
de SCoN, destacando-se a resisténcia a meticilina. Em ter-
mos clinicos, cepas de SCoN resistentes a meticilina (oxa-
cilina) sdo problemaéticas porque esses microrganismos vao
apresentar resisténcia cruzada a virtualmente todos os f3-
lactdmicos e também a outras classes de agentes antimi-
crobianos. Em relacdo ao laboratério clinico, a resisténcia a
oxacilina entre SCoN também é preocupante porque os
isolados de estafilococos podem variar no seu nivel de ex-
pressédo fenotipica da resisténcia. Isolados que expressam
baixos niveis de resisténcia, ou seja, apresentam um cara-
ter de heteroresisténcia a oxacilina, podem ser dificeis de
caracterizar. Os SCoN resistentes a oxacilina produzem
uma proteina ligadora de penicilina chamada PBP'2 ou 2?,
com baixa afinidade em relacao aos f-lactdmicos. O gene
que codifica esta proteina modificada é o gene mecA. (De
Giusti et al, 1999; Caierao et al, 2004).

Devido a problemética atual na identificacdo das espécies
e deteccao da resisténcia a oxacilina entre amostras de
SCoN, estudos que definam técnicas com maior sensibili-
dade e especificidade, além de praticidade e rapidez, sao
de grande interesse para o diagnostico clinico-laboratorial
e para o controle de infeccoes relacionadas a assisténcia a
saude (Caierao et al, 2006).
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Sendo assim, este estudo teve como objetivo relatar duas
bacteremias por SCoN ocorridas em maio e setembro de
2006, em um hospital geral, localizado na cidade de Sao
Paulo, SP, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas duas amostras de SCoN isoladas de 2 pa-
cientes distintos com quadros de bacteremia em um hospi-
tal geral, localizado na cidade de Sao Paulo/SP, empregan-
do o esquema de caracterizacao de Kloss e Bannerman
(1999) com algumas modificagoes e com o sistema semi-au-
tomatizado AutoScan®/MicroScan® (Dade Behring),

Os materiais foram semeados segundo procedimentos con-
vencionais, sendo realizado o isolamento primdrio em agar
sangue, onde as amostras foram submetidas a identificacao
através das provas bioquimicas e determinacao da susceti-
bilidade frente ao painel Gram-positivo (MicroScan®). As
recomendacoes do fabricante do produto para inoculacao e
incubacdo dos painéis foram rigorosamente seguidas.
Apbs 18-24 horas de incubacdo a 35°C +/- 1°C, os painéis
foram lidos no sistema MicroScan®.

Estas amostras foram identificadas através das seguintes
provas convencionais: catalase, teste da coagulase livre e
ligada, pirrolidonil arilamidase (PYR), resisténcia a bacitra-
cina, novobiocina, polimixina B, urease, fosfatase alcalina,
desferroxamina, e carboidratos como trealose, manitol, ma-
nose, maltose, sacarose, celobiose, lactose, xilose, dentre
outros. Com essas amostras também foram efetuados os
testes de suscetibilidade, segundo o CLSI (2004), empre-
gando-se a metodologia de disco difusao em agar frente a:
oxacilina, cefoxitina, vancomicina e teicoplanina (Oxo0id®).

RESULTADOS

Os testes fenotipicos apontaram resisténcia a novobiocina
e desferroxamina em todas as amostras. Na identificacao
convencional, as amostras fermentaram trealose, manitol e
manose e apresentaram positividade nos testes da urease e
da fosfatase alcalina. No sistema semi-automatizado, a
confirmacdo da espécie apontou o Staphylococcus cohnii
subsp urealyticus com 99,99% de probabilidade nas duas
amostras analisadas.

Em relacao aos testes de disco difusao, os isolados mostra-
ram-se resistentes a oxacilina, mas suscetiveis a cefoxitina,
vancomicina e teicoplanina. A confirmacao destes testes
foi realizada pela metodologia do Etest® mostrando a oxa-
cilina com CIM superior a 256 pg/ml, e suscetibilidade a
vancomicina e a teicoplanina. A reacao da PCR comprovou
a presenca do gene mecA nestes isolados.

DISCUSSAO

A identificacdo das espécies de SCoN, embora seja de di-
ficil realizacao para a maioria dos laboratérios clinicos, pois
é muito trabalhosa e demorada, é necessdria para diferen-
ciar o potencial patogénico e o perfil de resisténcia de ca-
da espécie (De Paulis et al, 2003).

Em nosso estudo, devido a resisténcia a desferroxamina,
eliminou-se dentre os SCoN, os S. epidermidis e S. hominis
e incluiu os isolados como novobiocina resistentes. Antiga-
mente, novobiocina resistente determinava identificacao
presuntiva de S. saprophyticus. Hoje em dia, entretanto,
tém sido reconhecida que outras espécies de SCoN também
sao novobiocina resistentes. Sao eles: S. saprophyticus, S.
cohnii subsp. cohnii, S. cohnii subsp. urealyticus, S. sciuri e
S. xylosus. A resisténcia aos antimicrobianos é geralmente
codificada por plasmideos, e dessa forma é possivel a trans-
feréncia de genes resistentes a novobiocina entre espécies.
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A deteccao de resisténcia a oxacilina nos Laboratérios de
Microbiologia Clinica representa um grande problema,
pois a maioria dos isolados resistentes apresentam padrao
de resisténcia heterogéneo e sé sdo reconhecidas usando
condicdes de cultivo especificas e varias recomendacoes
tém sido feitas para melhorar a deteccao “in vitro" desta
resisténcia (Kloss & Bannerman, 1999; CLSI, 2004).

Os testes de suscetibilidade realizados demonstraram que
houve falha na suscetibilidade da cefoxitina, pois de acor-
do com a nova técnica padronizada pelo CLSI/2004, a de-
teccdo de resisténcia a oxacilina dos S. aureus e SCoN pas-
sou a ser realizada com discos de 30 png de cefoxitina para
aumento de especificidade. No nosso estudo, a cefoxitina
foi suscetivel enquanto a oxacilina apresentou resisténcia.
Nesse caso e com a confirmacao da presenca do gene me-
cA por PCR, verificamos que houve falha na deteccao da
resisténcia pelo teste de disco difusdao com o disco de cefo-
xitina. Isso demonstra que devemos estudar um numero
maior de amostras nao-epidermidis para verificar se a uti-
lizacao do disco de cefoxitina em nosso meio prediz melhor
a resisténcia a meticilina. Esses resultados demonstram a
importancia e correta identificagdo dos SCoN isolados em
hemoculturas apontando também a necessidade de outros
estudos para acompanhar a evolucao da resisténcia desses
microrganismos no ambiente hospitalar.
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Estudo da prevaléncia da infeccao genital por papilo-
mavirus humano em mulheres no climatério*

Prevalence of human papillomavirus infection in climaterical women

Dra Linda Emiko Suzuki’, Dr. José Mendes Aldrighi?, Dr Israel Nunes Alecrin? &
Dra Cecilia Roteli Martins?

@ESUMO - O presente estudo objetivou a prevaléncia da infeccao genital por HPV em auxiliares de servicos gerais, de 40 a 60 anos
de idade, da Universidade Estadual de Maringa. Oitenta e oito mulheres responderam ao questionario sécio-demografico e compor-
tamental e foram submetidas a exame ginecolégico com coleta de teste de Papanicolaou convencional. Em 73 mulheres foi coletada,
também, amostra para pesquisa de DNA HPV por PCR. A média de idade foi de 48,8 anos (DP+5,7); a menarca ocorreu em média aos
13,5 anos (DP+2,0) e 45,5% com menarca tardia; sendo que 47,7% tiveram o primeiro ato sexual com mais de 20 anos sendo a média
de 20,9 anos (DP+5,1). A menopausa ocorreu, em média, aos 46,4 anos (DP +5,0) e 61,4% apresentavam ciclos menstruais; nos ulti-
mos 3 anos 77,3% tiveram um Unico parceiro. Todas faziam parte de programas de rastreamento institucional anual. As colpocitolo-
gias apresentaram 59,2% normais e 40,8% normais com componentes inflamatérios. Foram encontrados Mobiluncus sp, Gardnerela
vaginalis, fungos. Nenhum DNA de HPV foi encontrado, confirmando a auséncia da infeccao por HPV em exames citol6gicos normais

e/ou apenas inflamatorios.

PALAVRAS-CHAVE - Papilomavirus humano. Climatério. Epidemiologia. -

gical atipias, it was zero.

/" SUMMARY - The frequency of HPV was verified in servants from 40 to 60 years in Universidade Estadual de Maringd. It was studi-\
ed 88 women that answered to the demographic and comportamental questionnaire, 73 accomplished the research of DNA HPV for
chain reaction of the polimerase and 76 Pap test. The medium age was of 48,8 years (DP+5,7); the menarca happened on average to
13,5 years (DP+2,0) with 45,5% with late menarca and 47,7% had the first relationship with more than 20 years, and the average was
20,9 years (DP+5,1). The menopause’s medium age was 46,4 years (DP +5,0) and 61,4% were in the menacme. In the last 3 years 77,3%
had just a partner. All had accomplished the preventive of gynecological cancer. The Pap test resulted in 59,2% normal and 40,8% in-
flammatory. They were found Mobiluncus sp, Gardnerela vaginalis, Candida sp. No suggestive case of HPV was detected. DNA of
HPV was not found. The frequency of HPV in women in the 40 to 60 years with Pap test normal or just inflammatory without cytolo-

\KEYWORDS - Human papillomavirus. Climateric. Epidemiology.
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INTRODUCAO

expectativa de vida da mulher brasileira, conforme a

Organizacao Mundial da Satude, é de 65,7 anos e o
gasto em saude, por pessoa, foi de U$ 573 em 2001 . Co-
mo as mulheres vivem mais e sdo mais numerosas, ha que
avaliar os programas de satide da mulher sob a 6tica da po-
pulacao que envelhece.
O climatério é definido como o periodo de vida da mulher
compreendido entre os 40 e 65 anos de idade e caracteri-
zado pela diminuicdo progressiva dos niveis séricos de es-
trogénio e progesterona e aumento do horménio foliculo-
estimulante (FSH) conseqtliente a diminuicao dos foliculos
ovarianos '**. Por outro lado, a menopausa é um episédio
dentro do climatério que se refere a ultima menstruacao®.
No Brasil, segundo PINOTTI e BARROS (2004), a meno-
pausa ocorre em média aos 47,8 anos.
ROBERTO NETTO (2001) relatou, com dados da Organi-
zacdo Mundial de Satde, que a partir de 2020 serao diag-
nosticados um milhdo de novos casos de cancer ao ano.
Cerca de 70 % deles ocorrerdo em paises em desenvolvi-
mento e apenas 5% desses paises possuem recursos para o
controle da doenca. Se medidas de prevencao e controles
ndo forem tomadas, dentro de 20 anos, a incidéncia de can-
cer aumentara em aproximadamente 100%. Sabe-se que,
utilizando apenas os conhecimentos cientificos e tecnolo-
gias existentes, poder-se-ia reduzir em um quarto, todos os
canceres e curar-se-ia uma terca parte. O que se tem cer-
teza é que estratégias preventivas poderiam com baixo
custo reduzir substancialmente a incidéncia de céancer,
principalmente o do colo uterino *.

Este tipo de cancer representa 10% de todos os tumores
malignos em mulheres. E uma doenca que pode ser preve-
nida, estando diretamente vinculada ao grau de subdesen-
volvimento do pais®.

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
de Papanicolaou (citologia oncolégica cérvico-vaginal). E
fundamental que os servigos de satide orientem sobre a im-
portancia do exame preventivo, pois a realizacao periédica
permite reduzir em 70,0% a mortalidade por cancer do co-
lo do utero na populacgao de risco® ™.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude*, em mulheres
entre 35 - 64 anos, apés um exame negativo, o exame sub-
seqiiente pode ser a cada trés anos, com a mesma eficacia
anual. Sendo que a reducao ao risco seria de 93% se fizes-
se exame anual e de 91% se fosse realizado a cada trés
anos. O efeito protetor a cada cinco anos do exame pre-
ventivo seria de 84% e de 4%, a cada 10 anos* >, Vdarios
sdo os fatores de risco identificados para o cancer do colo
do utero. Os fatores sociais, ambientais e os habitos de vi-
da, tais como, atividade sexual antes dos 18 anos de idade,
pluralidade de parceiros sexuais, vicio de fumar, inadequa-
dos habitos de higiene e o uso prolongado de contracepti-
vos orais, parecem estar relacionados ao desenvolvimento
de cancer de colo uterino " *.

Estudos feitos por SYMMANS e cols. (1992), mostraram
ainda que a associacao da infeccao de Papilomavirus hu-
mano (HPV) e Chlamydia tém papel importante no desen-
volvimento da displasia das células cervicais e na sua
transformacdo em células cancerosas. O virus do Papiloma

Recebido em 11/10/2006
Aprovado em 19/03/2007
*Parte da tese de doutorado apresentada na Faculdade de Saude Publica da USP, trabalho realizado no Departamento de Andlises Clinicas da Universidade
Estadual de Maringé e Laboratério de Experimental em Ginecologia e Obstetricia da UNIFESP.
"Prof* Adjunta da Universidade Estadual de Maringa, Av Colombo, 5790 Maring4, Parana.
?Prof Associado da Faculdade de Saude Publica da USP, Av Dr Arnaldo, Sao Paulo.
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humano estd presente em 95 a 99% dos casos de cancer do
colo do ttero'* ', Em mulheres infectadas pelo Papiloma-
virus, hé outros fatores de risco importantes imbricados no
desenvolvimento do cancer: nimero elevado de gestacgoes,
o uso de contraceptivos orais, tabagismo, infeccao pelo
HIV e outras doencas sexualmente transmitidas, como her-
pes e clamidia’.

A infeccdo genital pelo Papilomavirus humano é conside-
rada doenca sexualmente transmissivel (DST) muito co-
mum. Sendo altamente transmissivel com prevaléncia alta,
sendo um importante problema em satude publica. Assim,
o presente trabalho teve como objetivo estimar a prevalén-
cia da infeccao genital por Papilomavirus humano em au-
xiliares de servigos gerais, na fase do climatério, com aces-
so a exames de rastreamento de cancer cervical, da Uni-
versidade Estadual de Maringa.

METODOLOGIA

Os critérios de inclusdo no estudo foram: mulheres na fase
do climatério; serventes com mais de 40 anos em atividade
no periodo entre 2003 e 2004, com ttero intacto.

Os critérios de exclusdo: mulheres com sangramento uteri-
no anormal, portadores do virus HIV, com mudanca de
funcao, em licenca ou afastamento, com diagnéstico ou sus-
peita de cancer ginecolégico, pacientes que foram tratadas
por cirurgia radical para cancer de colo de ttero e com in-
capacidade de assinar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Uma mulher se recusou a participar do estudo.
O protocolo de estudo foi aprovado pelas Comissoes Cien-
tificas e de Etica em Pesquisa da Faculdade de Satide Pu-
blica da Universidade de Sao Paulo e Universidade Estadu-
al de Maringd. Todas as mulheres participantes foram infor-
madas sobre os procedimentos que seriam realizados e as-
sinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Oitenta e oito mulheres responderam ao questionario com
questoes socio-demograficas e comportamentais. Dessas,
76 mulheres fizeram a citologia oncolégica cérvico-vaginal
convencional (CO), no setor de Citologia da Universidade
Estadual de Maringd e 73 a pesquisa de DNA do HPV pela
reacao em cadeia da polimerase (PCR), no laboratério expe-
rimental de Ginecologia da Universidade Federal de Sao
Paulo. Sendo que, mulheres com quaisquer alteracoes detec-
tadas que merecessem intervencoes, foram encaminhadas ao
Ambulatério Médico da Universidade Estadual de Maringa.

RESULTADOS

Das 88 mulheres do estudo, 72,7% eram da raca branca e
todas as mulheres da raca mestica eram resultados do cru-
zamento de branco com negro. Nenhuma delas era da raca
amarela (Tabelal).

Em relacao a escolaridade, 53,4 % tinham pelo menos o se-
gundo grau e 4 mulheres (4,5%) tinham curso superior das
quais 1,1% completo e 3,4% incompleto.

A freqiiéncia de mulheres casadas foi de 65,9% e a média
de tempo de unido foi de 16,1 anos; enquanto a freqiiéncia
de solteiras foi igual a 5,7%.

A média de pessoas por familia morando na mesma casa e
a média por dormitérios foi de 3,7 (DP+ 1,4) e 2,7 (DP+ 0,7),
respectivamente.

Em relacdo ao tempo de servico na instituicao a freqiiéncia
foi de 29,5% e 20,5% para as mulheres que trabalhavam en-
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" tre 21 a 25 anos e 6 a 10 anos, respectivamente. A renda mé-

dia per capita por familia foi de R$ 308,30 (DP+ 161,9), sendo
que faixa de renda entre R$ 240,00 a R$ 480,00 (1 a 2 saléri-

TABELA |
Distribuicao do niumero e percentual de mulheres segun-
do as variaveis demograficas. Maringa-PR, 2003.

VARIAVEIS N (88) %
Raca branca 64 72,7
mestica 19 21,6
negra 5 57
Escolaridade primario 12 13,7
1° grau 25 28,4
2° grau 47 53,4
superior 4 4.5
Estado civil (em anos) solteira 5 5,7
casada 58 65,9
separada 12 13,6
Vitva 13 14,8
Pai vivo 23 26,1
falecido 62 71,6
adotivo 2 2,3
Mae viva 46 52,3
falecida 40 454
adotiva 2 2,3
N° pessoas/ familia 1 3 3,4
2-3 40 45,5
4-5 35 39,8
>5 10 1,3
N° dormitérios 1 2 2,3
2 31 35,2
3 46 52,3
4 9 10,2
Tempo de trabalho (anos) <5 14 15.9
6-10 18 20,5
<10 56 63,6
Renda familiar per capita
(salario minimo)* <1 3 3,4
1a2 53 60,2
>3 32 36,4

*salario minimo=R$240,00.
os minimos) correspondeu a 60,2% de freqtiéncia (Tabela 1).

A menor renda foi per capita foi de R$ 23,00 e a maior de
R$ 933,00. A moda foi R$ 200,00 e a mediana de R$ 260,00.

A média de idade das mulheres incluidas no estudo foi de
48,8 anos (DP+ 5,7). A média de idade para a ocorréncia da
menarca foi de 13,5 (DP+ 2,0) e a 1° relacao sexual ocorreu
em média aos 20,9 anos (DP+ 5,1). Setenta e sete por cen-
tro das mulheres eram ativas sexualmente na data da entre-
vista e 77,3% delas tinham apenas um parceiro sexual nos
ultimos 3 anos. Quanto ao tempo de convivio com um tni-
co parceiro a freqiiéncia foi de 35,2%, 7,9%, 3,4%, 53,5%,
com os parceiros sexuais até 5 anos de uniao, 6-10 anos, 11-
15 anos e > 15 anos de uniao, respectivamente (Tabela 2).
Quanto ao uso de método contraceptivo oral (ACO) foi uti-
lizado por 23 mulheres (26,1%) e o uso da camisinha nao
foi referido.

As mulheres nuliparas corresponderam a uma freqiiéncia
de 8,0% e as que tinham de 2 a 3 filhos vivos foi de 64,7%
(Tabela2). Em relacao a filhos, 92,0% apresentaram filhos
vivos e 5 mulheres relataram terem tido aborto.
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TABELA 11
Distribuicao do niumero e percentual de mulheres segundo
a idade e comportamento sexual. Maringa - PR, 2003.

VARIAVEIS N (88) %

Idade (anos) 40 - 44 24 27,3
45 — 49 30 34,1
50 — 54 14 15,9
55 — 59 18 20,4
60 - 65 2 2,3

Menarca (anos)
=1 14 16,0
12 -13 34 38,6
14 - 15 25 28,4
=16 15 17,0

Coitarca (anos)
<15 4 4,5
16-18 24 27,3
19-20 18 20,5
21-25 29 32,9
26-30 10 11,4
=31 3 3,4

Numero de parceiros 0 20 22,7
1 68 77,3

Tempo com mesmo

parceiro sexual

(anos) 0 20 22,7

=<5 1 12,5
6-10 7 7.9
11-15 3 3,4
=16 47 53,5

Métodos

contrac eptivos Nenhum 55 62,5
ACO 23 26,1
Laqueadura 10 11,4

Ne° de fil hos 0 7 8,0
1 1 12,5
2 23 26,1
3 34 38,6
4 7 8,0
=5 6 6,8

ACO = anticoncepcional oral

A idade para ocorréncia da menopausa foi em média aos
46,4 anos (DP+5,0); e a freqiiéncia para a menopausa natu-
ral foi de 40,9% e de 16,0%, cirtirgica. Nao houve nenhu-
ma menopausa actinica. Quarenta e dois por cento se en-
contravam no menacme (fase fértil da mulher) (Tabela 3).
A THM (terapia hormonal da menopausa) foi utilizada por
8 mulheres, o correspondente a uma freqtiéncia de 3,4%.
Sete mulheres (8,0%) relataram terem tido HPV no passado,
porém, tanto a colpocitologia como a pesquisa de DNA do
virus foi negativa. Por outro lado, 42 mulheres (47,7%) nao
sabiam ou nao se referiram a infeccao pelo HPV (Tabela 3).
Houve apenas um caso de neoplasia intraepitelial de alto
grau (NIC III) no passado, relatada pela prépria entrevista-
da, porém, alteracoes citolégicas nao foram visualizadas na
CO realizada e nem o DNA do HPV foi encontrado.

O uso do tabaco foi relatado por 33 (37,5%) mulheres e 55
(62,5%) nunca haviam fumado. O ntimero de cigarros fu-
mados por dia foi de < 10 cigarros (64,8%); 11 a 20 cigarros
(29,3%) e = 21 cigarros (5,9%).
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TABELA llI
Distribuicao do nimero e percentual de mulheres segundo
as variaveis clinicas e epidemiolégicas. Maringa — PR, 2003.

VARIAVEIS N (88) %

Tipo de menopausa Mena cme 38 43,2
Natural 36 40,9
Cirurgica 14 15,9

Ondas de calor Sim 48 54,5
Nao 40 45,5

Antecedentes de HPV
Sim 7 8,0
Nao 38 43,2
Né&o sabe 3 3,4
NIC 11l 1 1,1
Nao referiu 39 443

Tabagismo Sim 33 37,5
Nao 55 62,5

Tabagismo passivo

nainfancia Sim 69 78,4
Nao 19 21,6

Tabagismo passivo

idade adulta Sim 45 51,1
Nao 43 48,9

Foram realizados 76 exames de citologia oncolégica cérvi-
co-vaginal (CO). Quarenta e cinco exames foram da classe
1(59,2%) e 31 exames classe II (40,8%).

A freqiiéncia de citologia normal foi de 59,9% e de exames
inflamatorios ou infecciosos somaram 41,0%.

O resultado dos exames de CO apresentou uma freqiiéncia
de 57,0% para Lactobacillus. A flora nao foi visualizada
(flora nv) em 12,0%. Flora mista, Gardnerella vaginalis,
fungos e Mobiluncus sp, representaram 11,0%, 7,0%, 4,0%
e 1,0%, respectivamente.

A freqiiéncia de processos benignos encontrados nos exa-
mes de CO foi de 49,0%, 24,0% e 3,0% para os exames
sem alteracoes, com metaplasia escamosa e do tipo rege-
nerativo, respectivamente.

Quanto ao trofismo citolégico encontrado nos exames de
CO, apresentados na Figura 5, a freqiiéncia foi de 59,0%,
16,0%, 11,0%, 9,0% e 5,0% para o normotroéfico, atréfico,
exame com avaliacdo prejudicada, hipotréfico e hipertréfi-
co, respectivamente.

Foram realizadas 73 pesquisas de DNA de HPV, de amplo
espectro de genétipos, por reacao de cadeia da polimerase
(PCR). Foram realizadas novas coletas em 6 mulheres, por-
que os resultados nao foram conclusivos. Todas as reacoes
resultaram negativas para DNA de HPV, assim, nenhum
caso de HPV foi encontrado no material analisado.

DISCUSSAO

Apesar de abarcar quase a totalidade (86,4%) da popu-
lacao referente a auxiliares de servigcos gerais, deve-se
considerar como uma populacao institucional de nao re-
presentar a populacao em geral.

Em relacao ao exame de PCR mesmo conhecendo o proce-
dimento de coleta que seria simultdneo a coleta cérvico-va-
ginal, 3 mulheres nao autorizaram a pesquisa de DNA do vi-
rus. Essa atitude nos reporta para uma outra dimensao, ou
seja, o medo de que o resultado seja positivo ou de que ou-
tras pessoas conhecam o resultado (algumas das declaracoes
constatadas). Assim, pode o inquérito trazer alguns vieses,
inerentes ao comportamento das pessoas entrevistadas.
Este estudo avaliou a prevaléncia de HPV em mulheres no
climatério, periodo de vida com poucos estudos pertinen-
tes. Partindo do pressuposto de que casais nessa fase, por
motivos varios, tém atividade sexual reduzida e que o con-
juge pode desempenhar eventuais relacoes extraconju-
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gais, o que se espera € uma freqiiéncia baixa em doencas
sexualmente transmissiveis (DST). Os resultados mostra-
ram que a freqiiéncia do HPV, em mulheres na faixa etaria
de 40-60 anos foi negativa (igual a zero) para uma popu-
lacdo em idade fértil, com menarca apés 14 anos de idade
e que teve a primeira relacao sexual apos 20 anos, sem uso
de método contraceptivo, maioria multiparas, com renda
familiar menor ou igual a um saldrio minimo e principal-
mente com um parceiro nos tltimos 3 anos.

Em se tratando do Municipio de Maringd, cuja populagéao
estd em torno de 303.551 habitantes **, os dados de janeiro
de 2004 mostraram que a freqiiéncia de HPV é pequena.
De 1.177 exames preventivos realizados, houve apenas um
caso do virus; sendo 1.168 dentro da normalidade (99,2%);
6 casos de atipias de células escamosas de significado in-
determinado (ASCUS); 1 neoplasia intraepitelial de grau I
(NIC I) e 2 casos de neoplasia intraepitelial de grau II (NIC
II), assim, a freqiiéncia de alteragoes citolégicas e de HPV
é relativamente baixa na regiao '*. Quanto a esses dados, é
preciso considerar que estdao distribuidos na populacgéao co-
mo um todo, sem considerar a faixa etaria. Este estudo ava-
liou apenas a populacao de 40-60 anos, da Universidade
Estadual de Maringd. A freqiiéncia do Papilomavirus hu-
mano tem sido observada, preferencialmente, em mulhe-
res no menacme e sexualmente ativas; e, a literatura tem
mostrado que a ela é inversamente proporcional ao au-
mento da idade® ' ",

UTAGAWA e cols. (1997) estudaram as alteracdes citologi-
cas de 1503 exames de mulheres acima de 50 anos. Os de
sinais citolégicos sugestivos de infeccao por HPV foram en-
contrados em 5,5% e quando submetidos a hibridizacao in
situ, 1,5% apresentaram o DNA do virus. Os autores ressal-
taram que a acuidade diagnéstica da citologia € menor no
climatério pela dificuldade de obtencdo da amostra pela
regressao apresentada pelo epitélio. A populacao nesse es-
tudo foi previamente selecionada pela citologia por apre-
sentarem caracteristicas sugestivas de HPV, explicando,
assim, a prevaléncia de 1,5% na pesquisa do DNA do vi-
rus. Foram pesquisadas as alteragdes citopaticas do HPYV,
porém, no presente estudo, nao foi observada nenhuma al-
teracdo sugestiva daquele virus. Diferentemente deste, na
pesquisa desenvolvida por UTAGAWA e cols. (1997), nao
foram estudados os aspectos epidemiolégicos e demografi-
cos, além da idade das mulheres, que se limitou a 50 anos
ou mais. Como, também, no estudo de SYMMANS e cols.
(1992), que correlacionando a citologia com a histologia,
constataram apenas um caso (6%) de DNA do HPV das 17
mulheres pré-menopdusicas selecionadas por colposcopia.
Duas apresentaram lesoes intrepiteliais cervicais quando
submetidas a biépsia. No mesmo, estudo os autores encon-
traram resultados equivalentes em 47 mulheres pés-meno-
pausadas que haviam se submetido a histerectomia por
motivos nao associados. Constataram, ainda, que o virus
esteve presente de forma semelhante tanto nas pré como
nas pos-menopausicas. Portanto, nem sempre as atipias
estdo associadas a presenca do virus, representando ape-
nas alteracoes inflamatorias atréficas, principalmente, rela-
cionadas as colpites senis, que sdo muito freqiientes em es-
fregacos citolégicos em mulheres no climatério; portanto,
as atipias citolégicas préprias da idade podem mimetizar
neoplasias intraepiteliais.

LAZCANO e cols. (2001), num estudo em 33 municipios no
México, pesquisaram o HPV em 1340 mulheres com diag-
nostico citolégico normal. Utilizando o PCR do tipo rever-
so, os autores encontraram 27 (2,01%) casos de HPV, sen-
do 17 de alto risco e 10 de baixo risco. Em relacédo a fre-
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quiéncia de HPV por idade, eles encontraram 23% e 16,7%
em mulheres com idade inferior a 25 anos e com 65 anos ou
mais respectivamente. Relatam, ainda, que o HPV de bai-
xo risco foi linearmente mais freqiente com a idade das
mulheres. A principal variavel em todas as idades associa-
das aos dois tipos do virus foi o nimero de parceiros sexu-
ais. Comparando os resultados com os de LAZCANO e
cols. (2001) sustentando a idéia de que parceiros tnicos
traduzem baixa freqiiéncia de HPV, como foi observado no
presente estudo.

Em relacdo a infeccdao do HPV, a condicdo de maturidade
hormonal do epitélio cérvico-uterino parece favorecer a in-
feccao por HPV; assim, UTAGAWA e cols. (1997) em 119
mulheres com mais de 50 anos, encontraram 5,9% (7) de
atroéficos, 42,0% (50), hipotréficos e 52,1% (62) tréficos. Os
7 casos atréficos apresentavam quadro com alteracoes su-
gestivas de HPV. Apesar do pequeno numero, os autores
sugerem que o resultado corrobora naquele sentido. Nes-
se estudo, 16% (12) foram atréficos, 9% (7) hipotroéficos;
59% (495) tréficos e 5% (4) hipertréficos, sendo 11% (8) das
amostras nao realizadas por apresentarem condi¢oes ina-
dequadas de avaliacao citolégica hormonal.

Em relacao a processos infecciosos no climatério, CARDO-
SO e cols. (2000) alertam para uma anélise cuidadosa dos
esfregacos vaginais em mulheres na idade entre 40 e 65
anos de idade. Nesse estudo, com 533 mulheres, sob a co-
loracao de Papanicolaou, CARDOSO e cols. (2000) encon-
traram 44,5% de vaginites determinadas por flora mista e
10% de Gardnerella vaginalis. Em Maringd, foi encontrado
11% de vaginite por flora mista sequidas de 7% de Gardne-
rella vaginalis. E, ainda, 1% de Mobiluncus sp. Entre as va-
ginites determinadas por Candida sp., CARDOSO e cols.
(2000) encontraram 27,3%4 %; seguida de 12,6% de Tricho-
monas vaginalis; freqiiéncias consideradas altas, desde que
foi encontrado apenas 4% do fungo e nenhum caso desse
protozoario. Diante de seus resultados, CARDOSO e cols.
(2000) recomendam uma andlise criteriosa dos esfregacos
colpocitolégicos em mulheres no climatério, uma vez que os
processos infecciosos, os mais diversos, podem estar pre-
sentes pelo favorecimento do epitélio atréfico.
ALVARENGA e cols. (2000) relatam que de 3.287 casos de
infecgdes no colo do utero, 381 apresentaram HPV associ-
ados a diferentes afeccoes; 29,1% das quais representaram
cervicites; 25,1% associados ao NIC I (Neoplasia Intraepi-
telial Cervical) e 14,1% ao NIC II; 34,0% NIC Il e 1,8% ao
carcinoma in situ. Em Maringd, apenas um caso de NIC III
ocorrido no passado, relatado em entrevista, cujo DNA do
HPV nao foi detectado nem as alteracdes citopdticas patog-
nomonicas da infeccao foram encontradas.

Neste estudo hé que se considerar a auséncia de HPV, prin-
cipalmente em mulheres com parceiro tnico e estavel, nao
fumante e com inicio da atividade sexual tardia. E, ainda,
mulheres que se submetem ao exame preventivo com regu-
laridade. Mesmo com amostragem que nao se possam infe-
rir a populacéo, os dados reforcam a literatura para que es-
se perfil de mulheres que apresentavam dois exames conse-
cutivos negativos, o préximo exame podera ser ap6s 3 anos.
Essas medidas sao consideradas seguras e trarao, com certe-
za, uma economia substancial nos recursos para saude?.

CONCLUSAO

A relevancia clinica deste trabalho consiste em mostrar
que mulheres no climatério, cujo exame preventivo (CO) é
classe I ou Il de Papanicolaou e sem atipias celulares, os tes-
tes de deteccdo de DNA do HPV tera grandes possibilida-
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des de serem negativos; portanto, os recursos para os pro-
gramas preventivos de cancer de colo de ttero para mulhe-
res com perfil epidemiolégico semelhante a esta casuistica
podem ser direcionados de forma racional e econ6émica.

AGRADECIMENTOS

Ao Dr. Ismael Guerreiro que tao gentilmente possibilitou a
pesquisa do DNA de HPV no Laboratério Experimental de
Ginecologia e Obstetricia da UNIFESP.

REFERENCIAS

1 ALVARENGA, G. C. et al. Papilomavirus humano e carcinogénese no colo do
Utero. J Bras Doen Sex Transm, 12 (1): 28-38, 2000.

2 AMERICAN CANCER SOCIETY. Can cervical cancer be prevented? [on line].
Disponivel  em: http ; //www.  cancer.org/dicroot/CRl/con-
yent/CRI_2_4_2X_Can_cervical_cancer_be_pre... Acesso em: 4 jan 2005.

3 CARDOSO, M. S. R. et al. Prevaléncia de vaginites especificas e inespecificas
em mulheres na pés-menopausa. Rev Bras Anal Clin, 32 (4): 275-7, 2000.

4 CHESSON, H.W. et al. The estimated direct medical cost of sexually transmit-
ted diseases among American youth, 2000. Perspect Sex Reprod Health, 36
(1): 11-19, 2004.

5 GOLDIE, S. J.; KIM, J. J.; WRIGHT, T. C. Cost- effectiveness of human papil-
lomavirus DNA testing for cervical cancer screening in women aged 30 years
or more. Obstet Gynecol, 103 (4): 617-8, 2004.

6 GROSS, G. E.; BARRASSO, R. Infeccéo pelo papilomavirus humano: Atlas cli-
nico de HPV. Porto Alegre: Artes médicas, 1999.

7 KOSKELA, P. et al. Chlamydia trachomatis infection as a risk factor for inva-
sive cervical cancer. Int J Cancer, 85 (1): 35-9, 2000.

8 LAZCANO, P. E. et al. Epidemiology of HPV infections among Mexican wo-
men with normal cervical cytology. Int J Cancer, 91: 412-20, 2001.

9 MINISTERIO DA SAUDE. Cancer do colo uterino [on line]. Rio de Janeiro;
2005. Disponivel em: http://www.inca.gov.br/conteudo_view.asp?ID+326.
Acesso em: 15 jan 2005.

Sociedade
Brasileira de
Analises
Clinicas

SBAC

A SBAC facilita para vocé ir
ao maior congresso mundial
de Analises Clinicas.

Promoc¢do de Aniversdrio

Inscricées a RS 400,00 até 31 de margo.
Corra e aproveite!

10 MINISTERIO DA SAUDE. O Programa Viva Mulher. [on line]. Brasilia; 2004. Dis-
ponivel em ; http://www.inca.pr.gov.br/viva-mulher/ Acesso em: 25 jun 2004.

11 NAUD, P; HAMMES, L.; VETTORAZZI, J. Infecgéo pelo papilomavirus huma-
no (HPV). Rev CPA Fac Méd Univ Fed Rio Gd do Sul, 20: 138-42, 2000.

12 PINOTTI, J.A; BARROS, A.C.S.D. Ginecologia moderna. Rio de Janeiro: Re-

vinter; 2004.

PREFEITURA DO MUNICIPIO DE MARINGA. Conhega Maringa. [on line].

Maringé; 2005. Disponivel em: http://www.maringd.pr.gov.br/htmls/turis-

mo/conheca/his

14 ROBERTO NETTO. Avaliacéo critica do programa nacional de combate ao
cancer de colo uterino do ministério da salde do Brasil. Sdo Paulo; 2001.
Dissertagdo (Mestrado)- Escola Paulista de Medicina da UNIFESP.

15 SCHIFFMAN, M.; CASTLE, P. E. Human papillomavirus: epidemiology and
public health. Arch Pathol Lab Med, 127: 930-4, 2003.

16 SECRETARIA DA SAUDE DO ESTADO DO PARANA. Cancer de colo do Ute-
ro. [on line]. Curitiba; 2004. Disponivel em http://www.saude.pr.gov.br/can-
cer/indexc.html. Acesso em: 25 jun 2004.

17 SYMMANS, F. et al. Correlation of cervical cytology and human papillomavi-
rus DNA detection in postmenopausal women. Int J Gynecol Pathol, 11 (3):
204-9, 1992.

18 UTAGAWA, M.L. et al. A. Papilomavirus humano em esfregagos citolégicos
de mulheres acima de 50 anos: estudo morfolégico e de hibridizagao in si-
tu nas respectivas biopsias. J Bras Ginecol, 107 (40): 83-7, 1997.

19 WORLD HEALTH ORGANIZATION Countries: Brazil [on line]. Disponivel em

http://www.who.int/coutry/bra/en . Acesso em: 25 jul 2004.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Research on the menopause in the

1990’s: Report of a WHO scientific group. Geneva; 1996 (WHO-Technical

Report Series, 866).

13

20

ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:

Dra Linda Emiko Suzuki

Universidade Estadual de Maringa, Departamento de Andlises Clinicas
Av. Colombo, 5790

CEP 87020-900 Maringd, Parana

E-mail: lesuzuki@uem.br

IFCC WorldLab 2008

20" International Congress of Clinical Chemistry
35° Congresso Brasileiro de Anélises Clinicas
8° Congresso Brasileiro de Citologia Clinica

28 de setembro a 02 de outubro 2008
Fortaleza - CE - Brasil

Maiores informagoes: 21 2187-0800 - geral@sbac.org.br - www.sbac.org.br

RBAC, vol. 39(4): 305-309, 2007

309



KTitqu de Especialista em Analises Clinicas

0 TEAG - Titulo de Especialista em Analises Clinicas, € um docu-
mento outorgado pela SBAC - Sociedade Brasileira de Analises
Clinicas, no qual somente os profissionais que exercem as
Analises Clinicas, e que sejam legalmente habilitados para
assumirem a responsabilidade técnica por Laboratdrios Clinicos,
de acordo com a legislacao federal vigente no pais, é 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 inscricdo no Concurso do TEAC:

1. Os candidatos habilitados a prestarem o Concurso sdo: Farmacéutico-
bioquimico, Médico e Biomédico.

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

3. Preencher ficha de inscriéo, 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 inscri¢do do concurso.

5. Para os inscritos no Congresso Brasileiro de Andlises Clinicas,
haveré desconto de 50% na taxa de inscrigéo 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, é 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 terd que se inscrever no Concurso para obtengdo do
TECC - Titulo de Especialista em Citologia Clinica, pela SBCC —
Sociedade Brasileira de Citologia Clinica, sendo aprovado recebera o
certificado pela SBCC.

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

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

\\\Citologia Esfoliativa.

~

6 — Os portadores do Titulo de Especialista em Andlises 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 avaliagéio em Citologia pela SBCC, serd Prova Escrita, Prética e Avaliagéo 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
documentagdo comprobatdria de exercicio profissional e atualizagéo de
conhecimentos.

Validade do TEAC:

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

0 Portador do TEAC que, na 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 0 68° Concurso para Outorga do TEAC — Titulo de
Especialista em Analises Clinicas, esta previsto para ser realizado em
27/09/2008 de 08 as 12h (Prova Escrita/Slide) e 13:30 as 18h (Prova
Oral), durante 0 20° Congresso Internacional de Bioquimica Clinica e
Medicina Laboratorial, 35° Congresso Brasileiro de Andlises Clinicas e
8° Congresso Brasileiro de Citologia Clinica, em FORTALEZA - CE.

A taxa de inscricdo para o Concurso do TEAC e TECC é no valor R$
198,00 (cada). Para os inscritos no 20° CIBCML, 35° CBAC e 8° CBCC,
havera desconto de 50% nas inscrigGes.

0 prazo de recebimento das fichas de inscrigdo para o Concurso do
TEAC sera até o dia 06/09/2008, (data de postagem).

Lembramos que a ficha de inscricdo e 0 pagamento da taxa para o
68° Concurso do TEAC, deverdo ser enviados para a SBAC-Nacional, Rua
Vicente Licinio, 99 - Tijuca — 20270.902 — RIO DE JANEIRO - RJ .

Para o candidato que deseje se preparar para o TEAC 2008, a SBAC
disponibiliza aos interessados: o Programa TEAC 2005 e o Regulamento
TEAC 2005.

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 /

310

RBAC, vol. 39(4), 2007



Anticorpos anti-eritrocitarios em pacientes com
Coombs direto positivo infectados com
malaria por Pvivax e P. falciparum

Anti-erithrocytes antibodies in patients with positive direct Coombs infected with
Pvivax and P.falciparum malaria

Cristina Motta Ferreira; Maria das Gracas da Costa Alecrim;William Antunes Ferreira; Felicien
Gongalves Vasquez & Nelson Abrahim Fraiji

/RESUMO - Para se determinar a prevaléncia de anticorpos anti-eritrocitarios de grupo sanguineo foram analizadas 247 amostras de\

enca.

sangue de pacientes com maldria vivax e falciparum com teste de Coombs direto positivo atendidos na Fundacao de Medicina Tropi-
cal Manaus-Amazonas no periodo entre setembro/99 a marg¢o/2000.Realizaram-se os testes laboratoriais de Coombs direto, dosagens
de hemoglobina, bilirrubina e eletroforese de proteinas.Das amostras testadas, 13,3 % apresentaram Coombs direto positivo, sendo o
anticorpo da classe IgG (33,3 %) o mais freqiiente. Dos pacientes com malaria vivax e Coombs direto positivo, 17% apresentaram ane-
mia possivelmente devido a hemélise por auto-imunidade com o envolvimento da gamaglobulina IgG.Nao foram detectados anticor-
pos contra antigenos de grupos sanguineos nem aloanticorpos séricos.Torna-se necessario a realizacao de outras pesquisas para ava-
liacdo da existéncia de associacao entre a positividade do Coombs direto e anemia ou se a mesma interfere ou ndo com o curso da do-

PALAVRAS-CHAVE - Hemoglobina, Citocinas, Fenotipagem, Antiglobulina, Linfdcitos. Y,

SUMMARY - To determine the prevalence of anti-erithrocytes blood group antibodies 247 blood samples were analysed in patients\
with vivax and falciparum malariae with positive direct Coombs tests at the Tropical Medicine hospital in Manaus-Amazonas from
september/99 to mars/2000. Direct Coombs tests, hemoglobin and bilirrubin titration and protein electrophoresis were performed on
the serum samples. Of the tested samples, 13,3% presented positive direct Coombs tests and the IgG class (33,3 %) was the most fre-
quent. Of the patients with vivax malaria and positive direct Coombs, 36,4% presented anaemia possibly due to autoimmune hemoly-
sis with the envolvement of the IgG gamaglobulin. No any antibody against blood group antigens nor alloantibody were detected in
the patient’s serum. It becomes necessary to continue this researches for evaluate the association between the positivity of the direct
Coombs tests and anaemia and if interferes with the course of the disease.

KEYWORDS - Hemoglobin,citocin,antiglobulin,fenotyping,linfocytes J

INTRODUCAO

maldria continua sendo uma doenca com grande im-

pacto social no mundo e cerca de 300 a 500 milhoes de
pessoas sao infectadas anualmente. Nos Estados Unidos, a
estimativa é de 1000 casos/ano com 5 a 10 mortes (Hick-
mann, 2003; OMS, 2003). Na Africa o nimero de 6bitos
anuais oscila de 1 a 1,5 milhdes, sendo as criangcas com
idade entre um a cinco anos as mais atingidas.No Brasil, no
ano de 2000 foram registrados 605.408 casos de malaria
sendo 122.820 por P. falciparum e 475.674 por P. vivax,
6021 por P. falciparum+ P. vivax e 893 por P. malari-
ae(FMT/IMT-AM/Funasa, 2000).
A patogénese da malaria é bem conhecida, sendo decor-
rente do ciclo eritrocitico do Plasmodium. A maldria causa-
da pelo Pfalciparum é a mais severa devido ao fato de pro-
duzir doenga microvascular, o que a torna diferente fisio-
patologicamente da malédria vivax que, em certas con-
dicoes, pode apresentar quadro clinico de menor gravida-
de, devido a resposta imune ser mais do tipo inflamatoéria
e hemolitica (Hickmann, 2003).
As hemdcias quando parasitadas pelo Pfalciparum, defor-
mam-se e tendem a se aderir aos pequenos vasos (citoade-
réncia) bloqueando-os e diminuindo a perfusdo tecidual,
ocasionando acidose metabdlica. As hemadcias lisadas libe-
ram os merozoitos e o sistema imunolégico sofre estimu-
lacao respondendo com a ativacao de diferentes tipos celu-
lares como os linfécitos T, macréfagos e liberacao de citoci-
nas, como o TNF-a (fator de necrose tumoral alfa), que
contribui para o quadro febril caracteristico da doenca
(Hickmann, 2003; Bouharoun et al., 1990; Kakkilaya,

2000). A anemia presente nos pacientes com maldaria de-
corre da lise eritrocitaria e pelo efeito supressivo do TNF-a
na eritropoiese. A hipoglicemia frequentemente observada
na infeccgao pelo Pfalciparum, é causada pela deplecao do
glicogénio hepatico, do consumo parasitario e pelos niveis
elevados do TNF-a (Hickmann, 2003; Corbett, 2003; Bou-
haroun et al., 1990; Kakkilaya, 2000).

Em decorréncia disto, o sistema imune estimula a producao
de anticorpos anti-eritrocitarios que podem ser tanto da
classe IgM quanto IgG. A acao isolada da IgM nao limita o
crescimento parasitdrio, sendo necessdrio o envolvimento
dos monécitos sanguineos via receptor Fc dessa imunoglo-
bulina, apés ligacdo ao parasita (Bouharoun et al.,1990;
Kakkilaya, 2000). A alteracao da membrana dos eritrocitos
infectados (Knobs) estimula a producao de anticorpos IgG
que também aderem na superficie das hemadacias nao para-
sitadas induzindo a uma lise imuno mediada, que pode
ocorrer de forma rapida, periédica, em intervalos de horas
ou dias (Crane, 1991; Ritter et al.,1993; Jakobsen et al.,
1977; Amil et al., 2000).

Essa lise imuno mediada pode ocasionar anemia hemoliti-
ca tanto por anticorpos quentes (IgG) quanto frios (IgM) ou
ambos (IgG + IgM), com dois mecanismos: O primeiro, se-
ria caracterizado por hemolise intravascular na qual o an-
ticorpo se ligaria aos eritrécitos ativando o sistema comple-
mento, ocasionando a lise. Baseados nesta hipétese, Crane
et al.(1991) e Ritter et al.(1993) observaram em seu estudo
que quatro entre dez pacientes infectados com Pfalcipa-
rum apresentaram episédios de hemdlise prolongada, mes-
mo apo6s a eliminacdo do parasita. J& o segundo mecanis-
mo de hemodlise, caracterizado por lise extravascular, ocor-
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reria devido a destruicao eritrocitaria pelo sistema reticulo-
endotelial, decorrente da sensibilizacao por anticorpos IgG
ou IgG e complemento (C3).

Uma das formas laboratoriais de se detectar hemacias sensi-
bilizadas por anticorpo e/ou complemento é através do tes-
te de Coombs direto (teste da antiglobulina direta) (Salawu
et al., 2002). Foi ap6s a introducao dessa metodologia que
varios casos de anemia acentuada e alguns com positivida-
de prolongada foram detectados (Nkrumak, 1973; Mc Gre-
gor, 1978; Woodruff, 1979; Facer, 1979; Abdalla et al., 1982).
Na regiao norte do Brasil, mais precisamente no estado do
Amazonas, mesmo com elevada incidéncia anual da do-
enca, ainda pouco se sabe sobre a presenca ou nao desses
anticorpos no sangue de pacientes e a relacao ou nao com
quadro de anemia hemolitica grave comumente observado
na clinica. No intuito de se responder a esta questao, Colau-
to e colaboradores (1981), realizaram um estudo no munici-
pio de Humaitd, interior do Estado do Amazonas, e nao de-
tectaram aloanticorpos eritrocitdrios para grupo sanguineo
e nem positividade nos testes de Coombs direto. Dados re-
ferentes a anticorpos anti-eritrocitdrios relacionados com
sistemas de grupos sanguineos e anemia hemolitica na ci-
dade de Manaus-Amazonas, ainda sao inexistentes. Portan-
to, o presente trabalho tem por objetivo determinar a pre-
senca de anticorpos anti-eritrocitarios em pacientes infecta-
dos com maldria por Pvivax e Pfalciparum com teste de Co-
ombs direto positivo. Acredita-se que o mesmo contribuird
para o tratamento dessa doenca e auxiliard na prevencao da
anemia hemolitica que possa vir a acometer tais pacientes.

MATERIAL E METODOS

Participaram do estudo 247 pacientes, de ambos os sexos,
sendo 157 com maldria por P.vivax e 90 com maléria P.fal-
ciparum, atendidos no ambulatério da Fundacao de Medi-
cina Tropical do Amazonas (FMT/IMT-AM) e Fundacao de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), no
periodo de setembro/99 a marco/2000. Realizou-se um es-
tudo de prevaléncia transversal com componentes analiti-
cos, de amostragem casual ndo probabilistica, no qual fo-
ram incluidos pacientes com idade a partir de 18 anos, com
maldria vivax ou falciparum, portadores de uma ou mais
infecgoes, mulheres até quatro gestagoes sem aborto prévi-
os, e pacientes que nunca receberam transfusao sangui-
nea. Foram excluidos pacientes com idade menor que 18
anos, gravidas, mulheres com mais de quatro gestacoes e
pacientes que apresentaram doencas hematolégicas asso-
ciadas. O grupo controle foi constituido por 30 doadores de
sangue aptos para doacao.

Para se correlacionar o teste de Coombs direto positivo, do-
sagem de hemoglobina e eletroforese de proteinas, as
amostras de sangue total dos pacientes colhidas por
puncao venosa, ao diagnoéstico da maldaria (dia D0), foram
submetidas as dosagens de hemoglobina, para caracteri-
zacdao do quadro anémico, e eletroforese de proteinas pelo
método de zona com acetato de celulose, desenvolvida de
acordo com os critérios estabelecidos por Naoum, 1990.

A freqiiéncia de anticorpos dirigidos contra antigenos do
sistema de grupo sanguineo, de alo-anticorpos séricos, da
classe mais freqiiente e da positividade do teste de Co-
ombs direto, foi determinada apéds os testes imunohemato-
légicos da antiglobulina direta (TAD) em gel centrifugacgéo
Liss/Coombs 37°C Diamed, antiglobulina humana indireta
(AHI) de triagem em Polietilenoglicol (Peg) e gel centrifu-
gacao Liss/Coombs a 37°C com painel constituido por du-
as suspensoes de hemadcias fenotipadas. As amostras posi-
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tivas na triagem imunohematolégica foram submetidas a
um painel de identificacdo pelo método de gel centrifu-
gacao constituida por dez suspensoes de hemadcias fenoti-
padas Biotest e onze suspensdes de hemdcias fenotipadas
Diamed, utilizando-se as técnicas de Liss/Coombs 37°C,
gel neutro papaina 37 °C Diamed, Peg e técnica salina a
+4°C (Vengelen, 1996).

O célculo das amostras tanto para a malaria vivax como pa-
ra a maldria falciparum foi feito a partir da prevaléncia da
doenca utilizando-se o epi-table do programa epi-info
(1997) da Organizacdao Mundial de Saude. Para as varia-
veis qualitativas e quantitativas foram utilizados os Testes
de Qui-quadrado com correcao de Yates e Pearson para
testar o nivel de associagdo entre as mesmas com uma sig-
nificancia de 5% (0=0,05), (Toledo & Ovale, 1981; Siegel,
1979; Epi-info, 1977; Martins, 1996).

RESULTADOS

A andlise das amostras revelou que 75,2 % (118/157) eram
de pacientes do sexo masculino infectados com maldria vi-
vax, enquanto que 24,8 % (39/157) do sexo feminino. Na
maldria falciparum, 71,1 % (64/90) do sexo masculino e
28,9 % (26/90) do sexo feminino.

Detectou-se 13,3 % (33/247) de positividade no teste de Co-
ombs direto sendo que, 14 % (22/157) foram nos casos de
maldria vivax e 12,2 % (11/90) na malaria falciparum (Tabe-
la 1) sendo a classe IgG a mais frequentemente encontrada.

TABELA |
Freqiliéncia de Teste de Coombs direto positivo realizado
no dia DO nos pacientes com malaria falciparum e vivax

Testes de Coombs P. falci parum P. vivax
n % n %
Coombs direto positivo 1 12,2 22 14,0
Coombs direto negativo 79 87,8 135 86,0
Total 90 100,0 157 100,0

Os testes de auto-absorcao e de pesquisa e identificacao de
anticorpos irregulares com painel de hemacias fenotipadas,
nao detectaram nenhum anticorpo sérico irregular ou autoan-
ticorpo com especificidade contra antigenos eritrocitérios, so-
mente os anticorpos séricos naturais da classe IgM (Tabela 2).

TABELA 11
Freqiliéncia de Aloanticorpos séricos naturais detectados
no Dia DO nos pacientes com malaria falciparum e vivax

Aloanticorpos Séricos P. falci parum P. vivax
n % N %
Presenca 68 75,6 120 76,4
Auséncia 22 24,4 37 23,6
Total 90 100,0 157 100,0

Em relacao ao sistema complemento, as fracoes C3 e C4
nao foram pesquisadas especificamente. Nao se detectou
diferenca nos casos de anemia entre pacientes com mala-
ria vivax e falciparum ou entre o teste de Coombs direto
positivo e maldria vivax ou falciparum (Tabela 3, 4).

TABELA Il
Freqiiéncia de anemia detectada nos pacientes com
malaria vivax e teste de Coombs direto

Teste de Coombs Direto
Anemia Positivo Negativo
n % n %
Anémicos (< 12,0 g/dl) 28 36,4 29 21,5
N&o anémicos (> 12,0 g/dl) 14 63,6 106 78,5
Total 42 100 135 100,0

X2 de Pearson: p-valor=0,1272
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TABELA IV
Freqiliéncia de anemia em pacientes com malaria
falciparum e teste de Coombs direto

Teste de Coombs Direto
Anemia Positivo Negativo
n % n %
Anémicos (< 12,0 g/dl) 2 18,2 23 29,1
Nao anémicos (> 12,0 g/dl) 9 81,8 56 70,9
Total 11 100,0 79 100,0

X2 com corre¢ao de Yates: p-valor=0,6898

O teste de eletroforese demonstrou uma elevacao com sig-
nificancia estatistica nos valores da fracdo gamaglobulina
em relacdo as duas maldrias (Tabela 5 e 6).

TABELA V
Nivel da fracao gamaglobulina em pacientes com
malaria Vivax e teste de Coombs Direto

Teste de Coombs Direto
Fracdo Gamaglobulina Positivo Negativo

n % n %

Elevada (£1,5g/dl) 12 54,5 44 32,1
Normal (>1,5¢/dl) 10 45,5 91 67,9
Total 22 100,0 135 100,0

P=0,0462
TABELA VI

Nivel da fracdo Gamaglobulina em Pacientes com
Malaria Falciparum e Teste de Coombs Direto

Teste de Coombs Direto
Fragdo Gamaglobullina Positivo Negativo
n % n %
Elevada (= 1,5 g/dl) 9 81,8 28 354
Normal (< 1,5 g/dI) 2 18,2 51 64,6
Total 1 100,0 79 100,0
P=0,0093
DISCUSSAO

Como o teste de Coombs direto apresenta valor preditivo
de origem imune em doentes com anemia hemolitica, uma
das causas da positividade dos mesmos nos pacientes com
maldria vivax (14 %) e falciparum (12,2 %), poderia decor-
rer da presenca do anticorpo IgG e/ou IgM com ou sem
complemento, representando uma anemia hemolitica auto-
imune, provavelmente secundéaria a uma exposicao dos an-
tigenos eritrocitarios aos parasitas maldricos, ou ainda pe-
la producao de anticorpo IgG contra antigenos maldricos
soluveis adsorvidos as hemécias (Abdalla & Weatherall,
1982; Duran & Rodrigues, 2000). Achados semelhantes fo-
ram encontrados em amostras de 160 criancas Gambien-
ses, dentre as quais, 50 % apresentaram teste de Coombs
direto positivo (Facer et al., 1979; 1980). Em outro estudo,
os mesmos autores verificaram que em 51/53 criancas
gambienses a positividade do teste de Coombs permane-
ceu prevalente por periodos acima de seis semanas sem
evidéncia de hemolise. Entretanto, esses dados sao diver-
gentes quando associados aos resultados do teste de Co-
ombs direto realizado por Colauto et al. (1981) em 109 pa-
cientes no municipio de Humaitd, estado do Amazonas, no
qual nao detectaram positividade no referido teste. Deste
modo se faz necessdria uma avaliagcao mais precisa a fim
de que se possa detectar as razoes pelas quais essa popu-
lacdo apresentou tal caracteristica. Os testes de auto-ab-
sorcao e pesquisa e identificacao de anticorpos irregulares
com painel de hemacias fenotipadas, ndo detectaram ne-
nhum anticorpo irregular ou autoanticorpo com especifici-
dade contra antigenos eritrocitarios.
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Os dados obtidos em nossa pesquisa foram semelhantes aos
obtidos por Colauto et al. (1981), no municipio de Humaité-
Amazonas, no qual também néo foram detectados anticor-
pos séricos irregulares com especificidade contra antigenos
de grupos sanguineos. Em relacao ao sistema complemento,
as fracoes C3 e C4 nao foram pesquisadas especificamente.
Nossa pesquisa nao revelou diferenca nos casos de anemia
entre pacientes com maléaria vivax e falciparum ou entre o
teste de Coombs direto positivo e maldria vivax ou falcipa-
rum. J4& Nkrumak (1973) e Woodruff (1979) detectaram
anemia acentuada com reducdo parasitaria relacionada ao
teste de Coombs direto positivo, sugerindo como causa a
hemoélise por autoimunidade com o envolvimento dos anti-
corpos IgG e/ou IgM, ou diferenca na resposta imune de
cada paciente relacionada com a viruléncia parasitdria, ou
a genética do organismo ou entdo, as variagées na expo-
sicao do paciente ao parasita maldrico (Zuckerman, 1966;
Jakobsen et al.,, 1977; Abdalla & Weatherall, 1982; Perl-
mann et al., 2000; Stinardel et al., 2000).

A elevacao com significancia estatistica nos valores encon-
trados da fracdo gamaglobulina no teste de eletroforese em
relacdo as duas maldrias, sinalizou uma possivel relagdo en-
tre a elevacao média da concentracao no nivel de anticorpo
da classe IgG no plasma dos doentes e o envolvimento na
resposta imunolégica das imunoglobulinas IgG e IgM indi-
cando que o anticorpo IgG desempenha um papel impor-
tante contra a infec¢do maldrica (Targett, 1970; Mac Gregor,
1970; Cox, 1970; Aucan et al., 2000; Perlmann et al., 2000).
Nosso estudo possibilitou estudar e conhecer o comporta-
mento sorolégico dos anticorpos anti-eritrocitarios no soro
dos pacientes com teste de Coombs direto positivo porta-
dores de malaria vivax ou falciparum que habitam a regiao
amazonica brasileira. De acordo com os dados obtidos nes-
te trabalho, podemos concluir que nas amostras de sangue
de pacientes com malaria vivax e falciparum nao foram de-
tectados anticorpos com especificidade para antigenos de
grupos sanguineos nem anticorpos séricos irregulares, so-
mente os anticorpos naturais; a freqiiéncia de positividade
no teste de Coombs direto no dia D=0 foi de 12,2 % nos pa-
cientes com maldria falciparum e 14 % nos com malaria vi-
vax; a gamaglobulina IgG demonstrou envolvimento nas
duas infeccoes maléricas e nao foi detectada anemia entre
pacientes com teste de Coombs direto positivo e maldria
vivax ou falciparum.
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SESSOES PARALELAS - O Laboratério Clinico e o Manejo do Paciente: Como eles se relacionam?
Presidente: Jocelyn M.B. Hicks (EUA)
Planejamento Estratégico e Financeiro: Critico para o Laboratdrio Clinico - J. M. 8. Hicks (EUA)
Minimizando erros do pedido médico a liberagéo do resultado - D.5. Young (EUA)
Forga de Trabalho e privatizacdo dos Laboratdrios Clinicos: Dois desafios para a proxima década - 1.C. Barnes (Reino Unido)
Caminhos Integrados: O papel do Laboratério Clinico - M. Plebani (Italia)

10.00-12.30 - SalaA
SESSOES PARALELAS - Sindrome do stress: Conseqiiéncias Fisiologicas e Bioquimicas no homem
Presidente: Oren Zinder (Israel)
V6o Espacial de Longa Duracdo: Sindrome do Stress Crdnico - J. MacDonald (EUA)
Resposta do Stress e Parametros Laboratoriais em Pacientes Criticamente Enfermos - 1. Vermes (Paises Baixos)
Stress Oxidativo e Insuficiéncia Cardiaca - 1. Schimke (Berlim)
Regulagdo da Resposta do Stress por Esterdides Neuroativos - Amigos ou Inimigos? - O. Zinder (Israel)

10.00-1230 - SalaB
SESSOES PARALELAS - HIV-AIDS: Diagnéstico molecular, genotipagem e epidemiologia
Presidente: Marcelo Pilonetto (Brasil)
0 Uso da Biologia Molecular no diagnéstico da Infeccdo do HIV - R. Sobhie Diaz (Brasil)
Genotipagem do HIV e sua aplicagéo - B.Galvdo-Castro (Brasil)
Epidemiologia do HIV/AIDS - D.A. Bertolini (Brasil)
A experiéncia brasileira com genotipagem — A Rede de Genotipagem Nacional - A ser anunciado
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10.00-1230 - SalaC
SESSOES PARALELAS - A relevancia clinica da incerteza de mediciio: qualidade analitica e tomada de decisgo clinica
Presidente: Ken Sikaris (Austrélia)

Incerteza da medigdo: relevancia para o entendimento da qualidade analitica - K. Sikaris (Australia)

Definindo o impacto diagnéstico e de monitoramento do que o laboratério atinge como qualidade analitica - . Hyitoft (Dinamarca)

Definindo o impacto clinico da qualidade do desempenho analitico do laboratério - G. Klee (EUA)

Além da qualidade analitica: A importancia do controle de qualidade pés analitico para garantir o valor clinico - G. Cembrowski (Canadd)

10.00-12.30 - SalaD

SESSOES PARALELAS - Imunofenotipagem de Leucemias e Linfomas

Presidente: A. Ruiz-Arguelles (México)
Recomendacbes da Segunda Conferéncia de Consenso Latino Americano para Imunofenotipagem de Malignidades Hematoldgicas por
Citometria de Fluxo - Ruiz-Arguelles (México)
Novas contribuicbes da Imunofenotipagem Multiparamétrica por Citometria de Fluxo para o Diagnéstico das Leucemias Agudas e
Cronicas - A. Orfao (Espanha)
Imunofenotipagem de Doengas Linfoproliferativas Cronicas - R.E. Dugue (EUA)
Transplante de Células Troncos Hematopoiéticas para o Tratamento de Malignidades Hematoldgicas - A. Madrigal (Reino Unido)

10.00-12.30 - SalaE

WORKSHOP IFCC - Como estabelecer um sistema de qualidade de acordo com IS0 15189 (Parte I)
Presidente: Wim de Kieviet (Paises Baixos)

Oradores convidados: E. Frank (India); H. Stekel (Austria); L. Berte (USA) e D. Burnett ( Reino Unido)

1530-17.30 - Auditério,
SESSOES PARALELAS - Acidos Nucléicos Circulantes como Nova Ferramenta de Diagnéstico Molecular
Presidente: Dennis Lo (China)
Acidos nucléicos circulantes no plasma/soro: nocoes gerais e aplicabilidade como marcador de tumor - D. Lo (China)
Acidos nucleicos fetais no plasma materno: o futuro do diagnéstico pré-natal ndo invasivo? - C. Oudejans (Paises Baixos)
Acidos nucléicos circulantes no plasma para o monitoramento de doengas agudas e cronicas - R. Swaminathan (Reino Unido)

12.45-17.30 - Sala B e Sala D - Workshops patrocinados pelas industrias

1530-17.30 - Sala A

SESSOES PARALELAS - Maedicina Laboratorial em Geriatria

Presidente: Yaping Tian (China)
Biomarcadores e protedmica nas desordens neurodegenerativas - R. Ekman (Suécia)
Abordagens ndo Invasivas em Estudos Metabdlicos de Populagbes Idosas e Outras Vulneraveis - Y-m Yu (EUA)
A aplicagdo clinica do perfil protedmico sérico em populagdo idosa - Y. Tian (China)

1530-17.30 - SalaC

SESSOES PARALELAS - Estudo da Hemostasia e o Laboratério Clinico

Presidente: Richard A. Marlar (EUA)
Testes para Trombofilia - R. A. Marlar (EUA)
Garantia da Qualidade e Controle da Qualidade no Laboratério de Coagulagao - 5. Kitchen (Reino Unido)
Diagndstico de trombose induzida por anticorpo - £. Lindhoff-Last (Alemanha)

1530-17.30 - SalaE

WORKSHOP IFCC - Como estabelecer um sistema de qualidade de acordo com 1SO 15189 (Parte II)
Presidente: Wim de Kieviet (Paises Baixos)

Oradores convidados: E. Frank (India); H. Stekel (Austria); L. Berte (USA) e D. Burnett ( Reino Unido)

17.30-18.00 - Auditorio
CERIMONIA DE ENCERRAMENTO

TVejo vocé em
Fortaleza!

No IFCC 2008!

RBAC, vol. 39(4), 2007 319



. Brazilian

@ \ Brazilian gs
“ Society of P L;. ‘C C Society of

International Federation iy ¥ sy
of Clinical Chomistry S BA C Clinical Ana|y5|s T ——— | T2 [ ] Cytology

and Laboratory Medicine

IFCC-WorldLab
Fortaleza

.

BRASIL FOHTM{EZA

®
('

International Federation
of Clinical Chemistry : BAC

and Laboratory Medicine SOC|ED‘F\E BMSILEIRA
DE ANALISES CLINICAS

20" International Congress of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine

35™ Brazilian Congress o
I = .: \‘ o wd " e ? - »E .,.I.':' S

Fortaleza - Brazil
28 September - 02 October 2008

SCIENTIFIC SECRETARIAT ORGANIZING SECRETERIAT
SOCIEDADE BRASILEIRA DE ANALISES CLINICAS - SBAC EMMEZETA CONGRESSI
Rua Vicente Licinio, 95 Tijuca Via Carlo Farini 81

Rio de Janeiro, RJ cep. 20.270-902 20159 - Milano - Italy
Phone: +55 21 2187-0800 Fax: 45521 2187-0805 Fhone: 439 0266802323 - Fax: +39 026686699
- geral@sbac.or.br - www.sbac.org.br £-mail:info@fortaleza2008.org - www.fortaleza2008.org



